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OZET

HARRAN UNIVERSITESI ARASTIRMA VE UYGULAMA HASTANESI
MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA i1ZOLE EDILEN PSEUDOMONAS
AERUGINOSA iZOLATLARINDA ANTIBiYOTIK DIRENC, INDUKLENEBILIR
BETALAKTAMAZ VE METALLO BETALAKTAMAZ ORANLARININ
BELIRLENMESI

Dr. Hadice OZCINAR
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Uzmanlik Tezi

Hastane enfeksiyonlarinin  6énemli etkenlerinden biri olan Pseudomonas
aeruginosa’ nin antimikrobiyal ajanlara karsi giderek artan diren¢ gostermesi; tedavide
zorluklara, maliyet artisina, morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Bu nedenle erken ve
etkin antibiyotiklerle tedaviye baslanmasi 6nem tasimaktadir.

Calismamizda Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda antibiyotik  direng,
indiiklenebilir betalaktamaz (IBL) ve metallo betalaktamaz (MBL) oranlari belirlenerek; P.
aeruginosa infeksiyonlarinda ampirik tedavi seceneklerine, uygunsuz antibiyotik
kullaniminin engellenmesine ve etkin tedavi yaklasimlarina katki saglanmasi amaglanmistir.

Cahismaya alinan 2009-2013 tarihleri arasindaki dort yillik sire icerisinde Harran
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarin’ a génderilen
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 P. aeruginosa izolati konvansiyonel yontemler
ile tanimlanmis, antibiyotik duyarhilik testleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute. January2013) standartlarina gore Kirby-Bauer disk diflizyon yodntemi
kullanilarak yapilmistir. Karbapenem direncini dogrulamak igin imipenem ve meropenem
E test kullanilmistir. iBL Gretimini belirlemek icin disk indiiksiyon yontemi kullaniimistir.
MBL Gretimini belirlemek icin Modifiye Hodge testi, imipenem/EDTA Kombine Disk testi,
MBL E test kulanilarak sonuclari karsilastiriimistir.

Antibiyotik duyarlilik testinde betalaktam antibiyotiklerden en az direng
seftazidimde belirlenirken kolistine diren¢ saptanmmamistir. Coklu ilag direnci ise %8
olarak belirlenmistir. Coklu ilag direngli bu 8 izolatin 2’ sinde MBL enzim (retimi
belirlenmistir. MBL enzim tretiminin ¢oklu ila¢ direnci gésteren bakterilerde daha yuksek

oldugu goralmustar.

Vil



Disk indiksiyon yontemi ile izolatlarin %86’ sinda iBL Uretimi saptanmistir. IBL
oranini yuksek olarak belirledigimiz ¢calismamizin sonucunda; seftazidim, sefepim veya
piperasilin/tazobaktamin gibi antibiyotiklerin ampirik tedavide duyarli olmasina ragmen
tek baslarina kullaniimasi iBL Uretimini indiikleyeceginden diger antipseudomonal ilag grubu
ile kombine kullaniminin, hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarinin ampirik tedavisi
icin dogru bir yaklasim olacagini disiindirmastar. Yine P. aeruginosa infeksiyonlarinin
tedavisi sirasinda kullanilan antimikrobiyal ilaca direng gelisebileceginden; bu izolatlarin
antibiyogramlarinin 3-4 ginlik tedaviden sonra tekrarlanmasi ve bu konuda klinisyenlerin
bilgilendirilmesinin uygun olacagi dustnulmustur.

IBL (reten P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogunun ve karbapenem direncli izolatlarin
cogunun yesil renkli pigment Urettigi tesbit edilmistir. Bu sonuclar P. aeruginosa antibiyotik
direnci ile pigment rengi arasinda iliski olabilecegini distndirmastr.

Karbapenemlere direncli 9 P. aeruginosa izolatinin %22.2° sinde MBL dretimi
tespit edilmistir. Tim izolatlar icinde MBL pozitif olanlarin orani %2 olarak belirlenmistir.
CLSI’ da MBL dretimini saptamak icin Onerilen standart bir test bulunmamaktadir.
Calismamizda; IMP/EDTA Kombine Disk testi IP/IPI E test ile ayni izolatlarda ve ayni
oranda MBL dretimi belirlenmistir. Kombine Disk testinin, E test kadar gtvenli, hizh ve
kolay yorumlanabilen ayrica E teste gére maliyet yoninden ¢ok daha uygun bir test oldugu
distnulmustur. Rutin laboratuvarlarda karbapenemlere direncli P. aeruginosa izolatlarinda
IMP/EDTA Kombine Disk testinin c¢alisilmasinin; MBL pozitif izolatlarin hizla
saptanmasina ve infeksiyon kontrol oOnlemlerinin etkin olarak uygulanmasina katkida

bulunacagi dustnilmdastr.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik duyarliligi,

indiklenebilir betalaktamaz, metallobetalaktamaz.



ABSTRACT

DETERMINATON RATES OF ANTIBIOTIC RESISTANCE, INDUCIBLE
BETALACTAMASE AND METALLO BETALACTAMASE IN PSEUDOMONAS
AERUGINOSA STRAINS ISOLATED IN MIKROBIYOLOGY LABORATORY OF
RESEARCH AND APPLICATION HOSPITAL HARRAN UNIVERSTY

Hadice OZCINAR, MD
Specialty Tesis, Department of Medical Microbology

Pseudomonas aeruginosa is one of the important nosocomial infections. Increasing
resistance to antimicrobial agents and rising costs have caused an increase in morbidity and
mortality and in treatment difficulties. Therefore, early initiation of correct effective
antibiotc is important in treatment and prevention of serious complications.

In our study, rates of antibiotic resistance, inducible betalactamase (IBL) and metallo
betalactamase (MBL) were determined in P. aeruginosa isolates in order to contribute to the
prevention of inappropriate use of antibiotics, effective treatment, an increase in empiric
treatment options and achievement of an efficient treatment.

Throughout a period of four years, 2009-2013, 100 P. aeruginosa isolates were
isolated from various clinical specimens from Research and Application Hospital patients
and identified in Microbiology laboratory by conventional methods. Antibiotic susceptibility
was performened using CLSI guidelines (Clinical and Laboratory Standards Institute 2013).
Kirby-Bauer disk diffusion method was used. Carbapenem resistance to imipenem and
meropenem was verified by the E test. Disk induction method was used to determine the
IBL production while Modified Hodge test, MBL E test and combined imipenem / EDTA
disk were used to determine the production of MBL.

In antibiotic susceptibility, among beta lactam antibiotics the least resistance was
seen against ceftazidime. All strains were uniformly sensitive to colistin. Multi-drug
resistance was observed in 8% of isolates. Eghit percent of the isolates were resistant to at
least three antipseudomonal drugs group (MDR), of which two isolates were postive for
MBL enzyme production. The rate of MBL enzyme production was higher in multidrug-
resistant isolates than others.



IBL production was detected in 86% of the isolates with disk induction method. IBL
rates was at a high production as a result of our study. Although P. aeruginosa are sensitive
to antibiotics such as ceftazidime, cefepime, or piperacillin/tazobactam such drugs alone
induce production of IBL therefore combination with other antipseudomonal drugs used was
thought to be the right approach for the empirical treatment of hospital infections. Again,
antimicrobial drug resistance may arise during treatment of P. aeruginosa infections. It is
appropriate to repeat antibiograms 3-4 days post therapy treatment.

The mostly IBL producing P. aeruginosa strains and the most Carbapenem-resistant
isolates were found to have a green exopigment. These results suggest a possible
relationship between antibiotic resistance and the pigment color of P. aeruginosa.

MBL producing isolates were positive at the rate of 22.2% among carbapenem-
resistant P. aeruginosa isolates. This rate was 2% among all studied P. aeruginosa isolates.
Tthere is no standard test to determine MBL production proposed by CLSI. IMP/EDTA
Combined Disk test and IP/IP1 E test were found to be at the same rate in our study.
IMP/EDTA Combined Disk test was fast, easily read, interpreted and even more cheaper
compared to IP/IP1 E test. So this test is thought to be much more affordable in terms of cost
and productivity. In routine laboratorys, carbapenem-resistant P. aeruginosa determination
by IMP/EDTA Combined Disk test can provide rapid detection and effective

implementation of infection control measures.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antibiotic susceptibility, inducible beta-

lactamases, metallobetalactamase.
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1. GIRIS VE AMAC

Hastane infeksiyonlari morbidite ve mortalite oranlarinin yiiksekligi ile beraber
ekonomik maliyeti nedeni ile tiim diinyada 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir (1).
Pseudomonas tiirleri primer olarak nozokomiyal infeksiyonlara yol acan firsatgi
nonfermentatif gram negatif patojenlerdir (5).

Tirkiye’ de hastane enfeksiyonlar: etkenleri ile ilgili yapilan c¢alismalarda P.
aeruginosa’ nin, gram negatif etkenler i¢inde %25.8-%56, tiim hastane infeksiyonlarinin
ise %10’ unda etken oldugu bildirilmektedir (3, 4).

Calismamizda hastanemizdeki P. aeruginosa izolatlarinin, direng profilinin,
indiiklenebilir betalaktamaz ve metallobetalaktamaz oranlarinin belirlenmesi ile 6zellikle
uygunsuz antibiyotik kullanim1 nedeniyle ¢oklu direng gosteren kdkenlerin giderek artisinin
onlenmesine, infeksiyonlarinin daha hizli etkin tedavi edilmesine ve uygunsuz antibiyotik
kullaniminin engellenmesine katkida bulunulmasi amaglanmigtir. Bu amagla Harran
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’ nda gesitli
klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin antibiyotik direng,

indiiklenebilir betalaktamaz ve metallobetalaktamaz oranlari belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P. aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesinde Pseudomonas cinsinde yer alir.
Pseudomonas cinsinde bulunan bakteriler rRNA homolojilerine gére, bes gruba ayrilmistir.
Son yillarda yapilan ayrintili ¢aligmalara gore yeniden siniflandiriimastir (6).

P. aeruginosa, P. fluorecens, P. putida, floresan veren grupta; P. stutzeri, P.

mendocina floresan vermeyen grupta yer alir (39).

Tablo 1. Tibbi 6nemi olan pseudomonaslarin siniflandiriimasi
(39,179).

rRNA Homoloji Grubu ve Alt Grubu | Cins ve Tiir

I Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Fluoresan Grubu

Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri

Non Fluoresan Grubu Pseudomonas mendocina

Burkholderia pseudomallei
I Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia

Ralstonia pickettii

Comamonas tiirleri
1l Acidovorax tiirleri
Delftia turleri

Hydrogenophoga tiirleri

v Brevundimonas tirleri

Stenotrophomonas maltophilia

Vv Xanthomonas tiirleri




2.1.1. Mikrobiyoloji

P. aeruginosa, kanli agarda 3-5 mm biiyiikligiinde kenarlar: diizensiz, tizeri diiz,
B-hemolitik koloniler olusturur. Kolonilerin kendine 6zgii, tiziime benzeyen tipik bir kokusu
vardir (6, 9). Triptofan 2-aminoasetofenon iiretiminden kaynaklanan karakteristik {iziim
kokusu P. aeruginosa’ y1 ayirt etmede kullanilir (12). Pseudomonadaceae ailesi igindeki en
patojen tiir olan P. aeruginosa gram negatif, sporsuz, diiz veya hafif kivrik, 1.5-3 pum
boyunda, 0.5-0.8 um genisligindedir. Kirpikli ve hareketli, zorunlu aeropturlar (6). ideal
olarak aerob ortamda tirerse de, son elektron alicis1 olarak ortamda nitrat bulunmasi
durumunda anaerob kosullarda da treyebilir (14). Karbonhidratlari fermente etmez,
karbonhidratlardan glikoz ve ksilozu oksidasyon yolu ile parcalayip asit olustururken
maltozu etkilemez. Uc sekerli demirli besiyerinde alkali reaksiyon verir ve gaz
olusturmazlar (6,13). Jelatin hidrolizi, arjinin dihidrolaz, iireaz ve sitrat testleri pozitif, lizin
dekarboksilaz, indol, metil kirmizis1 ve VVoges-Proskauer testleri negatiftir (13).

P. aeruginosa, ilk kez Gessard tarafindan 1882 yilinda mavi yesil cerahat etkeni
olarak tanimlanmigtir (8). Kiiltiirlerde piyosiyanin adi verilen ¢oziiniir fenazin pigmenti
tretmesi P. aeruginosa’ m en onemli o6zelliklerinden biridir. Ayrica mavi pigmentten
sorumlu pyosiyanin, kirmizi pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten sorumlu
piyomelanin veya sari-yesil ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin pigmenti
tiretebilir (6). Diger pseudomonas tiirleri piyosiyanin pigmenti tiretemezler. Piyoverdin
pigmenti floresan grubun diger iiyeleri olan P. fluorescens ve P. putida tarafindan da
uretilebilir (14).

P. aeruginosa 10-44 °C 1s1 araliginda tireyebilmesine karsin optimal 30-37 °C * de
ve hafif alkali ortamda kolayca iirerler. 4 °C’ de {ireyememesi ve 42 °C’ de iireyebilmesi
ile floresan gruptaki diger psikrofil pseudomonaslardan olan P. putida ve P. fluorescens’
den ayrilir (6,15). Pseudomonas’ lar 1siya direngsizdirler. 55 °C de 1 saat ve 60 °C’ de 15
dakikada oliirler (16).

2.1.2. Epidemiyoloji

P. aeruginosa saglikli bireylerde deride %0.2, burun mukozasinda %0-3.3, bogazda

%0-6.6, digkida %2.6-24 oraninda insanlarin normal florasinda gorilebilir (17, 18).



P. aeruginosa enfeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim olmak tizere
iic asamada gelisir (10). Enfeksiyonun hangi asamada kalacagini konagin savunma sistemi
ve bakterinin viriilans faktorleri belirler. Enfeksiyon kolonizasyon asamasinda kalabilir
veya sistemik enfeksiyona ilerleyebilir (11). Hastanede yatan yanikli hastalarin derilerinde,
solunum cihazina bagli hastalarin alt solunum yollarinda, kemoterapi alan hastalarin
gastrointestinal sisteminde, antibiyotik alan hastalarda %50 oraninda tasiyicilig
olabilmektedir (18). Klinik o6rneklerden P. aeruginosa disinda bir Pseudomonas
saptanmasi, hastanmin gecici kolonizasyonuna, o6rnek alinmas: veya laboratuvar
uygulamalar: sirasindaki bulasmaya baglh olabilmektedir (19). P. aeruginosa’ nin
nozokomiyal infeksiyonlar arasinda en sik pnémoniye neden oldugu bildirilmektedir (15).
P. aeruginosa suslarindan elde edilen asilar pseudomonas sepsisine kars1 koruma amaciyla
immiin yetmezlik, yanik, 16semi, Kistik fibrozis gibi yiiksek risk grubundaki hastalara
uygulanabilmektedir (20). P. aeruginosa bir¢ok dezenfektana direncglidir. Sabunlar ve
iyotlu solusyonlar icinde iireyebilirler. Pseudomonaslarin dezenfeksiyonunda fenoller ve
betaglutaraldehit etkili olabilir. Kaynar su mikroorganizmayi oldiiriir (16, 37). Aktif kloriir
iyonlari igeren antiseptikler yara yiizeylerinin dezenfeksiyonunda yararhidir (21).

Hastanede yatan hastalarda P. aeruginosa enfeksiyonuna yol agan risk
faktorleri; mekanik solunum cihazina bagli olma, uzamis genis spektrumlu antibiyotik
tedavisi, kemoterapi, cerrahi yara ve yaniklardir. Hastanede yatan hastalarin aksilla, perine,
dis kulak gibi viicut bolgeleri ve lavabo, musluklar, tuvaletler, duslar gibi nemli cansiz
yiizeylerden izole edilebilir. Mekanik solunum cihazi, gida hazirlama cihazlari gibi suyla
temas eden cihazlar hastane kaynakli salginlardan sorumlu tutulmaktadir (22).

P. aeruginosa’ nin hastane kaynakli enfeksiyonlarinin degerlendirildigi genis caplh
calismalarda; pnomonilerin %16’ sindan, idrar yolu enfeksiyonlarmin %212’ sinden,
bakteriyemilerin %10’ undan ve cerrahi bolge enfeksiyonlarinin %8’ inden sorumlu oldugu
saptanmistir (23). Toplum kaynakli P. aeruginosa enfeksiyonlari ise banyo, sauna,
jakuzi, yiizme havuzlarindan kazanilan cilt enfeksiyonlari, dis kulak yolu enfeksiyonu
(yuziicti kulagi), kiigiik ¢ocuklarda spor ayakkabi giymeye bagli gelisen ayak parmagi
enfeksiyonlari, travma sonras: gelisen endoftalmit veya damar i¢ci madde bagimlilarinda

gozlenen endokardit gibi baz1 6zel kosullarda gergeklesir (24, 25, 26, 27).



2.1.3. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezi

P.aeruginosa birgok hiicre dis1 enzim ve toksin salgilar. Bu enzim ve toksinler
konagin farkli dokularina etkili olurlar. Virilansla en fazla iligkili bulunan proteazlar
elastaz ve alkalin proteazdir. Bu proteazlar deri, akciger ve korneada nekrotizan etkiye
sahiptir. Ektima gangrenosum pseudomonas sepsisinde goriilir ve sorumlu olan elastaz
kan damarlarinda internal laminay1 yikarak hemorajilere neden olur. Bu enzimler sitotoksik

degildir. Hiicreler arasindaki baglantilar1 parcalayarak etki gosterir (28).

2.1.4. P. aeruginosa’ nin virulans faktorleri

P. aeruginosa’ nin viriilansindan sorumlu yapisal ve hiicre disi enzimleri
bulunmaktadir. P. aeruginosa’ da piluslar, polisakkarid kapsiil, lipopolisakkarit,
ekstraselliiler proteaz, hemolizin, ekzotoksin A, ekzoenzim S, néraminidaz, sitotoksin,
piyosiyanin ve enterotoksin gibi pek ¢ok viriilans faktorii vardir (36). Kirpik (flagella), pili
(fimbriya) lipopolisakkarit (LPS), aljinat hiicre yiizeyinde bulunan virulans faktorleridir.
Elastaz, piyosiyanin, ramnolipid fosfolipaz C, ekzotoksin A, sitotoksin hiicre disina
salgilanan virulans faktorleridir. Bakteri yiizeyi ile iliskili virulans faktorleri P. aeruginosa’

nin kolonizasyonda énemli rol oynar.

2.1.4.1. Flagella

P. aeruginosa’ nin hareketinden sorumludur. Flagella pililer gibi epitel hiicresi

membrani bileseni olan asialo-GM1’ e baglanarak bakterinin adezyonunu saglar (38).

