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OZET

Nonfermentatif Gram Negatif Bakterilerde Metallo-Beta-laktamaz Varhgimin

Arastirllmasi

Nonfermentatif Gram negatif bakteriler (NFGNB) son yillarda hastane
infeksiyonlarindan siklikla izole edilmektedirler. Acinetobacter ve Pseudomonas
tiirlerine ait suglarda hizla yayilan ve genis antibakteriyel direng spektrumuna neden olan
metallo enzimler infeksiyonlarin tedavisi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Metallo-
beta-laktamaz (MBL) enzim firetimini saptamak i¢in molekiiler ve ¢esitli fenotipik
yontemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, imipeneme direngli Acinetobacter baumannii
ve Pseudomonas aeruginosa suslarinda MBL enzim fiiretiminin dort farkli fenotipik
yontem kullanilarak saptanmasi ve bu testlerin birbirleri arasindaki uyumun arastirilmasi

amagclanmistir.

Eyliil 2012-Ekim 2013 tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi Arastirma
Hastanesi’inde c¢esitli klinik orneklerden izole edilen farkli hastalara ait 111 A.
baumannii, 140 P. aeruginosa susundan karbapeneme direng tespit edilen 94 A.
baumannii ve 48 P. aeruginosa susu ¢alisma kapsaminda incelenmistir. Tiir diizeyinde
tanimlanma ve bakterilerin antimikrobiyal duyarliliklart VITEK-2 compact (bioMerieux-
France) otomatize sistem ile yapilmistir. MBL varligi ¢ift disk sinerji testi, kombine disk

testi, E-test yontemi ve modifiye Hodge testi kullanilarak aragtirilmistir.

A. baumannii suslarinda MBL pozitifligi E-test yontemi, kombine disk testi, ¢ift
disk sinerji testi ve modifiye Hodge testi ile sirasiyla %97.9, %98.9, %98.9, ve %95.7
oraninda saptanirken; bu oranlar P. aeruginosa suslarinda ise %100, %93.7, %89.6 ve

%41.7 olarak saptanmustir.

A. baumannii suslarinda E-test ile kombine disk testi, ¢ift disk sinerji testi ve
modifiye Hodge testi arasindaki uyum sirasiyla %94.7, %94.7 ve %91.5 oraninda
saptanmisken; P. aeruginosa suslarinda E-test ile diger testler arasindaki bu uyum

oranlari sirastyla %93.7, %89.6 ve %41.7 olarak bulunmustur.

Calismamizda A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda yiiksek oranda
karbapenem direnci ve MBL iiretimi saptanmistir. Tedavide kullanilabilecek bir MBL

inhibitoriiniin bulunmamasi bu durumu ciddi bir problem haline getirmektedir. MBL



enzim varliginin saptanmasi, hastane infeksiyonlarmin dnlenmesinde epidemiyolojik
verilerin elde edilmesine ve uygun antimikrobiyal ajan se¢imine yardimci olacaktir.
Fenotipik testler genel olarak birbiriyle uyumlu goziikse de molekiiler yontemlerle MBL
enzim varliginin saptanmasi testlerin gercek ozgiillik ve duyarliligini gdstermesi

acisindan gerekli goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nonfermentatif Gram negatif bakteriler, karbapenem,

metallo-beta-laktamaz
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ABSTRACT

Investigation of Metallo-Beta-lactamases Enzyme in Nonfermentative Gram-

Negative Bacteria

In recent years, Nonfermentative Gram Negative bacteria (NFGNB) are frequently
isolated from nosocomial infections. Metallo-enzymes that spread quickly and cause a
wide spectrum of antibacterial resistance in Acinetobacter and Pseudomonas strains cause
serious problem in the treatment of infections. Molecular and various phenotypic methods
are used to determine the metallo beta-lactamases (MBLs) enzyme production. In this
study, it was aimed to determine the production of MBLs enzyme by using four different
phenotypic methods in imipenem-resistant Acinetobacter baumannii and Pseudomonas

aeruginosa strains and it was also aimed to compare these methods with each other.