2.1.4.2. Pili (Fimbriya)

Pililer en 6nemli aderans faktoriidiir. Konagin epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan

sialik asitsiz gangliosid (GM-1) reseptorlerine tutunmay: saglar (10). Pili, solunum



yollarinda kolonizasyona yardime1 olan biyofilm olusumunda da rol almaktadir (39).

2.1.4.3. Lipopolisakkarit

Konak savunmasina karsi etkilidir. Bakteri duvari dis membranmin dis yiizeyinde
yer alan LPS; fosfolipid ikili-katman icine yerlesen lipid A ve buna bagl: kor polisakkaridi
ve O-ozgiil polisakkaridi igeren hidrofilik kuyruktan olusur. O bdlgesi zinciri kompleman
lizisine kars1 koruyucudur. Ayrica varyasyonlari ile antimikrobiyal proteinlerin etkisine
direng gosterir (38, 41). P. aeruginosa, 1siya direngli O antijenlerine gore 17 tipe
ayrilmistir. En yaygin serotipin serotip O:2-5-8-11-12-16 oldugu goriilmiistiir. Bunlarin
arasinda en direncli serotip O:16, en duyarl serotip O:8 dir (40). Kistik fibroz hastalarinda
P. aeruginosa’ mmn farkli lipid A mutantlari bulunur ve bunlardan bazilar1 konagin

antimikrobiyal peptidlerine kars1 direng gosterir (41).

2.1.4.4. Aljinat

Aljinat mukoid bir ekzopolisakkarittir. Bakteriyi solunum yolu epiteline
adezyonunda rol alir. Kistik fibrozis hastalarindan izole edilen izolatlar asir1 aljinat
uretimine bagli olarak mukoid goriinimdedir. Aljinat bakteriyi fagositozdan ve
antibiyotiklerin etkilerinden korur. Aljinat kistik fibrozis hastalarinda bulunan biyofilm
yapisinda yer almaktadir (42, 43, 44). Ayrica alginate, aminoglikozitlerin P. aeruginosa’ ya
kars1 bakterisidal etkisini bozabilir (28). Alginat tekrarlayan mannuronik asit ve glukoronik
asitlerin sonlarinda bulunur. Bu yap1 bazi kosullarda, polisakkarid kapsiil yapan P.
aeruginosa suslarinda bulunur. Hiicre disinda bulunan bu yapiya slime tabakas: denildigi
gibi glikokaliks veya mukoid ekzopolisakkarid olarak da tanimlamir. Slime tabakasi
bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir, onu iyice tesbit eder (37, 38).

2.1.4.5. Biyofilm Olusumu

Biyofilm mikroorganizmanin igine gomiilii olarak bulundugu ekstraseliiler

polimerik maddeden olusan bir matrikstir. Herhangi bir yiizey veya birbirlerine
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yapismalarmi saglar (45). Biyofilm igerisindeki bakteri hem fenotipik hemde metabolik
degisimlere ugradigi igin besin eksikligine, pH degisimlerine, oksijen radikallerine,
dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi daha direnglidir (46, 47). Biyofilm olusumu,
hiicreden hiicreye iletisimi saglayan sinyal molekiilleri araciligiyla kontrol edilmektedir. Bu
sinyal sistemi Quorum-sensing (Cogunlugu algilama QS) olarak adlandiriimaktadir.
Biyofilm olusumunda las sistemi merkezi rol oynar. Mukoid suslar olusturdugu biyofilm
nedeni ile mukoid olmayanlara gore antibiyotiklere daha az duyarhdir (49, 50, 51, 52).

2.1.4.6. Quorum-sensing (Cogunlugu algilama)

Bakteriler sinyal molekiilleri araciligiyla birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir
cogunluga ulasip ulasmadiklarmi algilamaktadir. Yeterli c¢ogunluga ulastiklart anda
virulans faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlar: tetiklenmektedir (48,53).
Quorum sensing olarak bilinen bu siiregte las sistemi ve rhl sistemi olarak adlandirilan
iki farkli sistem tanimlanmustir. P. aeruginosa suslarinda bulunan QS sistemi Rhill / RhIR
sistemidir.  Sinyal molekiilleri belirli bir yogunluga ulastiginda rhIR geninin
transkripsiyonunu uyarir ve hedef genin aktivasyonu saglanir (54, 55, 56). Ayrica Rhl
sistemi tarafindan tretilen AHL molekiili ile ramnolipid, piyosiyanin, “swimming”
(yiizme), “swarming” (kayma) ve “twitching” (titreme) hareketi gibi virulans faktorlerinin
aretimi uyarilir (49,50, 52). Elastaz, alkalen proteaz, hemolizin, rhamnolipid ve ekzotoksin
A ve biyofilm gibi viriilans faktérleri Quorum-sensing sistemi tarafindan regiile edilir
(38). QS sisteminde kullanilan sinyal molekiilleri {i¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; Agil-
Homoserin Lakton (AHL veya HSL) tiirevleri, kiigiik peptitler, furanosil borat diester’ dir
(58). QS sisteminde kullanilan sinyal molekiilleri tiirden tiire degismektedir. AHL sinyal
molekdilleri gram negatif bakteriler, kiiciik peptit sinyal molekiilleri gram pozitif bakteriler,
furanosil borat diester ise gram negatif veya gram pozitif bakteriler tarafindan
kullanilmaktadir (54, 58). P. aeruginosa’ ya o6zgii olan PQS (2-heptil-3-hidroksi-4-
kinolon) sinyal molekiilii ise higbir gruba dahil degildir (60).

P. aeruginosa disinda Yersinia pestis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis gibi bakterilerle, Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Saccharomyces cerevisiae gibi mantar tiirlerinde gesitli QS sistemleri tanimlanmistir (52,
54).



2.1.4.7. Elastaz

Notrofil kemotaksisini  engelleyip, bakterilerin  yayilimini1 arttirrarak — akut
infeksiyonlarda doku hasarina neden olur (10). Elastini sinerjistik olarak indirgeyen iKi
enzim olan LasA (serin proteaz) ve LasB (¢cinko metalloproteaz), akciger parankim dokusu
ve diger elastin igeren dokulardaki hasarla ve yaygin hemorajik lezyonlarla (ektima

gangrenozum) iliskilidir (19).

2.1.4.8. Alkalin proteaz

Doku hasarina ve infeksiyonun yayilmasina neden olur. Konak bagisik yanitina da
etkilidir (19).

2.1.4.9. Piyosiyanin

Piyosiyanin, fluoresens vermeyen, suda ve kloroformda eriyen fenazin grubundan
mavi-yesil pigment ozelliginde olan kimyasal bir maddedir (63). Piyosiyanin hidrojen
peroksit ve siiperoksit anyonu gibi serbest oksijen radikallerinin tiretimini katalize eder
(14). Akcigerde oksidatif ve notrofil baglantili doku hasarindan ve solunum yollart siliyer
aktivitesinin kesintiye ugramasindan sorumludur (6, 9, 10). Nétrofil aktivasyonunu saglayan

interlokin-8 salinimini da uyarir (19).

2.1.4.10. Piyoverdin

Piyoverdin, fluoresens grupta yer alan suda eriyen, kloroformda erimeyen,
ultraviyole 1s1ginda fluoresens veren, sari-yesil renkte bir pigmenttir (63). Bu pigment, P.
aeruginosa’ nin metabolizmasi i¢in gerekli olan demiri baglayarak viriilansta yer almaktadir
(65).



2.1.4.11. Fosfolipaz C

P. aeruginosa iki ¢esit hemolizin yapar; biri 1siya duyarlh fosfolipaz C olarak
adlandirilan bir protein ve digeri 1s1ya dayanikli bir glikolipittir. Lipit A endotoksini
organizmanin biyolojik etkisini diizenler. Fosfolipaz C, surfaktanin bir bolimii olan
fosfatidilkolini pargalayarak, pulmoner atelektazinin gelismesine neden olurlar (21, 32,
66).

2.1.4.12. Ramnolipid

Deterjan benzeri etkisiyle akciger siirfaktan1 fosfolipidlerini ¢6ziiniir hale getirerek
fosfolipaz C’ nin etki etmesine yardimci olur. Solunum yollarindaki mukosiliyer aktiviteyi
inhibe eder (66).

2.1.4.13. Ekzotoksin A

Ekzotoksin A ise hiicredist bir enzim olup, elongasyon faktor 2” yi (EF2) inaktive
ederek protein sentezini inhibe eder (6). P. aeruginosa’ nin en énemli viriilans faktoridiir.
Protein sentezini nikotinamid adenin dinukleotidin (NAD), ADP riboz pargasinin
elongasyon faktor 2 ile kovalent baglanmasini saglayarak, polipeptit uzatma basamagini
bloke eder. 613 aminoasitten olusan hiicre dis1 bir enzimdir (68). Lokal nekroza ve

enfeksiyonun sistemik yayilmasina neden olur (10).

2.1.4.14. Ekzoenzim S veT

Protein sentezini inhibe eder. Ayrica doku invazyonu ve nekrozu kolaylastirici etkisi
vardir (19).



2.1.4.15. Lokosidin

Notrofil ve lenfosit fonksiyonlarini inhibe eder (14).

2.1.4.16.Enterotoksin

Normal gastrointestinal aktiviteyi bozarak diyareye yol acar (10, 14).

2.2. P. aeruginosa enfeksiyonlar:

P. aeruginosa firsatgi bir patojen olup ¢ogunlukla nozokomiyal enfeksiyon etkeni
olarak goriilmektedir (69).

2.2.1. Solunum sistemi infeksiyonlari

Alt solunum yolu infeksiyonlari g¢ogunlukla konagin lokal solunum ve sistemik
savunmasinda bozukluk oldugunda goriiliir. Notropenik hastalarda, mekanik ventilasyon
destegindeki hastalarda, kistik fibrozisli hastalarin akut alevlenmelerinde gorilir (16, 29,
30, 32, 34). Kistik fibrozis hastalarinin %80’ inden ¢ogu 15-20 yasina kadar P.
aeruginosa’ ya bagh akciger enfeksiyonu gecirirler (9). Otozomal gegisli Kistik fibroz
(KF) hastaliginda, epitel hiicresi membraninda kloriir ve bikarbonat kanalinin diizenleyici
proteini olan CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) protein
uretilmez veya islevsel olmayan bir protein dretilir (87). CFTR iretiminde kayip veya
fonksiyonlarinda bozulma sonucu brons epiteli apikal yiizeyi ve viskoz mukoz tabaka
arasinda bulunan hava yolu yiizey sivisinin tuz konsantrasyonu artararak dehidratasyona ve
dolayh olarak mukosilyer aktivitenin bozulmasina ve mukus tikaglari olusmasina neden
olarak P. aeruginosa kolonizasyonuna yatkinlik saglar (9). Cogunlukla Kistik fibrozlu

hastalardan izole edilen mukoid P. aeruginosa suslarinin polisakkarit kapsiilii vardir (28).
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2.2.2. Bakteriyemi

P. aeruginosa’ ya bagl bakteriyemi, hastanede kazanilan primer gram negatif
bakteriyemiler igcinde dordiincii sikhiktadir. Ektima gangrenosum, Pseudomonas
bakteriyemisinin ayirt ettirici onemli bir 6zelliktir (16, 32, 34, 35).

P. aeruginosa, hematojen yayilim sonucu veya penetre edici travma ile iliskili

komsu bir odagin yayilimi sonucu septik artrit ve osteomiyelite neden olabilir (29, 30).

2.2.3. Merkezi sinir sistemi infeksiyonlar

P. aeruginosa, kanserlilerde Listeria monocytogenes’ den sonra ikinci siklikla
menenjit etkeni iken; E.coli’ den sonra ikinci sikhikta, beyin apsesi etkeni olarak
bulunmustur (16, 32, 34, 36). Beyin cerrahisi, kafa travmasi, intraventrikiiler sant ve BOS
sizintis1 ile komplike menenjit ve beyin apselerine neden olur (29, 30).

2.2.4. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Yanik sonras: gelisen yanik yarasi enfeksiyonlari, ektima gangrenosum, subkutan
nodiiller, sellilit, apse, vezikiiller, pistiiller veya makiilopapiiler lezyonlar, biiller veya
nekrotizan fasiit ve gangren gibi ortaya ¢ikan metastatik odaklar, intravenoz ilag
kullananlarda dogal kapak endokarditi ve prostetik kapak endokarditi P. aeruginosa’ in
neden oldugu baslica enfeksiyonlardir (29, 30). P. aeruginosa, bakteriyel kornea iilseri,
keratit ve endoftalmite sik neden olan etkenlerdendir (32, 34, 35, 37). Ayrica diyabetik
hastalarda kulakta nekrotizan otitis eksterna ve norolojik sekellere yol acarak hayati tehdit
edebilen yiiziici kulagina neden olur (38). Bunlarin disinda P. aeruginosa hastanede
kazanilmis triner Sistem enfeksiyonlari, diyare ve ozellikle bebeklerde oldiriicii nekrozlu
enterokolite neden olabilir (32, 34, 35, 37).

11



2.3. Laboratuvar Tamsi

P. aeruginosa izolasyonunda alinacak ornek, enfeksiyonun yerine gore balgam,
idrar, piy, beyin omurilik sivisi, yanik siiriintiileri vb. olabilir. Laboratuvarlarda triptik soy
agar, koyun kanl agar, ¢ukulata agar, Mueller Hinton agar (MHA) ve Mac Conkey gibi
besiyerlerinde 30-37 °C’ de kolaylikla iireyebilir. Gram negatif comak seklinde goriintiisi,
tiziim benzeri kokusu, yass1 koloni tipi ve pigment olusumu ile kolaylikla ayirt edilmekle
birlikte, oksidaz pozitifligi, tic sekerli demirli besiyerinde fermentasyon yapmamasi, 42
°C’ de treyebilmesi gibi ozellikleri ile tanimlanabilmektedir(70). Konvansiyonel ve
biyokimyasal testlerin yaninda kullanilabilen otomatize sistemler yiiksek oranda dogru

tanimlama yaparak kisa siirede sonug verebilmektedir (70).

2.4. Tedavi

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde pseudomonaslara karsi etkili olan
piperasilin, seftazidim, sefepim, imipenem, meropenem ve aztreonam kullanilmaktadir.
Pseudomonas suslari, ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulanat, 1. ve 2. kusak
sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit ve trimetoprime dogal direnglidir
(71). Tetrasiklinler, makrolidler, rifampin, kloramfenikol, sefiksim, sefpodoksime ise kural
olarak direnglidir (62).

Ureidopenisilinler, karboksipenisilinler, 3. kusak sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar, aminoglikozidler, kinolonlar ve polimiksinler P. aeruginosa suslarina
kars1 etkili antibiyotiklerdir (15). Toplumdan kazanilmis P. aeruginosa izolatlar1 genellikle
antipseudomonal penisilinlere (tikarsilin, piperasilin), aminoglikozidlere (gentamisin,
tobramisin, amikasin), siprofloksasin, sefoperazon, seftazidime, meropeneme ve
imipeneme duyarlidir (62). Florokinolonlar i¢inde en etkili olani siprofloksasindir.
Aminoglikozitler i¢inde, gentamisine direng en yiiksek, amikasine ise en diisiik orandadur.
Tobramisin ise gentamisinden daha etkilidir (72). P.aeruginosa enfeksiyonlarinda en
yaygin kullanilan kombinasyon genellikle sinerjik etki gosteren beta-laktam ve

aminoglikozit kombinasyonudur (73).
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Pnémonilerde florokinolonlar ile beta-laktam antibiyotiklerin kombinasyonu sinerjik
olarak bulunmustur. Karbapenem ve kinolon kombinasyonunun antagonistik etkili de

olabilecegi i¢in bu kombinasyon yapilirken dikkate alinmahdir (74).

2.4.1. Beta-laktam Antibiyotikler

Pseudomonas ve diger nonfermentatif etkenler icin onerilen baslica beta-laktam
antibiyotikler sunlardir piperasilin, seftazidim, aztreonam, sefepim, karbapenemler
piperasilin-tazobaktam, tikarsilin-klavulonik asittir (75,179). Beta-laktam antibiyotikler
baslica 5 grupta toplanabilir:

1. Penisilinler

2. Sefalosporinler

3. Monobaktamlar

4. Karbapenemler

5. Betalaktamaz inhibitérler (klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam)’ dir.

Tim B-laktam antibiyotikler bakteri hiicre duvari sentezinin segici inhibitorleridir ve
bu nedenle ireme fazindaki bakteriye karsi aktiftir. Etkilerini peptidoglikan sentezinde
gorevli transpeptidaz ve karboksipeptidazlar: inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak
gosterirler. lag etkisindeki ilk adim ilacin hiicre reseptorlerine (penisilin baglayici protein;
PBP) baglanmasidir. Farkli reseptorlerin ayni ilaca afinitesi faklidir ve her biri farkl bir etki
yapar. P. aeruginosa’ da enzimatik (penisilinaz, GSBL, sefalosporinaz) ve nonenzimatik
(pompa sistemleri, porin kayb1) mekanizmalar beta-laktam ilaglara direngte rol oynar (76).

2.4.1.1. Penisilinler

Pseudomonaslara etkili penisilinler karbenisilin, tikarsilin, azlosilin, mezlosilin,
piperasilin, beta-laktam inhibitorli penisilinlerdir (179). P. aeruginosa’ da ampisilin,
amoksisilin, amoksisilin-klavunata direng indiiklenebilir kromozomal AmpC j-

laktamazlar ve ¢esitli effluks pompa sistemleri ile meydana gelir (72).
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Ulkemizde yapilan bazi1 ¢alismalarda piperasilin duyarlihig: %56 ile %87.5 arasinda
degismektedir (76,77). Piperasilin-tazobaktam duyarlihgi ise %60 oraninda tespit
edilmistir (78).

2.4.1.2. Sefalosporinler

Penisilinler gibi, duyarli organizmalarin PBP’ lerine baglanarak bakteri hiicre
duvarindaki peptidoglikan sentezini bozarlar. Ugiincii kusak sefalosporinler P. aeruginosa’
ya ¢ok etkilidir. P. aeruginosa’ ya etkili baslica sefalosporinler; seftazidim, sefepim ve
sefoperazondur. Betalaktamazlara dayaniklihgindan ve gram negatif basillerin hiicre
duvarindan kolayca gegebilmelerinden dolay: etki giicleri oldukea iyidir (72, 179). Ugiincii
kusak sefalosporinler, enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu durum, gerek dereprese mutantlarin seleksiyonuna, gerekse GSBL sentezleye
bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olarak tedavide basarisizlik ve mortalite oranlarinda
artisa yol agmaktadir (79). Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalar P. aeruginosa suslarinin
seftazidime duyarliligini %50 civarinda saptamistir (79,80). Sefepim ve seftazidime
duyarliligi sirasiyla %57, %60 duyarl olarak tespit etmistir (77, 80).

2.4.1.3. Monobaktamlar

Bu grubun bilinen en Onemli iiyesi aztreonamdir. Aztreonam diger beta-laktam
antibiyotiklerden yapisinda beta-laktam halkasina ekli bagka bir halka olmamasiyla
ayrilmakta olup, Gram negatif bakterilerin PBP-3 (penisilin baglayan protein-3)’iine
baglanarak hiicre duvart sentezini durdurmaktadir. Aztreonam, yalnizca aerobik gram-
negatif mikroorganizmalara etkilidir. Gram pozitif ve anaeroblara etkisi yoktur.
Aztreonam sefalosporinleri pargalayan betalaktamazlardan etkilenir. Ulkemizde
son vyillarda hastane patojenleri arasinda sefalosporinlere paralel olarak
aztreonama da onemli oranda diren¢ saptanmistir. Metallobetalaktamaz pozitif
olgularda, kolistin veya aztreonam tedavide kullanilabildigi gibi, aztreonam, amikasin ve

seftazidim kombinasyonunun da, etkinligi yiiksek olarak bildirilmektedir (189,190).
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2.4.1.4. Karbapenemler

Karbapenemlerden P. aeruginosa’ ya Kkarsi etkili olanlar imipenem ve
meropenemdir. Meropenem imipenemden daha etkilidir. Ertapenem P. aeruginosa’ ya
kars1 etkisizdir (82, 83). Meropenemin P. aeruginosa’ daki PBP2 ve PBP3’ e Kkars1 yiiksek
afinitesi olmasina karsin, imipenemin afinitesi sadece PBP2’ ye Kkarsidir(83, 84).
Meropenem i¢in asil hedef P.aeruginosa’ daki PBP3’ diir (82, 83, 85).

Cesur ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada imipenem ve meropeneme duyarlilik
oranmi sirasiyla imipenem ve meropeneme duyarlilik oranini sirasiyla %61.7, %51.7 olarak
bulurken (78), Azik ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, P. aeruginosa suslarinin imipenem

ve meropeneme duyarlilik oranmi sirasiyla %92, %87 olarak bulunmustur (77).

2.4.1.5. Betalaktamaz inhibitorler (Klavulonik asit, sulbaktam, tazobaktam)

Betalaktamaz inhibitorleri yapisinda p-laktam halkas: tasiyan ancak tek baslarina
kullanildiklarinda antibakteriyel etkileri olmayan veya zayif antibiyotik etkisi gosteren
kimyasal maddelerdir. Bu inhibitorler, penisilin tiirevini hidrolizden korur (72). P.
aeruginosa’ ya etkili baslica kombinasyon piperasilin-tazobaktam ve tikarsilin-klavulonik
asittir (75, 179).

2.4.2. Aminoglikozitler

Bakteri ribozomlarinin 30 S alt birimine irreversibl baglanarak, ribozomlarda
protein sentezini inhibe eder ve mMRNA’ nin tasidigi genetik kodun yanlis okunmasina
islevsiz bir protein sentezlenmesine neden olurlar (86). P. aeruginosa’ ya etkili baslica
aminoglikozitler; gentamisin, netilmisin tobramisin amikasindir (179). Netilmisin ve
amikasin aminoglikozit modifiye edici enzimlerin ¢oguna direnclidir. Netilmisin P.
aeruginosa’ ya karsi intrensek olarak tobramisin ve gentamisinden daha az etkilidir ve
gentamisine direngli Pseudomonas izolatlarinin ¢ogu genelde netilmisine direnglidir
(72). Gindiiz ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada duyarlilik oranlarin1 amikasin

%96, netilmisin %94, tobramisin %91 ve gentamisin %59 olarak saptamiglardir (89).
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2.4.3. Kinolonlar

Kinolonlar, DNA girazi bloke ederek mikroorganizmanin DNA sentezini inhibe
ederler (90). P. aeruginasa’ ya kars1 en etkili kinolon siprofloksasin olup, ikinci olarak
3. kusak kinolonlardan olan ofloksasindir (75,179).

2.5. Antibiyotik diren¢ mekanizmalari

P. aeruginosa c¢esitli direng mekanizmalariyla antibiyotiklere  direng
gelistirebilmektedir. Kromozomal ve plazmid kaynakli betalaktamazlarin tretimi,
antibiyotik hedeflerinde degisiklik, porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran
gecirgenliginin azalmasi, efluks pompa sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmas: baslica
direng mekanizmalaridir (93). Klinikte en sik karsilasilan direng betalaktamaz enzimleri
araciligiyla olan, beta-laktam antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina Yyol acan
mekanizmadir (12). P. aeruginosa’ lar betalaktamazlar, karbapenemazlar, dis membran
gecirgenliginde azalma ve aktif disa pompalama mekanizmalar1 ile betalaktam
antibiyotiklere direng; aminoglikozit degistirici enzimlerle aminoglikozitlere; DNA giraz
enzim mutasyonlar: ile kinolonlara direng kazanirlar (94). Ayrica P. aeruginosa farkh
kromozomal mutasyonlarla, plazmidler, transpozonlar veya integronlar araciligiyla tasinan
diren¢ genlerinin horizontal kazanimi1 yoluyla direng gelistirebilme yetenegine sahiptir
(72).

2.5.1. Aktif Disa Pompa (Efluks) Sistemi

Efluks pompa sistemi siklikla dis membran gegirgenliginde azalma ile birlikte
calisarak beta-laktam antibiyotikler, florokinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol,
makrolidler, trimetoprim/sulfametoksazol ve aminoglikozidlere direng olusumuna neden
olur (167, 168). P. aeruginosa’ nin efluks pompa sistemi yapisal ve fonksiyonel olarak
birbirine bagimli 3 proteinden olusmaktadir. Enerji bagimli pompa sitoplazmik
membranda (6rnegin; MexB), porin proteini dis membranda (6rnegin; OprM) ve bu ikisi

arasindaki periplazmik aralikta tigtincii bir protein (6rnegin MexA) yer almaktadir (168).
16



Dort major efluks pompa sistemi (MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-Opr]J,
MexEF-OprN) P. aeruginosa’ da antibiyotik direncine neden olur. MexAB-OprM
sisteminde, MexA periplazmik baglayici proteini, MexB sitoplazmik proteini ve OprM ise
dis membran kanalini tanimlar. MexAB-OprM pompalar: intrinsik ¢oklu dirence katkida
bulunmaktadir. MexXY-OprM veya MexCD-OprJ pompalari ise kazanilmis direncle iliskili
bulunmustur (169, 170). Efluks pompa sistemi ¢ogul direng genine sahip fenotipler
olusturur. MexAB-OprM efluks pompa sistemi imipenem hari¢ tiim betalaktamlara ve
kinolonlara direng olusmasinda onemlidir. MexCD-OprJ efluks pompa sistemi 4. kusak
sefalosporinlere direng olusturur. MexEF-OprN aktif pompalama sistemi karbapenemlere
dirence neden olabilir (167, 169, 170, 171).

P. aeruginosa’ da bulunan efluks pompa sistemleri Tablo 2° de gosterilmistir.

2.5.2. Dis Membran Porin Defektleri

Dis membran porin defektleri gram negatif bakterilerde intrinsik (dogal) dirence
neden olur. Dar porin proteinleri nedeniyle etkili bir bariyer olusturarak, hidrofilik
maddelerin ve diisiik akiskanliktaki lipopolisakkaridlerin permeabilitesini ve lipofilik
maddelerin hiicre igine difiizyonunu kisitlar. Bununla birlikte P. aeruginosa gibi son derece
diisik permeabilite gosteren bakterilerde dahi pek ¢ok antibiyotigin periplazmik
konsantrasyonu, dis konsantrasyonun %50’ sine kadar ulasabilmektedir. Bu nedenle dis
membran bariyeri genis intrinsik direnci tek basina agiklayamaz, betalaktamazlarin tretimi

ve efluks pompa sistemi ile kombine bir intrinsik diren¢ s6z konusudur.

P. aeruginosa dis membranindaki asil porin proteini OprF’ dir. Diger yardimci
porin proteinleri OprB, OprC, OprD, OprE seklindedir. P. aeruginosa infeksiyonlarinin
antimikrobiyal ilaglarla tedavisinde OprD porin proteini (eski literatiirlerde OprD2) kaybi
sonucu karbapenem direnci gelismekte olup, imipeneme direng gelisirken meropeneme ise
duyarlilikta azalma gorilmektedir. Bu durum meropenemin farkli kanallardan dis
membrani1 gegebildigini gostermektedir. Ayrica OprD porin proteini kaybina bagli olarak
karbapenem direnci gelisimi sadece kromozomal AmpC tipi betalaktamaz iireten suslarda
goriilmekte olup bu iki diren¢ mekanizmas: arasinda yakin iliski oldugunu
diistindiirmektedir (117, 169).
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2.5.3. Aminoglikozid Direnci

Pseudomonaslarda aminoglikozid direnci ile ilgili ¢esitli direng mekanizmalar:
saptanmistir. En  onemli  mekanizma bakteriyel aminoglikozid fosforiltransferaz,
aminoglikozid  asetiltransferaz,  aminoglikozid  adeniltransferaz ~ enzimleri  ile
aminoglikozidlerin modifikasyonudur. Dis membran permeabilitesindeki degisiklikler ve
aktif efluks pompa sistemi diger 6nemli aminoglikozid direng mekanizmalaridir. Daha
nadir olarak ribozomal hedeflerdeki degisiklikler (16S rRNA’ nin metilasyonu) ve
kromozomal kaynakli aphA gen mutasyonlar: da aminoglikozid direncine neden olmaktadir
(117, 170).

Tablo 2. P. aeruginosa’ da bulunan efluks pompa sistemleri (117)

Sistem Diizenleyici gen  Mutasyon geni Substratlar

MexAB-OprM mexR nalB ve nalC Imipenem harig beta laktam antibiyotikler,
kloramfenikol, eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin,
trimethoprim, sulfonamid, novobiosin, akriflavin,
etidyum bromid, sodyum dodesil siilfat, aromatik
hidrokarbonlar, triklosan, irgasan, homoserin lakton.

- Imipenem harig beta laktam antibiyotikler ,
MexCD OprJ nfxB nfxB kloramfenikol, eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin,

trimethoprim, sulfonamid, novobiosin, akriflavin,
sodyum dodesil siilfat, aromatik hidrokarbonlar,
triklosan.

Kloramfenikol, florokinolonlar, trimethoprim, aromatik
MexEF-OprN mexT nfxC hidrokarbonlar, triklosan.

Aminoglikozidler, karbenisilin, seftazidim ve
imipenem harig beta laktamlar, kloramfenikol,
MexXY-OprM mexZ eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin, novobiosin
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2.5.4. Kinolon Direnci

P. aeruginosa’ da kinolon direncine iki major mekanizma yol agar, ilk mekanizma
enzimler tizerindeki yapisal degisikliklerdir. DNA giraz (Topoizomeraz Il) enzimindeki
aktif bolgeyi kodlayan gyrA/gyrB genlerinde olusan nokta mutasyonlar sonucunda enzimin
A ve B subiinitlerinin aminoasit dizilimleri degiserek, enzimin kinolonlara olan affinitesi
azalr. Kinolonlarin diger hedefi olan topoizomeraz IV enzimini kodlayan parE ve parC
genlerindeki nokta mutasyonlar da dirence yol agmaktadir. ikinci énemli mekanizma aktif
efluks pompa sistemi ile gelisen direngtir. Bu mekanizma ile bakteri florokinolonlarin

yani sira tetrasiklinler, kloramfenikol ve eritromisine de direng gosterir (176, 177).

2.5.5. Betalaktamazlar

Betalaktamazlar penisilinler, sefalosporinler ve benzeri beta-laktam antibiyotikleri
hidrolize ederek bu antibiyotikleri etkisiz hale getirerek direng gelisimine neden olan
enzimlerdir. Bu enzimler beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii
kurup siklik amid bagini pargalayarak bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Betalaktamaz
enzimi indiiklenebilir veya yapisal olabilir. Gram pozitif bakterilerde enzim genellikle
indiiklenebilir iken, gram negatif bakterilerde betalaktamazlarin bir kismi indiiklenebilir, bir
kismi da yapisal oOzelliktedir. Betalaktamaz genleri bakteri plazmidi, kromozomu,
transpozon veya integron gibi taginabilir genetik elemanlar tizerinde bulunabilir (100).

Her gram negatif bakteri tiire 6zgiil olmak iizere genellikle az miktarda kromozomal
betalaktamaz sentezlemektedir (101).

Ik plazmid kokenli betalaktamaz olan TEM-1 1965 te bir E.coli izolatinda
bildirilmistir (102). Penisilinin tedavide kullanilmaya baslamasindan sonra ilk olarak
Staphylococcus aereus’ ta, daha sonra da farkli bakterilerde plazmid kokenli penisilinaza
bagli penisilin direnci saptanmistir (100).

Yapisal olarak PBP’ lere benzeyen betalaktamazlar, hem gram pozitif hem de gram
negatif aerop ve anaerop bakteriler tarafindan sentezlenir. Gram pozitif bakteriler arasinda
betalaktamaz tireten en onemli patojen stafilokoklardir. Anaeroblardan Clostridium ve
Fusobacteriumlarin betalaktamazlari esas olarak penisilini parcalarken Bacteriodesler
tarafindan tretilen betalaktamazlar ise siklikla sefalosporinlere etki eder (103).
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Gram negatif bakterilerde betalaktam direncindeki en 6nemli mekanizma betalaktamaz
uretimidir. Gram negatif bakterilerde betalaktamazlar, dis membran ile sitoplazmik
membran arasindaki periplazmik aralikta bulunurken, gram pozitif bakterilerde dogrudan
hiicre disina salinmaktadir. Bu nedenle gram negatif bakteri tiirlerinde betalaktamazlara
bagl direncte siklikla antibiyotik gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol oynamaktadir
(103).

Betalaktamazlarin ilk siniflandiridimast 1940 yilinda Abraham ve Chain’ in
penisilinaz1 bildirerek yapmuslardir. Bundan sonra Sawai 1968 yilinda enzimleri
penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayirmistir. Richmond ve Sykes ise 1973 yilinda
yaptiklari siniflandirmada o giine kadar bilinen tiim gram negatif bakteri beta-
laktamazlarin1 substrat profillerine goére bes grupta toplamiglardir. 1981 de Mitsuhashi ve
Inoue’ nin yaptigi simflamaya sefuroksimi hidrolize eden betalaktamazlar kategorisi de
eklenmistir (106).

Molekiiler yapr ile ilgili simflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan
yapilmistir. Sinif C sefalosporinazlar 1981 yilinda Jaurin ve Grundstrom tarafindan
tanimlanmistir. Oksasilini hidrolize eden D sinifi enzimler ise 1980° lerin sonunda diger
serin enzimlerden ayrilmigtir. 1980° lerin sonlarina dogru beta-laktam/beta-laktam
inhibitorlerinin yaygm kullanimiyla inhibitér rezistan TEM enzimleri, 1990’ larda
sefamisinlerin kullanimiyla plazmid kaynakli Amp-C tipi enzimler, daha sonra da
karbapenemlerin yaygin kullanimiyla karbapenemazlar ortaya ¢ikmistir (106).

1989’ da Bush tarafindan onerilen gruplamada tiim bakterilerin betalaktamazlar:
yer almistir (105). Betalaktamazlarin siniflandiriimasinda en sik kullanilan siniflama Bush-
Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandirilmasidir. Bush ve arkadaslari substrat 6zgiilligi ve
betalaktamaz inhibitorlerine duyarliliginin temel alindigi fenotipik simiflandirma ile tim
enzimleri smiflandirmis ve Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda antibiyogram ile iliski
kurulabilmesi gibi avantajlar saglamistir (106).

Betalaktamazlarin en yeni simiflandirma semasi1 1995 yilinda Bush, Jacoby ve
Mederios tarafindan biyokimyasal 6zellikleri ve substrat profillerine gore betalaktamazlarin
4 gruba ayirildigr smiflandirmadir. Grup 1’de klavulanik asit ile inhibe olmayan
sefalosporinazlar, grup 2’ de betalaktamaz inhibitorlerine duyarli olan molekiiler stnif A ve
D i¢inde yer alan enzimler, grup 3’ te EDTA disinda betalaktamaz inhibitorlerine duyarl
olmayan metallobetalaktamazlar, Grup 4’ te ise klavulanik asit ile inhibe olmayan
penisilinazlar bulunmaktadir (111).
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Revize edilmis Bush smiflamasi substrat 6zgiilliigiinii ve betalaktamaz
inhibitorlerine duyarliligi esas alan fenotipik bir smiflandirmadr. Bu fenotipik
simiflandirmanin  en biiyiik dezavantaji substrat 6zgilligiinin  ve betalaktamaz
inhibitorlerine duyarliligin nokta mutasyonlar nedeniyle biiyiik oranda degisebilmesidir
(106, 111).

Ambler tarafindan 1980 yilinda yapilan A-D arasi grubu kapsayan niikleotid
dizilerine  gore yapilan betalaktamaz enzimlerinin  molekiiler  smiflandirmasi
mutasyonlardan etkilenmemektedir (96). Bu simiflandirmada A, C ve D sinifi enzimlerin
aktif bolgelerinde serin bulunurken, B smifi enzimler aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarina
gereksinim duyarlar. P. aeruginosa’ da bu dort sinif betalaktamazlarin ¢ogu bulunmaktadir
(106, 111, 117, 118).

Simf A: Penisilinlere karsi oldukca aktifken yine bu grupta yer alan genis
spektrumlu beta-laktamazlarin bazilari karbapenemlere kars1 aktif deg ildir.

Simif B: Aktivite gosterebilmeleri igin ¢inkoya bagl tiyol gruplari gerektiren
metallobetalaktamazlardir.

Simf C: AmpC enzimler olarak da adlandirilan grup sefalosporinazlardan olusan
enzimlerdir.

Simif D: Oksasilini hidroliz eden OXA-tipi enzimleri igceren serin betalaktamazlardir
(118).

Gram negatif bakterilerde betalaktamaz enzimleri kromozom veya plazmid
kontroliinde sentezlenmektedir (121). Kromozoma bagli direng, spontan mutasyonlar
sonucunda bakteri hiicresinde meydana gelen yapisal degisiklikler ile hiicrelerin ilaca
gegirgenliginde degisme ve hiicre iginde ilacin hedefledigi yapilarda degisiklikler olusabilir
(122). Kromozomal kaynakli betalaktamazlar tiim gram negatif bakterilerde bulunmaktadir.
Indiiklenebilir olan ve Bush siniflandirmasinda Grup 1” de yer alan sefalosporinaz aktivitesi
gosteren grup en onemlileridir (106, 111).