This study was performed in Ataturk University, Research Hospital between
September 2012 and October 2013. Carbapenem-resistant 94 A.baumannii and 48
P.aeruginosa strains which were obtained from 111 A. baumannii and 140 P. aeruginosa
strains isolated from various clinical samples of different patients were used in this study.
VITEK-2 Compact (bioMerieux-France) automated systems were used to identify the
species and to determine antimicrobial susceptibility of the isolates. The MBL production
of carbapenem resistant strains was tested phenotypically by using double-disk synergy

test, combined disc test, E- test method and modified Hodge test.

MBL positivity of A. baumannii strains by E-test method, combined disk test,
double-disk synergy test, and modified Hodge test were detected 97.9%, 98.9%, 98.9%,
and 95.7% respectively; these rates were 100%, 93.7%, 89.6% and 41.7%, respectively

for P. aeruginosa strains.

The concordance of E-test between combined disk test, double-disk synergy test,
modified Hodge test were determined 94.7%, 94.7% and 91.5% respectively in A.
baumannii strains; these concordance rates of E-test between other tests were found

93.7%, 89.6% and 41.7% respectively in P. aeruginosa strains.

In our study, high carbapenem resistance and MBLs production rates were found
in A. baumannii and P. aeruginosa strains. Absence of an inhibitor of MBLs for
mentioned agent in the treatment causes a serious problem. Detection of MBLS enzyme

production helps collection of epidemiological data for the prevention of nosocomial

Vil



infections and selection of appropriate antimicrobial agents in the treatment. Although
phenotypic tests that used to determine MBLs production are generally seem compatible
with each other, molecular methods was necessary to determine the real sensitivity and

specificity of certain tests.

Key words: Nonfermentative Gram negative bacteria, carbapenem, Metallo-beta-

lactamases
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KISALTMALAR DiZiNi

NFGNB : Nonfermentatif Gram Negatif Bakteriler
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PCR : Polimeraze chain reaction

MBL : Metallo-Beta-Laktamaz

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetikasit

SMA : Sodyum Merkapto Asetikasit

MPA : Merkapto Propionikasit
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, hastanede yatarak tedavi gdren
yaklasik her on hastadan birinde hastane infeksiyonu ortaya g¢ikmaktadir. Hastane
infeksiyonlari, hastanede yatis siiresini uzatmakta, ek maliyet getirmekte ve Sliimlere

neden olmaktadir.®Y

Nonfermentatif Gram-negatif bakteriler (NFGNB) son yillarda 6zellikle basta
yogun bakim tiniteleri olmak iizere hastanede yatan hastalardan infeksiyon etkeni olarak
siklikla izole edilmektedir.® Ozellikle yanik {initesi, yogun bakim, kemoterapi
tinitelerinde yatmakta olan hastalarda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve
immunsupresyona bagli olarak daha fazla kolonize olmaktadirlar. Bu durum invaziv

infeksiyonlara yatkinlik olusturmaktadir.® %

Bu bakterilerin yol actig1 infeksiyonlarda karbapenemler genis antibakteriyel
spektrumlari, bakteri membranlarindan hizli gegebilmeleri, AmpC ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi ozellikleri
nedeniyle ilk tercih edilen antibiyotik grubudur.®” Karbapenemlerin klinik kullanima
girmesi ¢oklu direngli bakterilerin neden oldugu ciddi hastane infeksiyonlarinda énemli
bir avantaj saglamig, ancak 6zellikle ampirik tedavide yaygin kullanilmalar1 nedeniyle
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi NFGNB’de karbapenem

direnci ile de siklikla karsilasilir hale gelinmistir.®

P. aeruginosa ve A. baumannii, birgok antibiyotige karsi direng
gelistirebilmektedir. Bu diren¢ mekanizmalarinin basinda antibiyotigi hiicre disina
pompalayan efliikks sistemleri ve antibiyotikler i¢in giris kapisi olabilecek por
proteinlerinin sentezinin azaltilmasi veya tamamen durdurulmasi bulunmaktadir. Klinikte
en fazla karsilagilan direng beta-laktamaz enzimlerinin yol agtigi direnctir. Bu iki
nonfermentatif bakteri tiiriine ait suslarda hizla yayilan ve genis antibakteriyel direng
spektrumuna neden olan metallo enzimler infeksiyonlarin tedavisi i¢in ciddi bir tehdit