Klinikte gozlenen direncin ¢ogundan kromozomdan bagimsiz olarak replike
olabilen plazmidler sorumludur. Direng plazmidleri (R plazmid) farkl: antibiyotiklere karsi
direng genleri duyarl bakterilerilere tasiyarak direncli hale gelmesine neden olurlar. Bu
direngte daha ¢ok antibiyotikleri inaktive eden veya hiicre zar1 permeabilitesini degistiren

enzimler rol oynamaktadir (122).
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Plazmidlerce kodlanan betalaktamazlar dért molekiiler sinifta da yer almaktadir. En
onemlileri gram negatif bakterilerdeki TEM-1,TEM-2 ve SHV-1 enzimleridir. Genis
spektrumlu enzimler olarak adlandirilan bu enzimler molekiiler sinif A fonksiyonel grup
2b’ de yer alirlar. Klavulanik asit ile inhibe olan bu grup ampisilin, karbenisilin, tikarsilin,
sefalotin, sefamandole direng olustururken yeni sefalosporinlere, monobaktamlara ve
sefamisinlere etkisizdirler (125).

1980 li yillarda betalaktamazlara dayanikli genisletilmis spektrumlu sefalosporinlerin
gelistirilmesinden kisa bir siire sonra K. pneumoniae suslarinda plazmid kontroliinde olan
cesitli betalaktamazlar tanimlanmistir. Bu enzimlerin nokta mutasyonlart sonucu 1-2
aminoasit degisikligi ile TEM veya SHV enzimlerinden koken alan bu enzimlere
genislemis spektrumlu betalaktamazlar (GSBL) denilmektedir (106, 125).

Betalaktamaz gruplar1 ve genel ozellikleri tablo 3’ de goriilmektedir.

2.5.5.1. Kromozomal AmpC Tipi Betalaktamaz Enzimleri (indiiklenebilir Beta-
laktamazlar IBL)

IBL’ lerin yapisal genlerine ampC adi verilmektedir ve bunlar ampR denilen
aktivator represor genler (LysR tip transkripsiyonel genler) tarafindan kontrol altinda
tutulur. Bu bolge ampD genlerinin baskilayici etkisi altindadir (106).

Dogal olarak kromozomda AmpC geninde kodlanmis olan bu grup enzimler
Pseudomonaslar disinda Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella, Yersinia ve Hafnia
gibi Enterobacteriaceae’ larda da bulunmaktadir. Bu grup enzimler betalaktamaz
inhibitorleri ile inhibe olmazlar, genellikle oksiminosefalosporinlere (sefotaksim ve
seftriakson) ve sefamisinlere direnclidirler. IBL sentezleyen bakterilerde 10°-10’
sikliginda devamli yiiksek diizeyde enzim sentezleyen dereprese denilen mutantlar
olusmaktachr (106, 127). Dereprese mutantlar IBL sentezleyen bakteri topluluklarinda
zayif indiikleyicilerle tedavi sirasinda ortaya ¢ikabilen labil betalaktamazlardir. 2. kusak, 3.
kusak sefalosporinler, aztreonam, ireidopenisilinler ve karboksipenisilinler zayif
indiikleyicidirler. Deprese mutantlarin seleksiyonunda infeksiyonun yeri, bakteri
yogunlugu, antibiyotigin dagilimi ve kullanilan antibiyotikler 6nemlidir. Karbapenemler
hem indiikleyici hem de dereprese mutantlara etkili oldugu i¢in seleksiyona yol agmaz
(106, 127).
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IBL varhig1 laboratuvardan bildirilmemis olsa da Enterobacter spp, C. freundii,
Serratia spp, P. stuartii, P. rettgeri, Pseudomonas ve Hafnia alvei tiirlerinin bu 6zellikte
oldugu ve antibiyogramlarda yalanci olarak antibiyotiklere duyarli goriilebilecekleri
unutulmamalidir. Bu suslarla gelisen infeksiyonlarda 2. ve 3. kusak sefalosporinler ve
aztreonam’ 1n tek baslarina kullanilmasindan kagmilmalidir. Dereprese betalaktamazlar
sentezleyen ve ayni zamanda dis membran porinleri eksik olan P. aeruginosa suslart vardir.
Bunlar birgok betalaktam antimikrobiyal yaninda karbapenemlere, sefepim ve sefpiroma da
direnglidirler (110).

Indiiklenebilen AmpC tipi betalaktamazi olmayan bakteri tiirlerinde kromozomal
betalaktamazlarin asir1 tiretimi ile olan direng &zelliginin goriilmesi plazmid kaynakli
AmpC tipi betalaktamazi diisiindirmelidir (125).

Karbapenemler IBL sentezleyebilen P. aeruginosa suslarinda indiikleyici etki
yaparlar fakat dereprese mutantlara bakterisidal etkili olduklar: igin seleksiyona yol
acmazlar (134).

Kromozomal AmpC tipi betalaktamazlarin tiretiminden sorumlu birkag gen vardir.
Bunlardan AmpR pozitif transkripsiyonel diizenleyici gen (aktivator-baskilayici) olup esas
indiiksiyondan sorumludur. AmpG geni ise indiiksiyonla ilgili sinyal iiretiminde gorev alan
bir transmembran proteinini kodlar. Ugiincii gen AmpD, indiiksiyonu baskilayici 6zellikte
bir proteini kodlar. Doérdiinci gen AmpE, indiiksiyon icin gerekli bir sitoplazmik
membran proteinini kodlar. AmpC tipi betalaktamazlar normalde diisiik miktarda ekspresse
edilirken, bazi beta-laktam antibiyotikler ile (6zellikle imipenem) karsilastiklarinda
retimleri 100 ile 1000 kat artar. Bu sayede betalaktamaz iiretebilen dereprese mutantlar
seleksiyona  ugrar. P. aeruginosa dogal olarak seftazidime, aztreonama,
karboksipenisilinlere duyarli iken en sik bu mekanizma ile 3. kusak sefalosporinlerin
tiimiine direng kazanabilir (92, 117). Genis spektrumlu sefalosporinlerin veya aztreonamin
IBL sentezledigi bilinen bakteriler ile gelisen infeksiyonlarda monoterapide kullaniimas:
dereprese mutantlarin seleksiyonuna yol agmaktadir. IBL iiretimi laboratuvar tarafindan
belirtilmemis olsa bile, P. aeruginosa izolatlarinin bu 6zellikte oldugu dikkate alinmahdir.
P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisi sirasinda, kullanilan antimikrobiyal ilaca direng
gelisebileceginden bu suslarin  antibiyogramlarinin  3-4 giinlik tedaviden sonra

tekrarlanmasi onerilmektedir (92, 117).
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Kromozomal AmpC betalaktamaz genlerinin plazmidlere aktariimas: ile plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler de ortaya ¢ikmistir. Bu tip enzimler indiiklenebilir
ozelliklerinin olmayis1 ile kromozomal kokenli olanlardan ayrilirlar. Plazmid kokenli
AmpC tipi enzimlerin bir kismi1 kromozomal olanlarla gakismakta ise de ¢ogunlugu
farklidir. Baslica plazmid kokenli AmpC tipi enzimler; BIL-1, CMY-1, CMY-2, CMY-3,
FOX-1, LAT-1, MIR-1 ve MOX-1 olup, bu enzimler Enterobacteriaceae tiyeleri arasinda
yaygindir. Enterobacteriaceae’ dan farkli olarak P. aeruginosa izolatlarinda plazmidle
iliskili ~ sefalosporinazlar bulunamamustir. Ancak plazmidlerce kodlanmis  bazi
sefalosporinaz enzimlerinin Pseudomonal AmpC tipi betalaktamazlarla yapisal benzerligi
dikkat ¢ekicidir (117). Kromozomal betalaktamaz enzimlerinin ¢ogunlugu molekiiler sinif
C’ de yer alir fakat smif A ve smif B iginde de bulunabilirler. Farkl: substratlara olan
etkilerine gore Bush smiflandirmasinda grup 2b, 2be, 2e ve grup 3 igerisinde yer alirlar
(118).

2.5.5.2. Karbenisilini Hidrolize Eden Betalaktamazlar

P. aeruginosa’ da karbenisilini hidrolize eden dort gesit pseudomonas spesifik
enzim tipi tammlanmigtir. Bunlar; PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve
CARB-4. Karboksipenisilinler ve treidopenisilinler bu enzimlerin etkiledikleri
substratlardir. Molekiiler simf A ve fonksiyonel Grup 2c’ de yer alirlar. PSE-1, PSE-4
ve CARB-3 birbirleriyle yakin iligkili enzimlerdir. Ancak bu ti¢ enzim CARB-4 ile sadece
%86.3 oranminda DNA homolojisi gosterirler. Karbenisilinaz iireten suslarin sefepim,
sefpirom ve aztreonama duyarlhiliklar: degisken olup; seftazidim ve karbapenemlere %100
duyarhdirlar (117).
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Tablo 3. Beta-laktamaz gruplar: ve genel 6zellikleri (14).

Beta- Molekiiler
Alt .
laktamaz " sif Substrat Ozellik
grubu grup (Ambler)
Cogunlukla Gram-negatif
) bakterilerdeki kromozomal
1 c Sefalosporinler enzimler (ancak plazmidde de
kodlanabilir) Klavulanik asitle
inhibe olmaz.
Bir¢ogu klavulanik asitle inhibe
2 A, D
olur
2a A Penisilinler Stafilokok ve enterokoklardaki
penisilinazlar
o Cogunlukla Gram-negatif
- Penisilinler bakterilerdeki genis spektrumlu
A . betalaktamazlar (TEM-1, TEM-
Sefalosporinler
SHV-1)
Penisilinler, dar Oksiiminosefalosporin ve
) monobaktamlara direng
ve geni i i
2be A genis olusturan genislemis spektrumlu
spektrumlu betalaktamazlar (GSBL)
Sefalosporinler
- Inhibitorlere direngli TEM (IRT)
2br A Penisilinler betalaktamazlar
2c A
- Karbenisilini hidroliz eden
Penisilinler .
enzimler
2d D Penisilin, Oksasilini hidroliz eden
Klavulanik asit ile az inhibe
oksasilin olurlar.
%6 A Sefalosporinler Klavulanik asit ile inhibe olan
Sefalosporinazlar
Penisilin, Karbapenemleri hidroliz
Sefalosporin eden, aktif bolgede serin igeren ve
2f A P ' klavulanik asit ile inhibe olan
karbapenemler enzimler
3a, Karbapenemler
3 B —_ Metallobetalaktamazlar
3b, 3¢ dabhil bir ¢ok
beta-laktam
4 Penisilinler Diger gruplara girmeyen dizileri belirlenmemis
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2.5.5.3. Genislemis Spektrumlu Betalaktamazlar

Klinik P. aeruginosa izolatlarinda GSBL’ lar, 1990 yilindan sonra saptanmaya
baslamigtir. Enterobacteriaceae ailesinde iyi tamimlanmig olan TEM ve SHV tipi
enzimlerin disinda, P. aeruginosa’ da baska enzimler de tanimlanmistir. Bunlar; PER
(¢ogunlukla Tirkiye’ den), VEB (Giineydogu Asya, Fransa ve Bulgaristan), GES/IBC
(Fransa, Yunanistan ve Giiney Asya) ve BEL enzimleridir. Bu enzimlerin hidrolize edici
etkileri birbirlerine benzer olsa da, genetik diizeydeki benzerlikleri distiktiir (117).

TEM ve SHV tipi GSBL enzimlerine ait genler muhtemelen gen transferi yoluyla
Enterobacteriaceae ailesine iiye bakterilerden, P. aeruginosa’ ya aktarilmistir. P.
aeruginosa icin tam olarak tanmimlanmis ilk GSBL enzimi olan PER-1 Fransa’ da 1991
yilinda bir Tiirk hastanin idrar izolatinda kromozoma kodlanmis olarak bulunmustur. Daha
sonra plazmide kodlanmis PER-1 enzimleri bildirilmis olup, bugiin igin Tirkiye’ deki
nozokomiyal P. aeruginosa suslari arasinda ¢ok yaygindir. Ayrica Belgika, Polonya ve
Italya’ da da bu enzimi iireten suslar bulunmustur. PER-1 klasik GSBL’ ler ile ayn1 substrat
profilini sergilemekle birlikte, betalaktamaz inhibitorleri ve imipenem ile bir dereceye kadar
inhibe edilebilmektedir (117, 134, 137).

VEB-1 ilk olarak 1998’ de Fransa’ da izole edilmistir. VEB enzimlerinin substrat
profilleri de PER enzimleri gibidir (137).

20. yiizy1l sonunda yeni bir enzim olan GES (Guiana extended spectrum) Fransiz
Guiana’ sinda tanimlanmis ve izole edildigi bolgeye gore adlandirilmistir. GES-1 ve GES-
2 enzimleri sirasiyla Fransa, Brezilya ve Giiney Afrika’ da bulunmustur. GES-1 enziminin
pek ¢ok substrata affinitesi distiktiir. Cogu sinif A GSBL’ dan farkli olarak GES-1 ikinci
kusak sefalosporin olan sefoksitine giiglii affinite gosterir. 2000 yilinda bulunan GES-2 ise
GES-1’ den 100 kat daha fazla karbapenemaz aktivitesine sahiptir fakat bu aktivite
molekiiler sinif B’ de yer alan metalloenzimlerin karbapenemaz aktivitesine gore ¢ok daha
diistiktiir. GES enzimlerinin yeni varyantlari olan GES-5, GES-8 ve GES-9’ un aktiviteleri
klavulanik asit, tazobaktam ve imipenemle baskilanabilmektedir (117, 137).

BEL-1 enzimi yakin zamanlarda Belgika’ da bulunmus yeni bir Ambler sinif A
GSBL enzimidir. Genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen bu
enzimin aktivitesi tazobaktam, klavulanik asit, sefoksitin, monobaktam ve imipenemle
baskilanabilmektedir (117).
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Beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogunu hidrolize etmelerinden dolayr GSBL’ ler
tedavide 6nemli bir sorundur. GSBL’ ler sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim,
seftazidim, sefpirom ve sefepim gibi oksimino-sefalosporinleri benzilpenisilinle esit ya da
%10 daha fazla hidrolize edebilen, aktif bolgelerinde serin igeren ve betalaktamaz
inhibitorleri ile inhibe olabilen betalaktamaz enzimleridir (125, 127).

TEM enzimleri igeren GSBL’ ler molekiiler sinif A, fonksiyonel grup 2be ’de yer
alirlar. Bu enzimler penisilinleri, tim sefalosporinleri ve aztreonam: hidrolize ederler,
beta-laktam inhibitorlerine duyarhdirlar. Glinlimiizde sayist 130’ u asmig TEM tiird, 50” yi
askin SHV tiirii betalaktamaz saptanmistir. TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 P.
aeruginosa’ da bulunan GSBL’ lerdir (106).

TEM grubu betalaktamazlar, E. coli ve K. pneumoniae basta olmak iizere E.
aerogenes, M. morganii, P. mirabilis, Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae tyelerinde
stk goriilmektedir. TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 P. aeruginosa’ da bulunan
GSBL’ lerdir (125, 127).

1990’ 11 yillarmin basinda betalaktamaz inhibitérlerine dirence neden olan, inhibitor
rezistan TEM betalaktamaz (IRT) olarak adlandirilan enzimler ilk olarak amoksasilin-
klavulanik asite direngli E. coli’ de bildirilmistir. SVH enzimleri igeren GSBL’ ler
molekiiler stnif A, fonksiyonel grup 2b’ de yer alirlar. SHV grubu enzimler ilk olarak K.
pneumoniae’ da kromozomal olarak saptanmistir. Daha sonra C. diversus, E. coli ve P.
aeruginosa’ da bildirilmistir. Ampisilin, tikarsilin, piperasiline diren¢ olusturmaktadir ve
oksimino sefalosporinlere kars1 aktivitesi yoktur (125, 127).

OXA tiirii GSBL’ ler molekiiler simf D fonksiyonel grup d’ de yer alirlar. Etki
spektrumlar: sefotaksim, sefepim, sefpirom, aztreonam ve monolaktami da kapsar. OXA-
18 hari¢ digerlerinin aktiviteleri betalaktamaz inhibitorleri ile baskilanmaz. Siif D
genislemis spektrumlu oksasilinazlarin ¢ogu Tiirkiye’deki klinik izolatlarda bulunmustur
(1112, 133, 140, 141).

Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve Hacettepe
Universitesi Hastanesi’ nde yatan bir hastadan izole edilen bir pseudomonas susunda
bulunmustur (125, 127, 130, 139).

OXA-11, 14, 15, 16 enzimleri seftazidime dirence yol agar (111,140, 141). OXA-
17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir. OXA-31 sefepime direngli seftazidime duyarlidir
(125, 127, 129, 130, 139).
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OXA-31 ise sefepim direncine neden olur, fakat seftazidime etkisizdir (111,140, 141).
2003 yilinda ABD’ de, MDR bir P. aeruginosa klinik izolatinda yeni bir D sinifi GSBL
olarak OXA-45 enzimi bulunmustur. Bu enzimin substrat profili OXA-18 ile benzer olup,
aktivitesi klavulanik asitle baskilanabilmektedir (139).

OXA-20, OXA-23, OXA-24, OXA-45 karbapenamaz aktivitesi gosterirler. Ancak
GSBL degildirler (125, 127, 130, 139).

Geniglemis spektrumlu oksasilinazlarin ¢ogu plazmid veya integronlardaki genlerde
kodlanmistir. Bu durum direncin kolayca yayilmasina ve bu enzimleri iiretebilen
izolatlarinin prevalansinin artmasina neden olmaktadir (117, 134).

CTX-M grubu enzimler, substrat olarak sefotaksimi tercih eden plazmid aracilikh
GSBL’ lerdir. CTX-M grubu GSBL’ lerde tazobaktamin inhibitér ozelligi diger beta-
laktamaz inhibitorlerine gore daha fazladir (106, 111).

Sinif A GSBL’leri kodlayan genlerin yayilmasi, antibiyotik direncinin yayilmasinda
onemli rol oynayarak; hayati tehdit edebilen P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisindeki
antibiyotik segeneklerini kisitlamaktadir. Bu yayilmada plazmidler ve integronlar énemli
rol oynamaktadir. P. aeruginosa’ daki TEM ve SHV enzimlerini kodlayan genlerin
cogunun plazmid lokalizasyonlar: gésterilmistir. GSBL enzimlerini kodlayan genlerin es
zamanl olarak hem kromozomda hem de plazmidlerde saptanmis olmasi, transpozonlarin
bu gen tagmmasindaki 6nemini gostermektedir (117, 137).

Molekiiler smif A ve fonksiyonel grup 2b’ de yer alan GSBL enzimleri PSE
enzimlerinden farkl: olarak, sadece karboksipenisilinlere ve ireidopenisilinlere degil; ayn:
zamanda genis spektrumlu sefalosporinlere (seftazidim, sefepim, sefpirom) ve aztreonama
da direng gelisimine yol acarlar. Karbapenemlere affiniteleri diistiktiir. Klavulanik asit ve
tazobaktam ile aktiviteleri inhibe edilebilir (111, 134, 137).