olusturmaktadir.©® 19

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) Ambler tarafindan 1980 yilinda B sinifi i¢inde
siiflandirilmig, daha sonra 1989 yilinda Bush’un beta-laktamazlar1 fonksiyonel olarak
degerlendirdigi smiflandirmada 3. sinif i¢ine alinmistir. MBL’ler serin beta-laktamaz

inhibitorleri olan klavulanat, tazobaktam ve sulbaktamdan etkilenmezler. Bu tiir beta-



laktamazlarin substrat profilleri ¢cok genis olup, genis spektrumlu sefalosporinleri ve
karbapenemleride kapsamaktadir.** 2 MBL’ler diger beta-laktamazlardan farkli olarak
aktif bolgelerinde ¢inko bulunduran enzimlerdir. Bu enzimler klasik beta-laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmezken, etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) veya merkapto

bilesikleri gibi metal selatorleriyle inaktive olurlar.®®

NFGNB’de MBL enzim varligini saptamak i¢in, molekiiler ve fenotipik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda ¢ift disk sinerji testi, kombine disk testi, MBL
E-test ve modifiye Hodge testi gibi fenotipik testler bulunmaktadir. Ancak Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) bu amacla kullanilan fenotipik yontemlerin

higbirini altin standart olarak kabul etmemektedir.4

Bu calismada, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuarinda izole edilen imipeneme direngli P. aeruginosa ve A.
baumannii suslarinda MBL enzim {iretiminin kombine disk testi, ¢ift disk sinerji testi,
modifiye Hodge testi ve MBL E-test fenotipik yontemleri kullanilarak saptanmasi ve bu
amagla kullanilan dort farkli fenotipik yOntemin birbirleri arasindaki uyumun

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nonfermentatif Gram Negatif Bakteriler

Nonfermentatif Gram negatif bakteriler (NFGNB) son yillarda 6zellikle immiin
sistemi baskilanmis ve ilag tedavisi alan hastalarda ciddi infeksiyonlara sebep olmaktadir.
Bu bakteriler ¢evresel olarak toprakta, suda, hastane ortaminda, kisaca dogada yaygin
olarak; insanlarda ise deri, solunum yolu ve oral florada bulunabilmektedir. Genellikle
firsatgr patojen olarak ifade edilirler. Son zamanlarda hastanede yatan hastalarda
septisemi, pndmoni, yara infeksiyonlari, endokardit, menenjit, lirogenital sistem ve
cerrahi alan infeksiyonu gibi bir¢ok hastane kaynakli infeksiyonlara neden olduklari
bildirilmektedir. Hastanede yatan hastalarda firsat¢ci olmalarina ragmen, toplumdan

kazanilmis infeksiyonlara da sebep olurlar.® 1)

NFGNB’den o6zellikle dort tiri, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia hastanede yatan
hastalarda onemli hastane infeksiyonlarina neden olmaktadir.!® Pseudomonas ve
Acinetobacter tiirleri 6zellikle savunma mekanizmalarinin zayifladigi immun yetmezlik
durumlarinda, malign ve metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun siireli kemoterapi ve

radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir yanik durumlarinda infeksiyonlara neden olan

NFGNB-dir.(719)

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonadaceae ailesi igindeki en patojen tiir olan P. aeruginosa Gram negatif
(GN), sporsuz, diiz veya hafif kivrik, 1.5-3 um boyunda, 0.5-0.8 pm genisliginde kirpikli
ve hareketli, zorunlu aerop bir mikroorganizmadir.*® Karbonhidratlar1 fermente etmez.
Glikoz, ksiloz gibi sekerlere oksidatif etki gosterirken maltoza etkisizdir. Indol testi
negatiftir, H2S olusturmazlar. Oksidaz ve Kkatalaz reaksiyonlar1 pozitiftir. 2-
aminosetofenon i¢ermesi nedeniyle kiiltiirlerde kendine has aromatik meyve kokusuna
sahiptir. Kanli agarda genellikle beta hemolitik koloniler olustururlar. En 6nemli
ozelliklerinden biri kiiltlirlerde piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerini liretmesidir. Bu
pigmentler kolonilerin mavi veya yesilimsi mavi goriilmesine neden olurken, bu

pigmentlerden dolay1 aeuroginosa tiir ad1 verilmistir. Ayrica bakteri kirmizi goriilmesine



neden olan piyorubin, siyah renk veren piyomelanin veya yesil-kahverengi renk veren

piyoverdin pigmenti icerebilir. 1% 20.21)

P.aeruginosa infeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim olmak
tizere Ui asamada gelisir. Cilt ve mukoza yiizeylerine kolonize olan bakterilerin
yaytliminda viriilans faktorleri, konagin immun direnci ve fiziksel savunma
mekanizmalar1 6nemli yer tutar. Infeksiyon, kolonizasyon asamasinda kalabilir ya da
sistemik infeksiyona ilerleyebilir. P. aeruginosa’nin epitel hiicrelerine tutunmay1
saglayan piluslar ve tutunucu hiicre ylizeyi yapilar1 olmak iizere iki protein adezini vardir.
Iki gesit hemolizin yapar; biri 1s1ya duyarli, fosfolipaz C olarak adlandirilan bir protein
ve digeri 1s1ya dayanikli bir glikolipittir. Lipit A endotoksini organizmanin biyolojik
etkisini diizenler. Ekzotoksin A ise hiicre dist bir enzim olup, elongasyon faktor 2’yi

(EF2) inaktive ederek protein sentezini inhibe eder.*% 222

Pseudomonas spp. saprofit olarak dogada ve saglikli insanlarin normal florasinda
bulunur. Saglikli insanlarda deride %0-2, burun mukozasinda %0-3.3, bogazda %0-6.6,
diskida %2.6-24 oranlarinda tasiyicilik mevcuttur. Hastanede yatan hastalarda ise bu

oranlar ¢ok daha yiiksek olup kolonizasyon oran1 %50’ye kadar artabilmektedir.®®

P. aeruginosa nin nemli ortamlar1 sevmesi, lireyebilmek igin oldukg¢a az besine
ihtiya¢ duymasi, antiseptiklerden bir¢oguna ve antibiyotiklere direngli olmasi, distile
suda dahi tireyebilmesi hastane ortaminda yasamasini kolaylastirir. P. aeruginosa nin ¢ok
cesitli bulagsma kaynaklar1 vardir. Kullanilan sabunlar, g6z damlalari, diyaliz sivilari,
solunum cihazlari, ilaglar, uygun kosullarda bekletilmeyen agzi acik dezenfektanlar,
kullanilan temizlik bezleri ve firgalar, havalandirma cihazlari, lavabolar, dus basliklar,

hasta odalarindaki ¢igekler 6nemli bulas kaynaklaridir. %29

Pseudomonas 'lara kars1 etkili beta-laktam antibiyotikler; piperasilin, seftazidim,
sefepim, sefpirom, imipenem, meropenem ve aztreonamdir. Kinolonlar i¢inde
siprofloksasin en etkili olanidir. En yaygin olarak kullanilan kombinasyonlar ise beta-
laktam ve aminoglikozid kombinasyonudur. Son yillarda ise beta-laktam ve florokinolon
kombinasyonu sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica piperasilin-tazobaktam+aminoglikozid

kombinasyonlar1 Pseudomonas igin kullanilan etkin kombinasyonlardir.?®



2.1.2. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter tiirleri nonfermentatif, aerobik, hareketsiz, oksidaz negatif, GN
basillerdir. 1-1.5 pm X 1.5-2.5 um boyutlarinda ve genellikle ¢ift olarak
bulunmaktadirlar. Pozitif kan kiiltiir tiipiinden hazirlanan preparatlarda Gram pozitif (GP)
kok olarak da goriilebilmektedir. ilk izolasyonda ve taze Kkiiltiirlerinde kokobasil
formunda olup, subkiiltiirlerinde veya penisilinli ortamda iirediklerinde basil seklinde
goriilmektedir. Koloniler diizgiin, opak, bazen mukoid ve Enterobacteriaceae ailesinin
diger iiyelerine gore daha kiigiiktiir. MacConkey agarda renksiz veya hafif pembemsi
koloniler olusturmaktadir.?® Acinetobacter’ler diisiik viriilansli bakteriler olmasina
ragmen polisakkarit kapsiil, fimbria, hiicre duvarimin lipopolisakkarit igerigi, lipit A
varligt ve doku lipit hasar1 yapabilen enzim iiretimi bu bakterlerin viriilansim
arttirmaktadir. Mikst infeksiyonlarda tek basina olusturdugu infeksiyonlardan daha