BEL-1 enzimi yakin zamanlarda Belgika’ da bulunmus yeni bir Ambler sinif A
GSBL enzimidir. Genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen bu
enzimin aktivitesi tazobaktam, klavulanik asit, sefoksitin, moksolaktam ve imipenemle
baskilanabilmektedir (117).

Son yillarda TEM, SHV, OXA veya CTX-M betalaktamazlardan kéken almamis
yeni GSBL’ ler bulunmustur. Bunlarin ilki plazmid kontroliinde olan PER-1 Tiirkiye’ de P.
aeruginosa’ dan izole edilmistir. Daha sonra A. baumanii’ de, Salmonella spp.’ de izole
edilmistir (131, 138, 142, 143, 144).
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PER-1 enziminin ozelligi, seftazidime ¢ok direngli olmalarina karsin piperasiline
daha az direngli olmalaridir. Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktama duyarlidir. Ayrica
bolgesel agirlikli olmak iizere BES-1, FEC-1, CME-1, TLA-1, PER-2, VEB-1, GES-1 ve
imipenem direncini de tasiyan GES-2 Fransa’ da P. aeruginosa’ da tespit edilmistir (142,
143).

2.5.5.4. Plazmid kaynakli AmpC Betalaktamazlar

Plazmid kaynakli AmpC iiretiminden ampR regulator geninin kaybi sonucu yiiksek
seviyelerde enzim tiretimi sorumlu tutulmustur. Bu enzimler ¢ogunlukla K. pneumoniae, K.
oxytoca, Salmonella spp, P. mirabilis ve E. coli’ de bildirilmistir. AmpC betalaktamazlar
penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar1 inhibe eder. Ayrica dis membran porin
kayb ile karbapenem direncine de yol acar. GSBL’ lerden farkli olarak sefamisinleri de
inhibe etmekte ancak ticari olarak mevcut olan betalaktamaz inhibitorlerinden
etkilenmemektedir. Plazmid kaynakli AmpC betalaktamazlar penisilinler, sefalosporinler

ve monobaktamlara karsi aktivite gosterir (142).

2.5.5.5. Karbapenemazlar

Yapisal olarak bulunan karbapenemazlar 1980 yillarinin baslarinda nonfermantatif
bakteriler ve Aeromonas tiirlerinde saptanmistir. Bu grup karbapenemazlar aktif
bolgelerinde ¢inko igermeleri nedeniyle molekiiler sinif B* de yer alirlar, klinik 6nemleri
heniiz acik degildir. Kazanilmig karbapenemazlar sadece karbapenem direncinden degil,
ayn1 zamanda beta-laktam antimikrobiyallerin direncinden de sorumludur. Molekiiler simnif
B kazanilmis karbapenemazlar Acinetobacter spp, P. aeruginosa ve Enterobacter spp’ de,
molekiiler simif D’ de Acinetobacter spp, sinif A ise Enterobacterler’ de saptanmistir (147,
148, 149). Kromozomal kaynakl veya kazanilmis enzimler olan karbapenemazlar; Ambler
molekiiler siniflandirmasinda A, B ve D siniflarinda yer alirlar. Molekiler simif A
karbapenemaz (KPC-1, KPC-2, KPC-3 ve GES-1, GES-2) enzimleri aktif bolgelerinde serin
icerirler ve aktiviteleri klavulanik asit ile baskilanir (111, 134, 147, 149).
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Molekiiler simif A’ da yer alan karbapenemazlardan SME-1 ve SME-2 S.
marcescens’ den, NMC-A ve IMI-1 E. cloacae’ dan, KPC-1 ve GES-1 K. pneumoniae’
dan izole edilmistir. Karbapenem direncinin yaninda penisilin ve aztreonam direnci de
mevcuttur. En fazla tazobaktam olmak tizere diger beta-laktam inhibit6rlerine duyarlidirlar.
Meropenemden ¢ok imipenem direnci daha belirgindir. Bu direnci tasiyan suslarda
karbapenemazlarin yaninda Amp-C tip betalaktamazlar1 ve TEM-1 tip betalaktamazlar
birlikte sentezleyebilmelerinden dolay: genis spektrumlu bir beta-laktam antibiyotik direnci
olusturabilirler. Molekiiler sinmif D’ de yer alan OXA tipi enzimler oksasilinaz aktivitesi
gosterirler. Acinetobacter izolatlarinda OXA-23,24, 25, 26, 27 tipi, P. aeruginosa’ da OXA-
2, 10, 18, 24 tipi saptanmustir. Bunlar karbapenemaz aktivitesi gosterirler (147, 148, 149).

Molekiiler sinif D karbapenemazlar aktif bolgelerinde sinif A’ da oldugu gibi serin

igerirler, ancak betalaktamaz inhibitorlerine duyarhliklar: daha diistiktiir (111,134).

2.5.5.5.1. Metallobetalaktamazlar

Klinik acidan en onemli karbapenemaz olan ve MBL olarak bilinen bu
karbapenemazlar Ambler simif B veya Bush grup 3’ de yer alirlar. Aztreonam disindaki
tim beta-laktamlar1 hidrolize eden IMP ve VIM metalloenzimleri igerirler. Aminoasid
dizilim homolojisinine gére 4 tip MBL saptanmistir. Bunlar IMP, VIM, SPM ve GIM
tipi MBL’ lerdir. MBL’ ler fonksiyonel olarak 3a, 3b ve 3c alt gruplarina ayrilir. Grup 3a’
da imipenem ve penisilinler giiglii, sefalosporinler zayif hidrolize olur. 3b enzimleri ger¢ek
karbapenemazlardir ¢iinkii karbapenem hidrolizi spesifiktir. 3c enzimleri ise L. Gormanii
ve Stenotrophomonas maltophilia’ da bulunur (147, 148, 149).

IMP, VIM, SPM ve GIM tipi MBL’lar P. aeruginosa’ da tanimlanmistir. IMP-1
(Imipenemase) enzimi Japonya’ da 1992-1994 yillar1 arasinda, karbapenem direngli klinik
P. aeruginosa izolatlarinda gésterilmistir. Onceleri sadece kromozomal olarak kodlandig:
diistiniilen bu enzimin blalMP-1 geninin plazmid ve integrona yerlesik oldugu saptanmis
ve direncin aktarilabilir olmas: nedeniyle kaygilara yol agmistir. 2000-2001 yillar1 arasinda
diger IMP varyantlar1 diinya genelinde ¢esitli gram negatif bakterilerde tanimlanmistir:
blaIMP-7 Kanada’ da (2002 yilinda) ve Singapur’da (2004 yilinda),
blaIMP-9 Cin’de (2006 yilinda),

blaIMP-13 italya’da (2005 yilinda) P. aeruginosa izolatlarinda bulunmustur.
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Brezilya’ da 2004 yilinda bir P. aeruginosa susunda bulunan IMP-16 MBL enzimini
kodlayan gen kromozomda class 1 integronda kodlanmis olup, bu integronda ayni
zamanda aminoglikozid modifiye edici enzimleri kodlayan genlerin de vyer aldig
gosterilmistir. IMP-18 MBL enzimi ise ABD’ de 2006 yilinda izole edilen bir P.
aeruginosa susunda bulunmustur (153, 154, 155, 156, 157, 158, 159).

IMP tipi MBL treten bakteriler ciddi bir tehlike olarak goriilmektedir. IMP-1
enzimini kodlayan blalMP-1 geni pozitif olan P. aeruginosa suslariyla yapilan bir
calismadaki infeksiyona bagli 6liim orani, blaIMP-1 negatif izolatlarin infeksiyonlarina
gore anlamli derecede daha yiiksek olarak bulunmustur (160).

Ik MBL enzimi 1960 yihinda Bacillus cereus’ ta bulunmus, daha sonra italyada
1997 yilinda nozokomiyal P. aeruginosa izolatinda bulunmus olan VIM-1 (Veronese
imipenemase) MBL enzimi kazanilmis MBL olan VIM ailesinin ilk temsilcisidir. Daha
sonra ayni1 enzim italya ve Fransa’da 2004-2005 yillarinda P. aeruginosa izolatlarinda
saptanmistir. blaIMP geni gibi blaVIM-1 geni de class 1 integrondaki gen kasetinde
aminoglikozid direncini kodlayan genlerle birlikte yer almaktadir. VIM-1 enziminin IMP
ailesi ile %30’ dan daha az aminoasit benzerligi olmasina karsin, genislemis spektrumlu
hidrolitik etkisi aynidir.

Farkli metallobetalaktamaz enzimlerinin etki spektrumlarinin benzer olmas: ortak
apfo  katlanti yapisina sahip olmalar: ve aktif bolge yapilarinin siiperpoze olmasindan
kaynaklanmaktadir (161,162). Ayrica aminoasit yapilarinin ¢ok benzer oldugunda bile
enzimin substrata olan ilgisi (Km degeri) degisebilmekte ve etki spektrumlarinda
farkliliklara yol acabilmektedir. Bunun en tipik 6rnegi VIM-1 ve VIM-2 enzimleridir
(161,162). Tim diinyada P. aeruginosa’ da en yaygin olan MBL enzimi VIM-2’ dir. Bu
yayginlik blaVIM-2 geninin lokalizasyonu ile iliskili olup, blaVIM-2 allelinin mobil gen
kasetleri ile tasindigi gosterilmistir. Integrona yerlesmis olan direng genleri yayilim
potansiyeline sahiptir ve class 1 integronlar transpozonlarin yapisinda bulunmustur. Bu
durum integronlara yer degistirme olanag: saglayarak, cesitli bakteri tiirleri arasinda VIM-2
enziminin yayilmasi riskini giindeme getirmektedir. VIM-3 metalloenzimi Tayvan’da 2001
yilinda ilk kez izole edilmis olup, blaVIM-3 kromozomal bir gendir. Bundan sonrada P.
aeruginosa izolatlarinda VIM tipi MBL enzimleri (VIM-4, VIM-5, VIM-7, VIM-8, VIM-11,
VIM-13, VIM-16) bulunmustur ( 117).

P. aeruginosa’ da bulunan MBL enzimleri Tablo 4’ te gosterilmistir.

31



2002 yilinda Brezilya’da plazmide yerlesik blaSPM-1 geni bulunmus olup, bu geni
tasiyan izolatin kolistin disinda gram negatif bakterilere etkili tiim antibiyotiklere direngli
oldugu gosterilmistir. SPM-1 (Sao Paulo MBL) enzimi IMP ve VIM ailesinden anlaml
oranda yapisal farklilik gostermektedir (IMP-1 ile sadece %35’ lik aminoasit homolojisi)
ve blaSPM-1 geni transpozon veya integronlar icinde yer almayip sadece plazmidde
bulunmaktadir (152).

2002 yilinda diger bir MBL enzimi alt siifi olan GIM-1 (German imipenemase)
enzimi Almanya’da bulunmustur. GIM-1 diger ii¢ alt simftan farkli yapisal 6zelliktedir
(%28-43 aminoasit homolojisi). Plazmide veya class 1 integrona yerlesebilen bu enzim
aztreonami ve serin betalaktamaz inhibitdrlerini hidrolize edemez (110).

Genis spektrumlu sefalosporinlerin veya karbapenemlerin yaygin kullanimi MBL
enzimini kodlayan genlerin yayilmasini kolaylastirmaktadir. MBL enzimini kodlayan gen
kasetlerinin bulundugu class 1 integronlarda genellikle aminoglikozid direncini kodlayan
aacA4 geni de bulunmaktadir. Boylece beta-laktam antibiyotiklerin yani sira aminoglikozid
grubu antibiyotiklere direng gelisebilmektedir. Aminoglikozid ve beta-laktam antibiyotikler
icin diren¢ genlerini tasiyan gen kasetleri bir integrondan digerine gegebilir ancak bir
mikroorganizmadan digerine kendi baglarina hareket edemezler. Plazmidler ve

transpozonlar gibi genetik elemanlarin yardimina ihtiyag¢ duyarlar (107, 108, 109, 124).

Genel olarak MBL iireten P. aeruginosa’ lar aztreonam disindaki biitiin beta-laktam
antibiyotiklere direnclidirler. MBL iireten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde bu
antibiyotikler kullanilamaz. Ayrica aminoglikozid direncine neden olan aacA4 geni ile MBL
enzimini kodlayan gen kasetlerinin yan yana bulunmasi: aminoglikozid direncine de neden
olabileceginden MBL pozitif P. aeruginosa’ larin tedavisinde aztreonam disindaki biitiin
beta-laktam antibiyotiklerin ve aminoglikozidlerin tercih edilmemelidir (124). Plazmide
veya class 1 integrona yerlesebilen bu enzim aztreonami ve serin betalaktamaz

inhibitorlerini hidrolize edemez (110).
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Tablo 4. P. aeruginosa’ da bulunan MBL enzimleri (117).

Enzim Cografik yayilhim Kodlayici gen yerlesimi

IMP tipi enzimler Plazmid veya
kromozomlardaki integronlar

IMP-1 Japonya
IMP-7 Singapur
IMP-9 Kanada, Singapur
IMP-13 Cin
IMP-16 italya
IMP-18 Brezilya, ABD
VIM tipi enzimler Plazmid veya
kromozomlardaki integronlar
VIM-1 italya, Fransa, Yunanistan
VIM-2 Fransa, Italya,Yunanistan , ispanya,

Almanya, Portekiz, Polonya, Rusya,

Irlanda, Tiirkiye, Venezuella, Kore,

Japonya, Cin, Suudi Arabistan, Hindistan, ABD,
Kolombiya, Kanada

VIM-3 Taylan

VIM-4 Yunanistan, Macaristan, Polonya, isveg

VIM-5 Tiirkiye

VIM-7 ABD

VIM-8 Kolombiya

VIM-11 Arjantin, italya

VIM-13 ispanya

VIM-15 Bulgaristan

VIM-16 Almanya
SPM-1 Brezilya Plazmid
GIM-1 Almanya Plazmid ve integron

2.6. indiiklenebilir Betalaktamaz Enzimi Tani Yontemleri

2.6.1. Disk indiiksiyon Yéntemi

0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri stispansiyonu Mueller-Hinton agar
besiyeri yayildiktan sonra sefoksitin veya imipenem gibi giiclii bir betalaktamaz
indiikleyicisinin ¢evresine (diskler aras1 20 mm olacak sekilde) zayif indiikleyiciler olarak

aztreonam veya 3. kusak sefalosporin diskleri yerlestirilir.
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Plaklar 37 °C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra zayif indiikleyici disk zon
caplarinin giighi indiikleyiciye bakan kisimlarinda belirgin zon ¢api daralmasinin gériilmesi
(zon capinmn bu kistmda > 4 mm daralmis olmasi) IBL enzimi iiretimini gosterir (96, 97,
115).

2.6.2. indiikleyici Ajanin Besiyerine Eklenmesi

Hazirlanan bakteri siispansiyonu (0.5 McFarland bulanikliginda) Mueller-Hinton
agar besiyeri yiizeyine yayildiktan sonra, aztreonam veya diger zayif indiikleyici 3.
kusak sefalosporin diskleri standart miktarda imipenem iceren ve igermeyen besiyerlerine
yerlestirilir. Plaklar 37 °C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra Imipenem igeren
besiyerindeki inhibisyon ¢apimin imipenem icermeyene kiyasla 3 mm veya daha dar olmasi
IBL enzimi iiretimi pozitif olarak degerlendirilir (95, 96, 97, 115).

2.7. Metallobetalaktamaz Enzimi Tani Yontemleri

MBL iireten suslar monobaktam hari¢ tiim betalaktamlara direnglidirler. CLSI
onerdigi bir tarama testi bulunmamaktadir. MBL aktivitesinin etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ve 2-merkaptopropionik asit (MPA) gibi metal selatorler ile inhibe olma
ozelliklerinden yararlanilarak bu enzimleri erken taniyabilecek tarama amagli basit fenotipik
yontemler gelistirilmistir. Imipenemli veya seftazidimli EDTA veya MPA disklerinin
kullanildig1 Cift Disk Sinerji testi, Hodge-testi, seftazidim veya imipenemli EDTA Kombine
Disk testi, MBL E-test ve imipenemli EDTA kullanilan mikrodiliisyon testidir. Ayrica

dogrulama amacl olarak molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

2.7.1.Modifiye Hodge testi

Hodge ve arkadaslar1 N. gonorhoeae’ de penisilinaz aktivitesinin gosterilmesi igin
Hodge testini kullanmiglardir. Lee ve arkadaglart ise MBL enziminini saptamak igin

Modifiye Hodge testini gelistirmislerdir.
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Bu test penisilinaz tireten N. gonorrhoeae tespitinde kullanilan Hodge testinin MBL
dretimini gostermek igin S. aereus (ATCC 25923) yerine E.coli (ATCC 25922), penisilin
diski yerine ise imipenem diski kullanilmas: ile modifiye edilmistir. Imipeneme duyarh
bir bakterinin MBL iireten bir bakteri ile bir arada bulundugunda imipeneme ragmen
ireyebilmesi esasina dayanmaktadir (98,114). E.coli ATCC 25922 susunun McFarland 0.5
bulanikligindaki siispansiyonu hazirlanarak Mueller-Hinton agar plaginin yiizeyine disk
difizyon yonteminde oldugu gibi ekilir, plagin merkezine IPM diski (10 npg) yerlestirilir.
Test suslar1, bu diskin dort bir kenarindan perifere dogru ¢izgi ekimi seklinde 6ze ile ekilir.
35 °C’ de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibisyon zonunda carpiklik
veya yonca yapragi goriintimii pozitif olarak kabul edilmistir. Yontemi gelistiren Lee ve ark.
Yaptiklar: ¢alismalarda imipenem diskine veya Mueller-Hinton agar besiyerine sirasiyla;
140 pg/ml ve 70 pg/ml ginko siilfat eklenerek testin duyarliliginin artirilabilecegini
saptamuglardir (98, 114).

2.7.2. Cift Disk Sinerji Testleri

MBL saptanmasi ¢aligmalarinda imipenem ve seftazidim disklerinin EDTA, MPA,
merkaptoasetikasit (SMA) emdirilmis disklerle yapilan Cift Disk Sinerji testleri
kullanilmustir. Bunlar;

IMP-EDTA Cift Disk Sinerji testi,

IMP-MPA Cift Disk Sinerji testi,

CAZ-MPA Cift Disk Sinerji testi,

CAZ-SMA Cift Disk Sinerji testi,

IMP-EDTA-SMA Cift Disk Sinerji testidir.