viriilan davranmaktadir.®®

Acinetobacter tiirleri Pseudomonas tiirleri gibi saprofit olarak dogada, toprak, su
ve yiyeceklerde serbest yasayabilmektedir.*® Saghikli bireylerin yaklasik %25’inde
derinin normal florasinda 6zellikle koltuk alti, kasik, tirnak gibi nemli bolgelerde
bulunmaktadir.” Salgin dénemlerinde yapilan cesitli ¢alismalarda hastanede yatan
hastalarda Acinetobacter tiirleri ile kolonizasyon %75 gibi yiiksek bir orana sahiptir.?”
Agiz boslugu ve solunum yollarida deriden sonra tasiyiciligin sik  gorildigi
bolgelerdir.®® Hastanede yatan hastalarda bogaz tasiyiciligi %7-18 olup trakeostomi
siiriintii rneklerinde ise bu oran %45’e kadar ¢ikmaktadir.® Yetiskin hastalarda A.
baumannii en yaygin Acinetobacter tiirii olarak goriilmektedir.?® Hastane personelinin
derisinde siirekli taginan en yaygin GN mikroorganizma Acinetobacter tiirleri olup
hastane havasi, musluklar, yataklar, tansiyon aletleri gibi cansiz materyaller hastalar
arasinda yayilima neden olmaktadir. Ozellikle endotrakeal tiip takilmasi, intravaskiiler,
ventrikiiler veya {iriner kateter uygulamasi gibi invaziv islemler yapilmasi, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, Acinetobacter kolonizasyonuna neden olmaktadir.

Hastalarda kolonizasyon varlig1 Acinetobacter infeksiyonlarina zemin hazirlamaktadir.*
30, 31)

Hastane kaynakli Acinetobacter infeksiyonlari her bolgeyi tutabilmektedir. En sik

solunum sistemi, cilt ve yaralarda goriilmektedir. Cilt ve solunum yollarindan izole



edilenlerin biiyiik kismi1 kolonizasyon olarak degerlendirilmektedir. Prognoz infeksiyon
tipi ile iligkili goriilmektedir ve diger etkenlere bagli hastane infeksiyonlarindan daha
kotii seyretmektedir. Acinetobacter kaynakli pndmonilerde mortalite oran1 %30-75 olarak
bildirilmigtir. En yiiksek mortalite orani ventilator bagimli hastalarda gelisen
pndmonilerde goriilmektedir. 32 33 P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri hastane
kokenli pnomonilerde %10-30 oraninda etken olarak goriilmektedir. Hastane kokenli
pnémonilerde P. aeruginosa daha sik goriiliir ancak mekanik ventilasyonlu hastalarda

Acinetobacter tiirlerinin izolasyon siklig1 daha fazladir.®)

Ozellikle ¢ogul ila¢ direncli Acinetobacter tiirlerinde alisilmis tedavi tek basina
veya tobramisin ve amikasin gibi bir aminoglikozidle birlikte bagka bir etkin
antimikrobiyal ajanin kullanilmasidir. Karbapenemler ilk sirada tercih edilen
antibiyotiklerdendir. Antibiyotik kombinasyonlar1 6zellikle yogun bakim iinitelerindeki
hastalarin ampirik tedavisinde tercih edilmektedir. Ancak ¢ogul ilag direngli suslarin izole
edilme oranlarindaki artis A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde dnemli problem
olmakta ve tedavide kullanilacak antibiyotik secenekleri azalmaktadir. Imipenem
sulbaktam kombinasyonlar1 kullanilabilmektedir. Bunun yaninda kolistin ¢ogul direncli
A. baumannii infeksiyonlarinda kullanilabilecek tek segenek olarak karsimiza
cikmaktadir. Kolistinin rifampin, imipenem veya azitromisinle; rifampin+azitromisin;
sulbaktam+rifampin, azitromisin veya bir kinolon ile kombinasyonunun tek basina

kullanimia gore etkiyi degistirdigi gosterilmistir.¥

2.2. Beta-laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotiklerin esas hedefi hiicre duvarindaki capraz baglanmis
peptidoglikan yapilardir. Hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon basamaginda gorev
alantranspeptidaz ve karboksipeptidazlar penisilin baglayan proteinler (PBP) olarak da
adlandirilmakta olup beta-laktam halkast1 bu enzimlerden o&zellikle transpeptidaza

baglanarak polisakkarit zincirlerin olusmasini engelleyerek duvar yapisini bozarlar.®5 3

Beta-laktam antibiyotikler; Penisilinler, Sefalosporinler, Monobaktamlar,
Karbapenemler ve beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) olmak

lizere baslica 5 grupta toplanirlar.