Bu tarama testinde; test edilecek seftazidime direncli P. aeruginosa izolatinda MBL
uretimini saptayabilmek icin seftazidim diski etrafindaki inhibisyon zonu ile MPA veya
SMA arasinda olusacak sinerjinin arastirilmas: esastir. MBL inhibitori olarak CuCl,
100 mM (5ul); FeCl, 100 mM (5ul); EDTA, 100 mM (5ul); tiyol bilesikleri (2-
merkaptopropionik asit, merkaptoasetik asit, merkaptoetanol) diliic edilmeden (2-3ul)
kullanilmig ve en iyi sonuglar 2-merkaptopropionik asit ile elde edilmistir (91).
Imipeneme direncli suslar ile yapilan Cift Disk Sinerji testlerinde seftazidime direngli olan
suslar ile yapilanlara gore daha iyi sonuglar alinmistir (91, 98, 113, 114, 174).
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Agir metallerle yapilan testlerde de inhibitdr zonlarinda genisleme olmustur, ancak

PCR ile yapilan testler MBL varligin1 dogrulamamustir ( 91).

2.7.3. Kombine Disk Testi

Test suglart CLSI” nin 6nerdigi disk diflizyon yonteminde oldugu gibi Mueller-
Hinton agar plagmin yiizeyine ekilir. Plaga ikiser adet IPM (10 pg) diski yerlestirilir,
disklerin birer tanesine 10 ul 0.5 M EDTA soliisyonu eklenerek kombine diskler (10 ug)
olusturulur. 35 °C’ de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra zon ¢aplar1 dlgiiliir, IPM diski ve
bu disklerin EDTA ile kombine edildigi disklerin etrafindaki zon ¢aplari arasindaki fark her
bir sus i¢in kaydedilir. EDTA’ 1 diskin ¢evresindeki inhibisyon zon ¢api, EDTA’ siz disk
zon ¢apindan en az 7 mm veya daha biiylikse sonug pozitif olarak kabul edilmistir (113).

2.7.4. MBL E Test YOontemi

IMP ya da CAZ’ e, EDTA ya da 2-MPA eklenerek E-test stripleri gelistirilmistir.
Walsh ve ark.” nin ¢alismasinda MHA’ a CLSI 6nerdigi sekilde test edilecek bakteri ekimi
yapilir. Plaklar kuruduktan sonra E-test stripleri yerlestirilir. 35 °C’ de inkiibe edilir ve 16-
18 saat sonra IMP icin bulunan MiK degeri, IMP/EDTA igin bulunan MIK degerine
oranland:. Uretici firmanin &nerilerine gore > 3 diliisyonluk ( > 8 kat) fark saptanan
izolatlar MBL pozitif olarak degerlendirildi. P. aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol
olarak kullanilir (112).

2.7.5. Molekiiler Yontemler

Bakterinin MBL geni tasiyip tasimadigint molekiiler yontemlerden Polymerase
Chain Reaction (PCR), Multilocus Sequence Typing (MLST), Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) yontemleri ile MBL enzimi ve gen tipini saptamak miimkiindiir
(114).
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3. MATERYAL ve METOD

2009-2013 tarihleri arasindaki dort yillik siire icerisinde Harran Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari® na gonderilen gesitli klinik
orneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlar1 ¢alisma kapsammna alindi. Hastalarin
ayn1 donemde birden fazla kiiltiir 6rneklerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlarindan
yalnizca bir tanesi ¢alismaya dahil edildi. Ayni hastaya ait tekrarlayan ornekler ¢alisma
kapsami diginda tutuldu.

Istatistiksel analiz, hastanin yasi, numune tipi ve kliniklere gore dagilimi ¢oklu
gruplar arasinda Oneway Anova, tekli gruplar arasinda ise Student T Testi ve Pearson
Corelasyon testi uygulanarak belirlendi. Antibiyotik duyarhlik testleri CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute. January 2013) yorumlama kriterlerine gore degerlendirildi.
Antibiyotik duyarlilik sonuglarina ait elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS
(SPSS Incorporated, Chicago) programinda Ki-kare testi kullanilarak yapild.

Antibiyotik disk difiizyon testlerinde imipenem 10ug (IMP), meropenem 10ug
(MEM), aztreonam 30ug (ATM), seftazidim 30ug (CAZ), sefepim 30ug (FEP), gentamisin
10png (CN), amikasin 30pg (AK), tobramisin 30ug (TOB), netilmisin 30ug (NET),
siprofloksasin 5ug (CIP), piperasilin 100ug (PRL), piperasilin/tazobaktam 110ug (TZP),
sefoperazon/sulbaktam 105 pg (SCF) antibiyotik diskleri kullanildi (OXOID, Hampshire,
England). izolatlar klasik yontemlerle identifiye edildi. Nonfermentatif, oksidaz pozitif,
aerop, hareketli, Blood Agar ve Eosin Methylene Blue Agar (Oxoid, Hampshire, England)
besiyerinde 37 °C ve 42 °C’ de iireyen, +4 °C’ de iiremeyen, karakteristik kokusu olan ve
mavi-yesil pigment yapan suslar P. aeruginosa olarak degerlendirildi. Calisma giiniine
kadar izolatlar Tryptic Soy Broth saklama besiyerlerine alinarak -70 °C’ de stokland.

Calismada kontrol suslar1 olarak P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC
25922 kullanildi. Antibiyotik disk difiizyon testleri ve IBL tespiti, imipenem ve
meropenem E test (OXOID, United Kingdtom) Modifiye Hodge testi, IPM/EDTA
Kombine Disk testi ve MBL E test (BIOMERIEUX Fransa) yontemlerinde MHA plaklar:
kullanild:.

Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in 0.5 McFarland’a gore hazirlanmis bakteri
stispansiyonlarinin ekimi MHA (Mueller-Hinton agar) tizerine yapildi.
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Mueller-Hinton agar (OXOID, Hampshire, England) besiyeri hazirlamak icin toz
halindeki ticari besiyerinden 38 g tartilarak 1000 ml’ lik deiyonize su igerisinde ¢o6ziildii.
Sicak su banyosu igerisinde 60 °C’ de eritildikten sonra, 1 atmosfer basing altinda 121
°C’ de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Besiyerinin 1s1s1 50 °C’ ye diisiince, 90 mm ¢aph
steril petri kutularina 4 mm kalinhginda olacak sekilde dokiildi. MHA plaklart her bir
caligma giinii igin taze olarak hazirlandi. Antimikrobiyal duyarlilik testi igin daha énce -70
°C’ de stoklanmis olan P. aeruginosa izolatlar1 Blood Agar (Kanli agar), Eosin Metilen
Blue (EMB) agar besiyerlerine pasajlanarak etiivde bir gece 35 °C’ de inkiibasyona
birakildi. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra saf olarak tiremis olan P. aeruginosa
kolonilerinden 0.5 McFarland’ a gore hazirlanmig bakteri siispansiyonlarinin ekimi MHA
uizerine yapildi. 15 dakikalik siire igerisinde antibiyotik diskleri 20 mm araliklarla plaklara
yerlestirildi. Plaklar 35 °C’ lik etiivde 18-20 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute. January 2013) yorumlama
kriterlerine gore degerlendirildi (183). Disk difiizyon testi sonuglarina goére imipenem
ve/veya meropeneme direngli ya da orta derecede duyarl olarak bulunan izolatlarda E test
yontemi ile MIiK degeri belirlenerek (MIK degeri 4 g/ml duyarh, 8 g/ml orta derecede
duyarly, 16 g/ml direngli) karbapenem direnci dogrulandi. 0,02-32 pg/ml imipenem (IP) ve
0,02-32 pg/ml meropenem (MP) igeren E test seritleri (OXOID, United Kingtom)
kullanildi. E test iretici firmanin onerilerine gore galisildi. Kanli agar plaklarinda tiremis
olan taze P. aeruginosa Kkiiltirlerinden 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanarak MHA plagina ekildi. 15 dakikalik siire igerisinde imipenem
ve meropenem E test seritleri plaklara yerlestirildi ve 35 °C’ lik etiivde 18-20 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda E test seritleri iiretici firmamn onerileri
dogrultusunda degerlendirilerek imipenem ve meropenem MIK degerleri belirlendi.

IBL iiretimi, disk indiiksiyon yontemi ile tespit edildi. MHA plaginda IBL
aktivitesini belirlemek icin disk merkezleri aras1 uzaklik 20 mm olacak sekilde, petriye
seftazidim ve aztreonam disklerinin ortasina imipenem diski yerlestirildi. 35 °C’ lik
etiivde 18-20 saat inkiibasyondan sonra MHA plagindaki seftazidim ve aztreonam
disklerine ait inhibisyon zon c¢aplarinin imipenem ve meropenem diskine bakan
kisimlarindaki daralma ( > 4 mm) IBL iiretimi pozitif olarak degerlendirildi. Her bir izolat
icin imipeneme gore IBL pozitifligi degerlendirildi. Negatif kontrol olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 susu kullanild: (115, 116).
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MBL iretimi; Modifiye Hodge testi, IMP/EDTA Kombine Disk testi ve IP/IPI E
MBL E test (BIOMERIEUX France) test ile degerlendirildi.

Modifiye Hodge testi igcin MHA iizerine bir gece inkiibasyona birakilmis olan E.
coli ATCC 25922 susunun 0.5 McFarland’ a gore hazirlanmis siispansiyonun ekimi yapildi.
Plak kuruduktan sonra merkeze IMP diski yerlestirildi. E test ile imipenem ve/veya
meropenem MIK degerleri belirlenerek, direncli P. aeruginosa izolatlarmin ekimi karsilikl
olacak sekilde, merkezden perifere dogrusal olarak yapildi. 35 °C’ de 16-18 saat inkiibe
edildikten sonra imipenem diski inhibisyon capinda goriilen yonca yapragi seklindeki
bozulma MBL iretimi pozitif olarak degerlendirildi. P. aeruginosa ATCC 27853 negatif
kontrol olarak kullanildi (114).

IPM/EDTA Kombine Disk testinde MBL enzim inhibitorii olarak EDTA kullanild:.
IMP/EDTA Kombine Disk testi i¢in; 18,61g disodium EDTA.H20 tozu (MERCK,
Darmstadt, Almanya) 100 ml’ lik steril distile suda ¢oziilerek, pH 8.0’ e ayarlandi, +4°C’
de muhafaza edildi. MHA plag: tizerine P. aeruginosa izolatlarinin ekimi yapildi. Plagin bir
yarisina 25 mm aralikla iki adet IMP diski yerlestirildi. Bir tanesinin iizerine daha 6nceden
hazirlanmis olan 0,5 M EDTA solisyonundan 10ul pipetle damlatilarak diskin
soliisyonu absorbe etmesi saglandi. 35 °C’ deki etiivde 18 saatlik inkiibasyon sonrasinda
IMP/EDTA diski etrafindaki inhibisyon zon ¢apinin, IMP diski etrafindaki inhibisyon zon
¢apindan > 7 mm olmas1 MBL pozitif olarak degerlendirildi. P. aeruginosa ATCC 27853
negatif kontrol olarak kullanild1 (113).

MBL E testi, bir tarafinda 4-256 ug/ml imipenem (IP), diger tarafinda ise sabit
konsantrasyonda EDTA ile birlikte 1-64 pg/ml imipenem (IP1) igceren MBL E test seritleri
(IP/IP1 E test) seritleri kullanildi. P. aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiirlerinden 0,5
McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanarak, CLSI 6nerilerine gore MHA plaklarina
ekildi. IP/IPI E test seritleri plaklara yerlestirildi. 35 °C’ deki etiivde 18 saatlik inkiibasyon
sonrasinda IMP igin bulunan MIK degeri, IMP/EDTA igin bulunan MIK degerine
oranlandi. IP/IPI E testinin imipenem + EDTA kisminda imipenem konsantrasyonu giderek
azalirken EDTA konsantrasyonu (4 g/mL) sabittir. Uretici firmanin onerilerine gore IMP
icin bulunan MiK degeri, IMP/EDTA icin bulunan MiK degerine oranlandi. Buna gore
MIK degeri dogrudan strip iizerinde ng/ml degeri olarak inhibisyon sonunun bittigi noktada
okunmaktadir. iki reaktif tarafinda elde edilen > 8 MIiK orani veya fantom zonu veya
heriki elipsdeki deformasyon saptanan izolatlar MBL pozitif olarak degerlendirildi. P.

aeruginosa ATCC 27853 negatif kontrol olarak kullanild: (112, 174).
39



4. BULGULAR

4.1. Epidemiyolojik Bilgiler

Harran Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ de 2009-2013
yillar1 arasinda ¢esitli kliniklerden ve servislerden mikrobiyoloji laboratuarina gonderilen ve
P. aeruginosa izole edilen toplam 100 izolat ¢aligmaya alinmistir.

Izolatlarin klinik drneklere gore dagilimlar: incelendiginde P. aeruginosa izolatlari
en sik (%30) yogun bakim tinitesinden izole edilmistir. Bu izolatlarin %26.72 idrar , %19.8
trakeal aspirat, %18.8 balgam, %14.9 yara, %5.9 kan, %S5 siiriintii, %4 bogaz, %3
aspirasyon mayi, %2 BOS olarak belirlenmistir. Bu materyallerin ¢ogunlugu yogun bakim
iinitesinden olmak tizere ¢esitli servislerden gonderilmistir.

[zolatlarin klinik &rneklere gore dagilimlar: Tablo 5° te gosterilmistir.

Tablo 5. P. aeruginosa ’ nin izole edildigi klinik 6rneklerin dagilim

Ornek tipi n %
Trakea 20 19.8
Balgam 19 18.8
Idrar 27 26.7
Bogaz 4 4.0
Kan 6 5.9
Yara 15 14.9
BOS 2 2.0
Aspirasyon mayi 3 3.0
Siirtintii 5 5.0
Total 100 100.0

P. aeruginosa izolatlarinin 51° i1 kadin, 49’ u erkek olmak iizere ¢alisilmistir. Bu
hastalarin yaglar1 1-87 arasinda olup yas ortalamasi 35+2.8 olarak saptanmistir. P.
aeruginosa izolatlarinin tiretildigi hastalar yaglarina gore siiflandirildiginda; 0-5 yas, 5-14
yas ve 14-50 yas ve 50 yas ve tizeri olarak 4 gruba ayrilmistir. Buna gore P. aeruginosa
izolatlarmin goriilme sikligi 0-14 yas arast c¢ocuklarda %38 olarak en fazla oranda

bulunmustur (Tablo 6).
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P. aeruginosa izolatlarin klinikler arasi sikliginin degerlendirildigi ¢alismamizda P.
aeruginosa izolatlar1 en sik (%30) yogun bakim iinitesinden izole edilmistir. izolatlarin

izole edildigi kliniklere gore dagilim: Sekil 1° de goriilmektedir.

35
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

N I I I

O I T T T T T T T . T . -

. . . . . . AN " A\
(’Q/A &c\ s & s & (’zc\ ¥ & y & R $ .\Qo Q:Qo Q\'b@
'S{'\@ & o\o\\ ‘(@c}- \{_{\’\\ é,;,(\\ oS* & &o\o\ & <0
N Qbo N P (\bo \& & ‘\(o'b
JQ\’} Q .-o(’o Q QQ/ 6®
L % &

Sekil 1. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildigi kliniklere gore dagilim:

Yogun bakim hastalarinin %46.7” si 50 yas ve {izeri hastalardan olusurken, tiroloji
poliklinigi ve servisi hastalarinin % 64’ {inii 5-50 yas arasi hastalar, gogiis hastaliklar
servisinin % 56.3” {inii 14-50 yas ve % 43’ inii 50 yas ve {izeri hastalar olusturmaktadir.
Hastalarin yaglar1 ile servislere ve kliniklere dagilimi arasindaki iligki incelenmis olup
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna gore; cocuk servisi hastalar1 ile
sadece iiroloji servisi hastalarinin yaslar1 arasinda yakinlik varken, diger boliimlerin hastalari
ile yas dagilimlar1 belirgin farkliik gostermistir. Uroloji poliklinigi hastalari ile endokrin
poliklinigi, enfeksiyon poliklinigi, goglis hastaliklar1 servisi ve ortopedi poliklinigi
hastalarinin yas dagilimlar1 belirgin farklilik gostermektedir. P. aeruginosa suslarinin izole

edildigi hastalarin yas aralig1 Tablo 6’ da verilmistir.
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Tablo 6. P. aeruginosa suslarinin izole edildigi hastalarin yas araligi (%)

0-5 yas 5-14 yas 14-50 yas 50 yas ve iizeri

Yogun bakim S.  36.7 6.7 10 46.7
Uroloji S, P. 28.6 42.9 21.4 7.1
Endokrin S. 0 16.7 33.3 50
Gogiis S. 0 0 56.3 43.8
DermatolojiP. 0 0 100 0
KBB P. 0 0 100 0
Cocuk S. 75 25 0 0
GenelCerrahi S. 33.3 0 50 16.7
Ortopedi S. 0 0 50 50
EnfeksiyonS. 0 0 57.1 42.9

(S:Servis, P:poliklinik)

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi Sonug¢lan

Antibiyotik duyarlilik testlerinin CLSI (2013) kriterlerine gore belirlenmistir.
Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarma gore P. aeruginosa izolatlarimin %58 i
caligilan tiim antipseudomonal ilaglara duyarli iken; seftazidime %7, sefoperazon-
sulbaktama %8, sefepime %13, piperasiline %14, piperasilin-tazobaktama %12, imipeneme
%9, meropeneme %11, aztreonama %8, amikasine %8, gentamisine %13, tobramisine %12,

netilmisine %19, siprofloksasine %10 oraninda direng saptanmustir.
P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotiklere duyarliligi Tablo 7’ de gdsterilmistir.

Kolistin ile beta-laktam antibiyotiklerden imipenem, meropenem, seftazidim,
sefepim, sefoperazon-sulbaktam ve piperasilinlerin direng oranlar1 arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Yine beta-laktam antibiyotiklerin kendi i¢indeki direng

oranlar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Calisilan 100 P. aeruginosa izolatinin antimikrobiyallere duyarliligi Tablo 6’ da

gosterilmistir.
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Imipenem ve meropenem icin bulunan direng oranlarindaki farklilik istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Yine amikoglikozitler igin bakildiginda; amikasin,
tobramisin, gentamisin ve netilmisin igin bulunan oranlarindaki farklilik istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 7. 100 P. aeruginosa izolatinin antimikrobiyallere duyarlilig

Antibiyotik Duyarh Direngli

Say1 (%) Say1 (%)
imipenem 91  (91) 9 )
Meropenem 89 (89) 11 (11)
Aztreonam 92 (92) 8 8)
Seftazidim 93 (93) 7 @)
Sefoperazon-sulbaktam 92 (92) 8 (8)
Sefepim 87 (87) 13 (13)
Piperasilin-tazobaktam 88 (88) 12 (12)
Piperasilin 86 (86) 14 (14)
Amikasin 92 (92) 8 (8)
Tobramisin 88 (88) 12 (12)
Gentamisin 87 (87) 13 (13)
Netilmisin 81 (81) 19 (29)
Siprofloksasin 90 (90) 10 (10)
Kolistin 100 (100) 0 0)
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P. aeruginosa izolatlarinda duyarlilik oran1 %100 olan kolistin en etkin antibiyotik
olarak goriilmiistiir. Kolistin disinda en az direng seftazidimde belirlenirken bunu amikasin,
sefoperazon-sulbaktamin ve aztreonamin izledigi belirlenmistir. izolatlarin %8’ inin en az ii¢
antipseudomonal ilag grubuna direngli (MDR) oldugu saptanmistir. Coklu ilag direngli bu 8
izolatin 2’ sinde MBL enzim iiretimi saptanmistir. MBL enzim iiretiminin oranmin ¢oklu

ilag direnci gosteren bakterilerde daha yiiksek oldugu saptanmistir.