2.2.1. Penisilinler

Penisilinler kendilerine duyarli olan bakterilerin genel olarak PBP 1a,1b, 2 ve
3’lerine baglanarak transpeptidasyonu engelleyen ve bakteriyolize yol acan bakterisid
etkili antibiyotiklerdir. Antibakteriyel aktiviteleri baz alinarak asagidaki sekilde

siniflandirilmistir;
1- Dogal penisilinler: Penisilin G ve penisilin V
2- Penisilinaza direncli penisilinler: Metisilin, nafsilin, izaksazolil penisilinler

3- Aminopenisilinler: Ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin,

hetasilin, pivampisilin

4- Antipseudomonal penisilinler: Karbenisilin, tikarsilin, karindasilin

5- Genis spektrumlu antipseudomonal penisilinler (Ureidopenisilinler):
Azlosilin, mezlosilin, piperasilin

6- Amidinopenisilinler: Andinosilin, pivamdinosilin

7- Beta-laktamaz inhibitorleriyle kombine edilmis penisilinler: Ampisilin-

sulbaktam, amoksisilin-klavulonat, tikarsilin-klavulonat, piperasilin-tazobaktam.®"

2.2.2. Sefalosporinler

Penisilinlere temel yapt ve etkinlik yoniinden biliylik benzerligi olan
sefalosporinlerin beta-laktam halkasi yaninda penisilindeki 5 iiyeli tiazolidin halkasi
yerine 6 tiyeli bir dihidrotiazin halkasi bulunur. Sefalosporinler farmakolojik, metabolik
ve mikrobiyolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmalarina karsin glintimiizde en ¢ok kabul
goren mikrobiyal spektruma gore yapilan smiflamadir. Bu siniflamaya gore

sefalosporinler bes kusakta incelenmektedir.

1. kusak sefalosporinler: Sefalotin, sefazolin, sefaloridin, sefaleksin, sefapirin,
sefradin, sefadroksil, sefasetril, seftezol.

2. kusak sefalosporinler: Sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid,

sefonarid, sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.

3. kusak sefalosporinler: Sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon, seftriakson,

moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid.



4. kusak sefalosporinler: Sefepim, sefpirom.
5. kusak sefalosporinler: Seftobiprol, seftarolin.

Birinci kusak sefalosporinlerin ilk iiyesi sefalotindir. Herhangi birisi in-vitro
antibiyotik duyarlilik testinde digerlerinin yerine kullanilabilir. Bu kusak sefalosporinler
enterokoklar disinda tim GP koklara etkilidirler. Enterobacteriaceae {iyelerine

etkinlikleri ise ¢ok azdir.

Ikinci kusak sefalosporinler, 1. kusaga gére stafilokok ve streptokoklara daha az,
GN basillere ve anaeroblara daha fazla etkilidir. Sefoksitin, GN basillerin iirettigi bazi
beta-laktamazlara direnglidir ve bazi Enterobacteriaceae’lar tarafindan tretilen beta-

laktamazlarin oldukga etkili indiikleyicisidir.

Uciincii kusak sefalosporinlerin GP etkinlikleri 1. ve 2. kusaga oranla ¢ok zayifken
GN basillere karsi daha fazla etkilidir. P. aeruginosa kokenlerine de etkili olmalari ikinci
kusak sefalosporinlerden en 6nemli farklaridir. BOS’a gegisleri 1. kusaga gore daha
iyidir.

Doérdiincti kusak sefalosporinlerin digerlerinden en 6nemli fark: indiiklenebilir
beta-laktamaz (IBL) ve bazi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) salgilayan

bakterilere etkili olmasidir.

Besinci  kusak sefalosporinler metisiline direngli S. aureus’a etkili

sefalosporinlerdir. % 37: 38)

2.2.3. Monobaktamlar

Bu grup icinde antibakteriyel tedavi amaciyla kullanilan ilk ve tek ilag
aztreonamdir. GN bakterilerdeki PBP3’e afinitesi vardir. GP ve anaerob bakterilerin
PBP’lere afinitesi ise son derece diisiiktiir. Bu yilizden etki alan1 GN aerob bakteriler ile

siirhidir. Tiim viicut s1vi ve dokularina dagilir.©”

2.2.4. Karbapenemler

Klinik kullanima giren ilk karbapenem tiirevi olan ve beta-laktamlar i¢inde en
genis spektrumlu antibiyotik imipenemdir. Imipenem, PBP1, PBP2, PBP4, PBP5 ve
PBP6’ya baglanabilmekte; bunlardan PBP2’ye digerlerinden daha giiglii baglanmaktadir.



1996 yilindan sonra bu grubun ikinci {iyesi olan meropenem, 2001 yilinda ise ertapenem
kullanima girmistir. Hiicre duvar1 olmayan organizmalar, bazi nonfermentatifler ve
Aeromonas disinda bir¢cok bakteriye etkilidirler. Karbapenemler; antibakteriyel
spektrumlarinin genigligi, amfilik 6zelliklerinden dolay1 bakteriyel membranlardan hizla
gecebilmeleri, AmpC ve GSBL enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle
Ozellikle ¢oklu direncli GN bakteri infeksiyonlarinda ilk sirada kullanilan antibiyotik
grubudur. Ancak, karbapenemlerin ampirik tedavide yaygin olarak kullanilmasi, bunlara
kars1 diren¢ oranlarinin artmasina neden olmustur. Sinif B MBL ve karbapenemazlar bu

antibiyotikleri hidroliz edebilmektedir.®: 39

2.2.5. Beta-laktamaz inhibitorleri

Klinik kullanimda olan beta-laktamaz inhibitorleri klavulanat, sulbaktam ve
tazobaktamdir. Bu molekiiller beta-laktam yapisinda olup tek basina etkisi olmayan veya
az olan bilesiklerdir. Beta-laktamaz enzimlerinin inaktive edilmesi i¢in gelistirilmis beta-

laktam antibiyotiklerle kombine edilmistir.“%

2.3. Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya tiremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegine direng denir. Antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi, yogun
bakim {initelerinde yatan hasta sayisinin artmasi, gida endiistrisinde antibiyotik kullanimi
ve bakterilerin olumsuz cevre kosullarinda yasamlarini siirdiirmek i¢in kullandigi
savunma mekanizmalar1 gibi nedenlerle mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci
giderek artmaktadir. Antibiyotik kullanimin daha yogun oldugu hastanelerde direng
sorununun boyutlar giderek biiyiimektedir. Ulkemizde hastanelerde en sik direng sorunu
yagsanan mikroorganizmalar; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), Enterobacter spp, Enterokoklar, P.

aeruginosa ve Acinetobacter spp dir.¢%:4?

Bir bakterinin genetik 6zelligine bagli olarak bazi antibiyotiklere olan dogal
direncine intrensek direng, genetik 6zelliklerindeki degisimler nedeniyle olusan dirence
ise kazanilmis diren¢ denir. Kazanilmis direng kromozom, transpozon veya plazmid
DNA’sindaki mutasyonlarla olusabilecegi gibi direng geni tagiyan DNA dizilerinin bagka

bakterilerden transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi



sonucuda ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica dokudaki pH ve oksijen basinci degisiklikleri,
antibiyotigin infeksiyon bolgesine ulasamamasi gibi nedenlerle in-vitro etkili olan

antibiyotik in-vivo kosullarda etki gostermeyebilir.4% 44

2.3.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng 3 yolla

gelisebilmektedir.