100 P. aeruginosa izolatinin 9’ unda disk difiizyon metodu ile karbapenem direnci
saptanmis ve bu direng, imipenem ve meropenem E test ile dogrulandi. Imipenem E test
ile izolatlarin 7 si direngli (MIK >16 ug/ml), 2 si orta derecede direncli (MIK: 8-12 pg/ml)
olarak bulundu. Orta derecede direnc belirlenen ve gére MIK >8 pg/ml olan bu 2 izolat

CLSI (2013) standartlarina gére imipenem direngli olarak kabul edilmistir.

Karbapenemlere direngli 9 P. aeruginosa izolatin 3’ i trakeal aspirat, 2’ si balgam,
2’ si idrar, 1’ 1 bogaz ve 1’ i yaradan izole edilmistir. Karbapenemlere direngli 9 P.
aeruginosa izolatinin izole edildikleri klinik 6rneklere ve servislere dagilimlar: Tablo 8 ve

Tablo 9’ da gosterilmistir.

Tablo 8. Karbapenemlere direngli 9 P. aeruginosa izolatinin 6rnek tipine gore dagilimi

Ornek Say1 (%)

Trakeal aspirat 3 (33.4)
Balgam 2 (22.2)
Idrar 2 (22.2)
Bogaz 1 (11.2)
Yara 1 (11.2)
Toplam 9 (100)
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Tablo 9. Karbapenemlere direngli 9 P. aeruginosa izolatinin kliniklere gore dagilimi

Ornek Say1 (%)

Pediatri Yogun Bakim 3 (33.4)
Yogun Bakim 2 (22.2)
Uroloji Servisi 1 (11.1)
Endokrin Servisi 1 (11.2)
Gogiis Hastaliklar1 Servisi 1 (11.1)
Cocuk Cerrahi Servisi 1 (11.2)
Toplam 9 (100)

Karbapenemlere direngli
duyarhliklar1 Tablo 10’ da gosterilmistir.

Tablo 10. Karbapenemlere direngli 9 P. aeruginosa izolatinin

karbapenem dis1 antibiyotiklere duyarlilig:

dokuz P. aeruginosa

izolatinin  diger antibiyotiklere

Antibiyotik Z:;’?r(';/o) D";:;"(%)
Seftazidim 6 (66.7) 3(33.3)
Sefepim 3 (33.3) 6 (66.7)
Aztreonam 4 (44.4) 5 (55.6)
Piperasilin 3 (33.3) 6 (66.7)
Piperasilin/tazobaktam 4 (44.4) 5 (55.6)
Amikasin 5 (55.6) 4 (44.4)
Gentamisin 4 (44.4) 5 (55.6)
Tobramisin 1 (11.1) 8 (88.9)
Netilmisin 1 (11.1) 8 (88.9)
Siprofloksasin 3 (33.3) 6 (66.7)
Sefoperazon/sulbaktam 4 (44.4) 5 (55.6)
Kolistin 9 (100) 0 (0)
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4.3. Disk indiiksiyon Testi Sonuglari

P.aeruginosa izolatlarinda IBL iiretimi disk indiiksiyon ydntemiyle arastirilmustir.

Izolatlarin %86’ s1 IBL pozitif, %14 *ii IBL negatif olarak saptanmistir (Resim 1, 2).

Resim 1. IBL pozitif P. aeruginosa izolati

Izole edilen P. aeruginosa suslarmin renk orani sirastyla yesil, mavi ve sar1 igin %74,
%20 ve %6 olarak bulunmustur. IBL pozitifligi ile renk arasindaki iliski arastirildiginda
anlamli bulunmus olup (p<0.05), IBL iireten P. aeruginosa izolatlarinda yesil renkli pigment
oran1 %68.9, IBL iiretmeyen P. aeruginosa izolatlarinda yesil renkli pigment orani ise
%31.1 olarak saptanmistir. Ayrica karbapenem direngli izolatlarin ¢ogunun yesil renkli

pigment iirettigi saptanmistir.

4.4. MBL E Test, Kombine Disk Testi ve Modifiye Hodge Testi Sonuglan

P.aeruginosa izolatlarinda MBL iiretimi tig farkli fenotipik yontemle arastirilmistir.
MBL E testi ile karbapenem direngli 9 izolattan 2 izolatta MBL iiretimi pozitif, 7 izolatta
MBL iiretimi negatif olarak saptanmustir (Resim 3, 4).
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Resim 3. MBL E testi ile MBL pozitifligi

MBL E testi ile MBL pozitif belirlenen 2 izolat, Kombine Disk testi ile de pozitif
olarak saptandi. MBL E testi ile MBL negatif belirlenen 7 izolat, Kombine Disk testi ile de
negatif olarak saptanmistir (Resim 5, 6).
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Resim 4. MBL E testi ile MBL negatifligi

Kombine Disk testi ile MBL iretimi pozitif saptanan 2 izolatin IPM/EDTA ve IMP
diski inhibisyon zon c¢aplar1 arasindaki fark; birinci izolatta 19 mm iken ikinci izolatta 8

mm olarak Sl¢iilmustiir (Tablo 11).

Kombine Disk testi ile MBL negatif belirlenen 7 izolatta inhibisyon zon c¢aplari

arasindaki farkin 1-6 mm arasinda degistigi saptanmustir.

Tablo 11. MBL E test ve Kombine Disk testi ile MBL pozitif bulunan iki P. aeruginosa izolatimn test
sonuglar

MBL E test (MiK) MBL Kombine Disk testi(zon ¢api)
IMP IMP/EDTA IMP IMP/EDTA
1 nolu MBLpozitif izolat 12 pg/ml 1 ug/mi 9mm 28mm
2 nolu MBLpozitif izolat 9 ug/ml 1 ug/mi 11mm 19 mm
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Modifiye Hodge testi ile karbapenem direngli 9 izolattan 1°i MBL pozitif, 8’i MBL
negatif olarak saptanmistir (Resim 7, 8). Her ii¢ testle MBL pozitif saptanan 1 izolat ile
MBL E test ve Kombine Disk testi ile MBL pozitif saptanan 1 izolat, MBL iireten izolatlar

olarak kabul edilmistir.

<N

Resim 5. Kombine Disk testi ile MBL pozitifligi.

Resim 6. Kombine Disk testi ile MBL negatifligi
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Resim 7. Modifiye Hodge testi ile MBL pozitifligi

Resim 8. Modifiye Hodge testi ile MBL negatifligi
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Karbapenemlere direncli P. aeruginosa izolatlar1 igerisinde, MBL pozitif izolatlarin
oran1 %22.2 olarak belirlenirken, tiim izolatlar icinde MBL orani1 %2 olarak belirlenmistir.

MBL enzimini saptamada kullanilan ti¢ fenotipik yontemin sonuglari Tablo 12’ de
gosterilmistir.

MBL E Test, Kombine Disk Testi ve Modifiye Hodge testlerinin birbirleriyle uyumu

asagidaki formiile gore hesaplanmastir.

Uyum (%) : a+b/c x100

a: Her iki test ile pozitif sonug veren izolat sayisi: 1
b: Her iki test ile negatif sonug veren izolat sayisi: 7

c: Toplam izolat sayisi: 9

Buna gore; MBL E test ile Kombine Disk testi birbiriyle uyumu %2100,
MBL E testi ile Modifiye Hodge testinin birbirleriyle uyumu 9%88.8,
IMP/EDTA Kombine Disk testi ile Modifiye Hodge testinin birbirleriyle uyumu %388.8

olarak belirlenmistir.

Tablo 12. Karbapenemlere direngli 9 P. aeruginosa izolatinda ve standart susta fenotipik testlerle MBL
tespit sonuglar

Fenotipik Yontemler
Modifiye Hodge testi (%) Kombine Disk testi (%) E test (%0)

Pozitif 1(%11.1) 2 (%22.2) 2 (%22.2)
Negatif 8 (%88.9) 7 (%77.7) 7 (%77.7)
P. aeruginosa ATCC Negatif Negatif Negatif

27853 (Negatif kontrol)
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MBL pozitif 2 izolatin karbapenem disindaki antibiyotiklere duyarliliklar1 Tablo 13’

te gosterilmistir. Buna gore MBL pozitif 1. izolat sefepim, piperasilin/tazobaktam,

gentamisin, tobramisin ve netilmisine direngli iken 2. izolat seftazidim, sefepim,

piperasilin/tazobaktam, gentamisin tobramisin, netilmisin ve sefoperazon-sulbaktama

direngli olarak saptanmistir. MBL pozitif iki izolat yogun bakim iinitesinde yatmakta olan

hastalarin trakeal aspiratindan izole edilmistir.

Tablo 13. E test ve Kombine disk testi ile MBL pozitif bulunan iki P.

aeruginosa izolatin diger antibiyotiklere duyarlilig

1 Nolu MBL pozitif izolat

2 Nolu MBL pozitif izolat

Antibiyotik Duyarh Direncli Duyarh Direngli
Seftazidim + - - +
Sefepim - + - +
Aztreonam + - + .
Piperasilin - + - +
Piperasilin/tazobaktam - + - +
Amikasin + - + i
Gentamisin - + -
Tobramisin - + -
Netilmisin - + - +
Siprofloksasin + - + -
Sefoperazon/sulbaktam + - - +
Kolistin + - + .
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5. TARTISMA

Gram negatif bakteriler arasinda en sik firsat¢1 enfeksiyon ajan1 P aeruginosa’ dir.
Ayrica P aeruginosa, hastane enfeksiyonlarindan nozokomial pnomoni, iiriner enfeksiyon,
yara enfeksiyonlar: ve septisemilerde en sik izole edilen nonfermente bakteridir. Ozellikle
hastane enfeksiyonlarinda birgok antibiyotige karsi hizla gelistirdikleri i¢in c¢ogul ilag
direnci ile giincel bir sorun olarak 6nemini siirdiirmektedir (180).

Ulkemizde ve yurt disinda P. aeruginosa’ larda antibiyotik direnci ile ilgili ¢ok
sayida caligma yapilmigtir. Tiirkiye’ de yapilan ¢aligmalarda P. aeruginosa suslarinin en
sik izole edildikleri o6rnekler idrar, solunum yolu, yara ve kan o&rnekleri olarak
bildirilmistir (2, 80, 166, 182). Yine iilkemizde yapilan ¢alismalarin ¢cogunda P. aeruginosa
izolatlar1 en sik yogun bakim tinitesinden izole edilmistir (81).

Hastanemizde daha 6nce P. aeruginosa’ nin klinikler arasindaki sikligi, antibiyotik
diren¢ oranlari, indiiklenebilir betalaktamaz ve metallobetalaktamaz sikligi ile ilgili bir
calisma yapilmamistir. Yurt disinda ve iilkemizde yapilan caligmalarin ¢ogunda
oldugu gibi calismamizda da P. aeruginosa izolatlar: en sik yogun bakim {initesinden izole
edilmistir. MDR izolatlarin ¢ogu yogun bakim hastalarindan izole edilmistir. Yapilan
caligmalarin bir kisminda en sik 6rnek tipi idrar iken bir kisminda trakeal aspirat olarak
belirlenmistir. Calismamizda ise idrar birinci siklikta, trakeal aspirat ikinci siklikta
belirlenmistir. MDR izolatlarin ¢ogu yogun bakim hastalarinin trakeal aspiratindan izole
edilmistir. Yine MBL oraninin yogun bakim hastalarinda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
P. aeruginosa infeksiyonlarmin sikligi ve ayrica direngli izolatlarin yiiksek oranda
goriilmesi agisindan entiibasyon tiipli, idrar kateteri gibi girisimlerin daha fazla oldugu
yogun bakim {initelerinin diger servislere gére daha riskli oldugu diisiiniilmiistiir. Ozellikle
yogun bakim tinitelerinde infeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi, antibiyotik direng
profilinin  stirekli izlenmesi ve dogru antibiyotik kullanimmin 6nemli oldugu
distinilmiistir.

European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) 2011- 2012 yili
verileri karsilastirildiginda P.aeruginosa isolatlarinin direng oranlart piperacillin/tazobactam
icin %2.8” den %17.4° e, seftazidim i¢in %8.2° den %15.2” ye, imipenem/meropenem igin
%12’ den %19.2° ye, siprofloksasin i¢in %12.6’ dan %20.6’ ya, gentamisin i¢in %6.5 ten

%11.9” ave MDR i¢in %4’ ten %13’ e yiikseldigi rapor edilmistir (116).
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Bu veriler, P. aeruginosa’ lar bir yil igindeki antibiyotik direng oranlarindaki
artisin dnemli 6l¢iide oldugunu gostermektedir.

ABD’ de 29 laboratuvarin katildigi 1999-2003 yillar1 arasindaki dort yili kapsayan
52.637 P. aeruginosa izolatinin degerlendirildigi bir ¢alismada imipenem direnci %14;
seftazidim %13; sefepim %10; piperasilin %16; piperasilin/tazobaktam %211; siprofloksasin
%31; amikasin %7; gentamisin %19 ve tobramisin direnci %13 olarak bildirilmistir (33).

Ulkemizde yapilan gesitli calismalarda direng oranlar1 bildirilmistir.

Abant Izzet Baysal Universitesi Diizce Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde yapilan calismada
(Sahin ve arkadaslari); imipeneme %12, siprofloksasine %213, piperasiline %14,
amikasine %17, seftazidime %17, aztreonama %21, gentamisine %29 ve netilmisine %40
oraninda direng saptamiglardir (31).

Yine Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde 2011°de yapilan 100 P.
aeruginosa susun degerlendirildigi bir ¢calismada arasinda direng oranlar1 sefepime %60,
seftazidime %45, gentamisine %23, imipeneme %18, siprofloksasine %13, piperasiline
%11, piperasilin-tazobaktama %8, amikasine %7 olarak saptanmistir (67).

Ankara Universitesi Ibn-i Sina Hastanesi’ nde 255 P. aeruginosa susunun
degerlendirildigi bir ¢alismada (Cesur ve ark.) antibiyotik duyarliliklari;; aztreonam
%48.8, seftazidim %45.1, seftriakson %17.7, sefepim %36.7, sefotaksim %20.8,
imipenem %61.6, meropenem %51.7 olarak saptanmustir (78).

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan 40 susun degerlendirildigi galigmada
(Fidan ve ark.) siprofloksasine %215, amikasine %218, piperasilin/tazobaktama %25,
sefoperazon/sulbaktama %23, imipeneme %15, meropeneme %20, seftazidime %23 direng

saptamiglardir (57).

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi (Eyigor ve ark.) cesitli klinik
orneklerinden izole edilen toplam 94 P. aeruginosa susunun degerlendirildigi ¢aligmada
amikasine %1, siprofloksasine %16, imipeneme %3, gentamisine %4, piperasiline %5,

seftazidime %11, sefepime %13, aztreonama %14 oraninda direng saptamislardir (163).

Atatiirk Universitesi Maresal Cakmak Askeri Hastanesinde cesitli klinik
orneklerinden izole edilen 92 P. aeruginosa susunun degerlendirildigi bir ¢alismada direng

oranlart amikasin i¢in %3, gentamisin i¢in %16, tobramisin i¢in %8, seftazidim i¢in %15,
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imipenem igin %14, aztreonam igin %12, netilmisin i¢in %11, siprofloksasin i¢in %9 olarak

bulunmustir (2).

Calismamizda P. aeruginosa izolatlarmin %58’ i g¢alisilan tiim antipseudomonal
ilaglara duyarli iken; imipeneme %9, meropeneme %11, aztreonama %8, seftazidime %7,
sefoperazon-sulbaktama %8, sefepime %13, piperasiline %214, piperasilin-tazobaktama
%12, amikasine %8, gentamisine %13, tobramisine %12, netilmisine %19, siprofloksasine
%10 oraninda direng saptanmistir. Hastanemizde P. aeruginosa izolatlarinda antimikrobiyal
direng oranlar1 ilkemizdeki diger c¢alismalara benzer olarak belirlenmistir. En etkili
antibiyotik %100 duyarlilik oraniyla kolistin olarak belirlenmistir. Kolistin disinda az
direng, beta-laktam antibiyotiklerinden seftazidimde; aminokoglikozitlerden amikasinde

belirlenmistir.

P. aeruginosa ¢esitli direng mekanizmalariyla  antibiyotiklere  direng
gelistirebilmektedir. Kromozomal ve plazmid kaynakli betalaktamazlarin retimi,
antibiyotik hedeflerinde degisiklik, porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran
gecirgenliginin azalmasi, efluks pompa sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmas: baslica direng
mekanizmalaridir (93). Antibiyotik tedavisi sirasinda direng gelistirme mekanizmalarindan
biri  AmpC indiiklenebilir kromozomal betalaktamaz ve OXA tiri kromozomal
betalaktamaz enzimlerini iiretmesidir. Ozellikle sefalosporinler ve imipenem tarafindan
uretimi indiiklenen bu enzimlerin dereprese mutant tiirler tarafindan yogun olarak
uretilmesi sonucu tiim sefalosporinler ve aztreonama direngli hale gelmektedir (175).
Indiiklenebilir betalaktamazlar, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Providencia ve
Morganella tiirleri ile P. aeruginosa ve diger nonfermentatif gram negatif bakteriler
tarafindan yalnizca verilen antibiyotige maruziyet sirasinda salinan enzimlerdir. Normalde
bakteri tarafindan az miktarda sentezlenen enzim, ortamda bulunan bir indiikleyicinin etkisi
ile sentezlenmeye baglar. Farkli beta-laktam antibiyotiklerin betalaktamazlar1 indiikleme
yetenekleri de farklidir. Normalde indiiksiyon etkisi gecici olup, indiikleyicinin etkisi
ortadan kalkinca tekrar bazal diizeye doner. Ancak, bu tiir betalaktamazlari {ireten
bakterilerde esas sorun, betalaktamaz iireten (dereprese) mutantlarin bulunmasidir. Ugiincii
kusak sefalosporinlerle tedavi sirasinda dereprese mutantlarin secgilme olasihigi %20-40
civarindadir (126). Uciincii kusak sefalosporinlerin ve diger beta-laktamlarin yaygin
kullanim1 P. aeruginosa suslarinda indiiklenebilir kromozomal AmpC betalaktamaz

aracilifiyla ortaya ¢ikan direncin insidansin1 6nemli oranda arttirmaktadir.
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Ozellikle antibiyotik kullaniminin ¢ok fazla oldugu YBU’ de stabil derepresyona
bagli direng, sadece beta-laktam/betalaktamaz inhibitér kombinasyonlarina ve
monobaktamlara degil, ayn1 zamanda asir1 betalaktamaz tiretimine yol acan bu mutasyonlar
bakteri dis membraninda porin kaybina neden olarak, karbapenemlere direncli mutant

suslarin seleksiyonunu kolaylastirmaktadir (136).

Yurtdisinda ve iilkemizde IBL iiretimiyle ilgili cesitli caligmalar yapilmustir.
Yurtdisinda 2006 yilinda yapilan 66 P. aeruginosa susunun degerlendirildigi bir ¢alismada
IBL oran1 %98.5 olarak belirlenmistir (120). Yine yurtdisinda yapilan bir baska calismada
P. aeruginosa izolatlarinda IBL oran1 %72 olarak belirlenmistir (184).

Giilay ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢aligmada 150 P.aeruginosa susun %61.3” iinde
IBL saptamislardir (144).

Celik ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada hastane infeksiyonu tanisi almig
hastalardan alinan cesitli O6rneklerden izole edilen 50 P. aeruginosa susunda direkt
indiiksiyon ydntemiyle IBL varlig1 arastirilmis ve bu 50 susun 41’inde (%82) oraninda IBL
saptanmustir (129).

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, 2002-2003 yillarinda hastane infeksiyonu
etkeni olarak izole edilen 108 P. aeruginosa indiiklenebilir betalaktamaz aktivitesi %65
olarak bulunmustur (146).

Eksi ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 bir galismada IBL orammmi %59.2 olarak
saptamislardir (193).

Imipenem ve sefoksitin giiclii indiikleyici iken sefoksitin indiikledigi enzimle hizla
parcalanir, imipenem ise enzimin etkisine dayanikli oldugundan tedavide sorun olusturmaz.
Ucgiincii kusak sefalosporinler AmpC betalaktamazlan igin zayif indiikleyicidir, enzim yiiksek
diizeyde salgilanmadigi siirece sorun olusturmazlar. Dérdiincii kusak sefalosporin olan
sefepim ise sefalosporinler arasinda ozellikle AmpC betalaktamazlarina karsi etkilidir
(175,178). Basit tarama testleri ile IBL pozitif bulunan P. aeruginosa izolatlarinin etken
olduklar1 infeksiyonlarin tedavisinde tek basina 3. kusak sefalosporinlerin ve
monobaktamlarin  kullanimindan kagmilmahdir. Aksi takdirde indikleyici etki ile
karbapenemler disinda tiim beta-laktam antibiyotiklere direng gelisebilecegi konusunda
klinisyenler bilgilendirilmelidir (117, 133, 135).
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Hastanemizde daha onceki yillarda, P. aeruginosa izolatlarinda iBL sikhigiyla ilgili
arastirma yapilmamistir. Calismamizda disk indiiksiyon yontemi ile P. aeruginosa
izolatlarinin %86’sinda IBL iiretimi saptanmistir. Bu oran yurt dist calismalarindaki IBL
oranlarma paralel iken, iilkemizde yapilan bircok caligmadan daha yiiksek bulunmustur.
Hastanemizdeki IBL oraninin yiiksek oranda pozitif olmasi nedeniyle tedavide iBL iiretimi
laboratuvar tarafindan belirtilmemis olsa bile, P. aeruginosa izolatlarmin bu o&zellikte
oldugu kabul edilmelidir. P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisi sirasinda kullanilan
antimikrobiyal ilaca direng gelisebileceginden; bu izolatlarin antibiyogramlarinin 3-4 giinliik
tedaviden sonra tekrarlanmas: ve bu konuda klinisyenlerin bilgilendirilmesinin uygun olacag:
diisiniilmiistiir. Bununla birlikte seftazidim, sefepim veya piperasilin/tazobaktam gibi
antibiyotiklerin duyarli olmasma ragmen ampirik tedavide tek baslarina kullamlmasi IBL
tiretimini indiikleyeceginden, diger antipseudomonal ilag grubu ile kombine kullaniminin,
hastanemizdeki P. aeruginosa infeksiyonlarinin ampirik tedavisi i¢in dogru bir yaklagim
olacag: diisiiniilmiistiir.

Ayrica ¢alismamizda; IBL iireten P. aeruginosa izolatlarinda yesil renkli pigment
oram %68.9, IBL iiretmeyen izolatlarda ise %31.1 olarak belirlenmistir. Karbapenem
direngli izolatlarin ¢ogunun yesil renkli pigment iirettigi tesbit edilmistir. Bu sonuglar; P.
aeruginosa’ larmn trettigi pigment rengi ile antibiyotik direnci arasinda iliski olabilecegini
diistindirmiistiir. Bu goriisiin farkli galigmalarla desteklenmesi gerektigi diistiniilmiistiir.

Yurtdisinda ve tilkemizde P.aeruginosa izolatlarinda MBL iiretimi ¢esitli fenotipik
yontemler ve molekiiler yontemlerle belirlenerek sonuglari karsilastirilmstir.

Modifiye Hodge testini gelistiren Lee ve arkadaslarinin molekiiler yontem
kullanarak 2001 yilindaki cahismasinda 493 P. aeruginosa izolatinda Modifiye Hodge
testinin duyarliligini %100 ve 6zgiilliigiinii ise %88 olarak belirlemislerdir (187). Ancak
2003 yilinda 39 P. aeruginosa izolatinn degerlendirildigi c¢aligmalarinda bu testin
duyarliliginda disiis saptamislardir (114). Son olarak 2008 yilindaki ¢alismasinda ise,
imipeneme direngli 415 Kklinik P. aeruginosa izolatinda Modifiye Hodge testini 117 izolatta
pozitif bulurken, MBL direng genleri PCR ile sadece 45 izolatta saptanmistir (185).

Yan ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada Kombine Disk yontemi ile
imipeneme direngli pseudomonaslarda %86.7 oraninda MBL pozitifligi saptamis ve testin

duyarliliginin %70 oldugunu belirtmislerdir (123).
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Jesudasan ve arkadaslar1 ise imipeneme direngli gram negatif nonfermente
bakterilerde MBL pozitifligini %56 oraninda bulduklarini bildirmis, karsilastirma
yapildiginda ise imipenem-EDTA Cift Disk Sinerji testinin Modifiye Hodge testine gore
daha duyarl oldugunu belirtmislerdir (119).

Italya’ da yapilan bir calismada P.aeruginosa izolatlarinin %12.6° sinda E-test ile

MBL pozitifligi bulunmustur (150).

Diizce Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde yapilan g¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden
alman toplam 100 P. aeruginosa susunun 18’ i imipenem direngli saptanirken, bunlarin 5
(%28)’ inde MBL varlig: tespit edilmistir. Bunlarin 4’ i yogun bakim {initesinden izole
edilmistir. MBL varligin1 saptamada E test yontemi kullanilmistir (67).

Sisli Etfal Hastanesi’ nde 2003’ te yapilan bir ¢alismada yogun bakim iinitesinden
izole edilen karbapeneme direngli P. aeruginosa izolatlar1 prospektif olarak toplanmustir.
Farkli hastalardan izole edilen 27 sus degerlendirilmistir. MBL, E test yontemiyle saptanmis
ve 27 sustan 17’ sinde MBL pozitif bulunmustur (173).

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hasaliklari
boliimiinde 2008’ de yapilan bir ¢alismada arasinda yogun bakim tiinitesinde hastalardan
alinan kiiltiir Orneklerinden infeksiyon etkeni olarak izole edilen ¢ogul direngli 43
Pseudomonas spp. susunda MBL {iretimi, Modifiye Hodge testi ve Kombine Disk yontemi
ile arastirilmigtir. Kombine Disk yontemi ile 43 susun 34’ iinde, Modifiye Hodge testi ile 43
susun 16’ sinda MBL iiretimi tespit edilmistir (192).

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ nin 2005 yilinda
yaptig1 gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 40 P. aeruginosa susun degerlendirildigi bir
calismada 40 susun 2 (%5)’ inde hem Modifiye Hodge testi hem Cift Disk Sinerji tesi ile
MBL saptanmistir (57).

Canakkale Devlet Hastanesi’ nde yapilan bir ¢alismada Ocak 2008-2009 arasinda
yogun bakim hastalarindan izole edilen 108 P. aeruginosa susun 20’ sinde (%18.5)
imipenem direnci saptanmis ve Cift Disk Sinerji testi ile direngli suslarin 14’ i (%70)
MBL pozitif olarak bulunmustur. Tiim pseudomonas suslarinda MBL {iretimi ise %13.2
olarak saptamislardir. En ¢ok MBL iiretimi ise balgamdan elde edilen izolatlarda

izlenmistir (172).
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CLSI’ da MBL iretimini saptamak igin onerilen standart bir test bulunmamaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile enzimin rutin olarak saptanmasi her hastane igin
uygulanabilir olmadigindan MBL enzimi fenotipik olarak, Cift Disk Sinerji testi, IPM-
EDTA Kombine Disk testi, MBL E-test ve Modifiye Hodge testi gibi ¢esitli yontemler ile
tespit edilebilmektedir (138). Calismamizda MBL tiretimi MBL E test, Kombine Disk testi
ve Modifiye Hodge testi ile saptanmaya c¢alisilarak testler karsilagtirilmistir. Bu g test ile
calisilan ve molekiiler yontemlerle desteklenen ¢aligmalarin ¢ogunda Kombine Disk testi ve
MBL E testin MBL belirlenmesindeki duyarlilik ve Ozgiinliigiiniin oldukga yiiksek
bulunmustur. Modifiye Hodge testinin ise duyarlilik ve ozginliigii diisiik bulunmustur.
Calismamizda, IMP/EDTA Kombine Disk testi ile IP/IPlI E test aym1 2 izolatta MBL
pozitif sonug vermistir. Modifiye Hodge testi ile bu iki izolatin sadece 1’ inde MBL {iretimi
saptanmistir. Kombine Disk testi, E test ile %100 uyumlu bulunurken, Modifiye
Hodge testinin bu iki testle uyumu %88 olarak bulunmustur. Modifiye Hodge testinin
diger iki test ile pozitif olan 1 izolatta negatif sonug¢ vermesinin, yorumlamadaki farkliliklara
bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle rutin laboratuvarlarda MBL belirlenmesinde
Modifiye Hodge testinin tek basina kullanilmasi yerine, Kombine Disk testi veya IPI E test
ile birlikte destekleyici bir test olarak kullanilmasmin uygun olacagi diistiniilmistir.
Kombine Disk testinin, E test kadar giivenli, hizli ve kolay yorumlanabilen ayrica E teste
gore maliyet yoniinden ¢ok daha uygun bir test oldugu distinilmistir. Rutin
laboratuvarlarda karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlarinda IMP/EDTA Kombine
Disk testinin, MBL pozitif izolatlarin hizla saptanmasina ve infeksiyon kontrol
onlemlerinin etkin olarak uygulanmasina katkida bulunacag: diisiintilmiistiir. P. aeruginosa’
da karbapenem direnci metallobetalaktamaz, oksasilinazlar ve antimikrobiyal ilaglarla
tedavisi sirasinda OprD porin proteini porin kanallarinda daralmaya neden olan hiicre duvari
degisiklikleri ile DNA giraz enzim mutasyonlar: ve MexXEF-OprN aktif pompalama sistemi
(upregiilasyon) nedeniyle olabilmektedir (61, 64, 167, 169, 170,171, 186).

Efluks pompa sistemi siklikla dis membran gegirgenliginde azalma ile birlikte
calhisarak beta-laktam antibiyotikler, kinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolidler,
trimetoprim/sulfametoksazol ve aminoglikozidlere dirence neden olabilir (167, 168). Sinif D
genislemis spektrumlu oksasilinazlarin ¢ogu Tiirkiye’ deki izolatlarda bulunmustur (111,
125, 127, 130, 133, 139, 140, 141).

59



Calismamizda karbapenem direngli 9 P. aeruginosa izolatinin %22.2° sinde MBL
iretimi tespit edilmistir. Tiim izolatlar igcinde MBL pozitiflik oran1 %2 olarak belirlenmistir.
MBL oraninin iilkemizde ve yurt disindaki bir¢ok ¢alismadan diisiik saptanmistir. Karbapenem
direngli ancak MBL negatif saptadigimiz izolatlardaki direncin, MBL enzimi disinda fenotipik
yontemlerle belirlenemeyen karbapenamazlara (Orn. OXA-20, OXA-23, OXA-24, OXA-45
gibi karbapenamaz aktivitesi gosteren oksasilinazlar) veya OprD porin proteini kaybiyla
birlikte efluks pompa sistemlerine bagli olabilecegi distiniilmiistiir. Ancak bunun
dogrulanmasi i¢in molekiiler ¢alismalarin gerektigi kanaatine varilmistir.

2006 EARSS raporunda Avrupa’daki P. aeruginosa suslarinin %18’ inin g veya
daha fazla antipseudomonal ilaca direngli oldugu belirtilmektedir (194).

Mersin Universitesi Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim
Dali’nin 2002 yilinda yaptig1 hastane infeksiyon etkeni olarak izole edilen 34 P. aeruginosa
susunun degerlendirildigi bir ¢alismada MDR orani1 %29 olarak bulunmustur (188).

Antipsédomonal penisilin ve sefalosporinler, betalaktam-betalaktamaz inhibitérleri,
aminoglikozidler, tetrasiklinler, kinolonlar, trimetoprim-sulfametoksazol ve
karbapenemlerden en az iigiine direng gosteren bakterilerde ¢oklu ilag ilag direnci vardir (5,
131). Coklu ilaca direngli (MDR) P. aeruginosa izolatlarinda MBL iiretimi ve efluks
pompa sistemi ile bakteri hiicresinde antimikrobiyal ilaglarin birikmesi sonucu yeterli
konsantrasyona ulasamamasi nedeniyle de olabilmektedir (167, 168). MDR bakterilerde MBL
orani daha yiiksektir (151). Calismamizda coklu ila¢ direnci saptanan 8 (%8) izolatin 2’
sinde MBL enzim iiretimi belirlenmistir. MBL enzim {iretiminin ¢oklu ilag direnci gésteren

bakterilerde daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Genel olarak MBL iireten P. aeruginosa’ lar aztreonam disindaki biitiin beta-laktam
antibiyotiklere, sefalosporinlere  direncglidirler. MBL iireten Dbakterilerle olusan
infeksiyonlarin tedavisinde bu antibiyotikler kullanillamaz. Ayrica aminoglikozid direncine
neden olan aacA4 geni ile MBL enzimini kodlayan gen kasetlerinin yan yana bulunmasi
aminoglikozid direncine de neden olabilir (112, 124). Ancak ¢alismamizda MBL pozitif
saptadigimiz  izolatlarin her ikisi aminoglikozidlerden amikasine duyarli olarak

belirlenmistir.
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Antipsédomonal tedavide kullanilabilen bir¢ok ilaca karsi son zamanlarda artan
oranlarda goriilen direng, karbapenem kullanimint giderek artirmaktadir. Karbapenem
kullanimi, karbapenemaz iireten suslarin seleksiyonuna yol agacagindan endikasyon yoksa
karbapenem kullanimindan kagmilmalidir. P. aeruginosa enfeksiyonlarinda tedavinin,
antibiyotik  duyarlilik  testlerine gbre diizenlenmesinin, karbapenemlere direng
belirlendiginde MBL varliginin fenotipik yontemlerle taranip molekiiler yontemlerle de
dogrulanmasinin, infeksiyon kontrolii ve epidemiyolojik yonden Onemli oldugu

diistiniilmiistiir.
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6. SONUC

Calismamizda P. aeruginosa izolatlar1 en sik yogun bakim initelerinden izole
edilmistir. En sik idrar, ikinci olarak trakeal aspirat orneklerinden izole edilmistir.
Karbapenemlere direngli izolatlarin ¢ogu Yyogun bakim hastalarinin trakeal aspirat
orneklerinden izole edilmistir. P. aeruginosa izolatlarinda kolistine direng saptanmazken, en
az direng beta-laktam antibiyotiklerinden seftazidimde, aminokoglikozitlerden amikasinde
belirlenmistir. Hastanemizdeki IBL oraninin yiiksek (%86) olmas1 nedeniyle tedavide IBL
uretimi laboratuvar tarafindan belirtilmemis olsa bile, P. aeruginosa izolatlarmin bu
ozellikte oldugu kabul edilmelidir. P. aeruginosa infeksiyonlarinda antibiyogramlarinin 3-4
giinlik tedaviden sonra tekrarlanmas: ve bu konuda klinisyenlerin bilgilendirilmesinin uygun
olacagi disiintilmiistiir. Ayrica 3. kusak sefalosporinlerin ve diger beta-laktamlarin duyarli
olmasia ragmen ampirik tedavide tek baslarina kullanilmasi IBL iiretimini indiikleyeceginden,
diger antipseudomonal ilag grubu ile kombine kullaniminin, hastanemizdeki P. aeruginosa

infeksiyonlarinin ampirik tedavisi i¢in dogru bir yaklasim olacagini diisiindiirmiistiir.

IBL iireten P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogunun ve karbapenem direngli izolatlarin
cogunun yesil renkli pigment {iretiginin tesbit edilmesi, P. aeruginosa’ larin irettigi pigment
rengi ile antibiyotik direnci arasinda iliski olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu konuda baska
caligmalarin yapilmasinin gerekli oldugu diigiiniilmiistiir.

Izolatlarin %8’ inin en az ii¢ antipseudomonal ila¢ grubuna direngli (MDR) oldugu
saptanmistir. Coklu ilag¢ direngli bu 8 izolatin 2’ sinde MBL enzim iiretimi belirlenmistir.
MBL enzim iiretiminin oraninin ¢oklu ilag direnci gosteren bakterilerde daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Karbapenem direngli izolatlarin %22.2° sinde MBL iiretimi tespit edilmistir.
MBL belirlenmesinde kullanilan fenotipik yontemlerden IMP/EDTA Kombine Disk
testinin, E test kadar giivenli, hizlh ve kolay yorumlanabilen ayrica E teste gére maliyet
yoniinden ¢ok daha uygun bir test oldugu disiinilmiistir. Rutin laboratuvarlarda
karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlarinda Kombine Disk testinin, MBL pozitif
izolatlarin hizla saptanmasina ve infeksiyon kontrol onlemlerinin etkin olarak
uygulanmasina katkida bulunacag disiiniilmistir. Modifiye Hodge testinin tek basina
kullanilmasi yerine, Kombine Disk testi veya IPI E Test ile birlikte destekleyici bir test

olarak kullanilmasinin uygun olacagi diigiiniilmustiir.
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