a. Tlacin hedef bolgesindeki degisiklikler: Beta-laktam antibiyotiklerin hedef
bolgesi olan PBP’lerdeki degisiklikler; PBP’nin beta-laktam antibiyotige afinitesinin
azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotiklere diisiikk afinite

gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi sonucu olusabilmektedir.“®

b. Dis membran gecirgenliginin bozulmasi: Beta-laktam antibiyotikler, GN
bakterilerde dis membrandaki outer membran protein (OMP) adi verilen porlar
araciligiyla hiicre igine girmektedir. Bu grup antibiyotikler dig membrandan porin F ve
porin C ad1 verilen baslica 2 kanal aracihif1 ile gecerler. Imipenem digerlerinden farkli
olarak ayrica D2 proteini ad1 verilen 6zel bir porini kullanarak da gecer. Dolayisiyla porin
F ve porin C proteinleri mutasyona ugrarsa tiim beta-laktamlara direng gelisirken,
imipeneme gelismez. Ote yandan, 6zellikle P.aeruginosa ve Enterobacter suslarinda dis
membrandan Opr D porin kaybi karbapenem direncini gosterir.#6) P. aeruginosa
tedavisinde ilk haftanin sonunda Opr D kayb1 ile yaklasik olarak %50 oraninda
karbapenem direnci saptandigi gosterilmistir.#” ® Porinlerin 6zellikleri ve sayilari ile
antibiyotigin ozellikleri (ylik, ¢oziiniirliik, biiytikliik) antimikrobiyal ajanin hiicre igine
giris hizin1 belirlemektedir.*®) Bir¢ok sefalosporin ve penisilinler yapilarindaki uzun yan
zincirler nedeniyle porinlerden nispeten yavas gegerken, imipenem daha diisiik molekiiler

agirlikta oldugundan porinlerden daha hizli bir gecis gostermektedir.®®

c. Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi: Beta-laktam
antibiyotiklere karsi klinikte en sik gozlenen direng tipidir. Beta-laktamazlar yapisal
olarak PBP’lere benzerler ve beta-laktam antibiyotikleri hidroliz ederek direng gelisimine
neden olurlar. Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon,
integron gibi hareketli genetik elemanlar tizerinde bulunabilmektedirler. GP bakterilerde

beta-laktamazlar dogrudan dis ortama salinirken GN bakterilerde, dis membran ile
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sitoplazmik membran arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadirlar. Bu nedenle GN
bakterilerde beta-laktamazlara bagli direngte siklikla ilag gegirgenligi ile ilgili
mekanizmalar da rol oynamaktadir. Bakteride beta-laktamaz enzimi indiiklenebilir veya
yapisal olabilir. GP bakterilerde enzim genellikle indiiklenebilir iken, GN bakterilerde bir

kismi indiiklenebilir, bir kism1 da yapisal 6zelliktedir.®5%)

2.3.2. Beta-laktamazlarin Smiflandirilmasi

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii
kurup siklik amid bagin1 parcalayarak bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Daha sonra

enzim agil molekiiliinden ayrilarak rejenere olur.®?

1940 yilinda Abraham ve Chain’in penisilinaz1 ortaya koymalarindan bugiine
kadar 400’¢ yakin beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir.®¥ Beta-laktamazlarin
siiflandirilmasinda en ¢ok substrat profilleri ve inhibitdrlere duyarlilik gibi islevsel
ozelliklerinin degerlendirildigi Bush-Jacoby-Medeiros veya molekiiler yapilarina gore
degerlendirmenin yapildigi Ambler siniflandirilmalar1 kullanilmaktadir. Molekiiler
yapilarina gore beta-laktamazlar, aktif bolgelerinde serin aminoasiti veya ¢inko (Zn*?)
iyonu bulundurmalarina gore iki genis gruba ayrilirlar. Bu iki grubun iiyeleri, Ambler

smiflamasina gore dort molekiiler simifta yer alirlar. 9

Smif A: Aktif bolgelerinde bir serin aminoasiti bulunan, oncelikle penisilinleri
hidroliz eden beta-laktamazlardir. GN bakterilerde yaygin bulunan TEM-1 enzimi bu

grupta yer alir ve bu enzimlerin cogu plazmidlerle taginmaktadir.

Smif B: Aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagh tiyol gruplar1 gerektiren

metallo enzimlerdir ve gogu karbapenamaz aktivitesi tagimaktadir.

Smif C: Kromozomal AmpC geni tarafindan kodlandigr i¢in AmpC enzimleri
olarak da adlandirilan enzimlerdir. Aktif bolgelerinde bir serin aminoasiti bulunur ve esas

olarak sefalosporinleri hidroliz etmektedir.
Simif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.t% %5

1995 yilinda Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan biyokimyasal oOzellikleri ve
substrat profillerine gore beta-laktamazlarin siniflandirilmasi klinik mikrobiyoloji

laboratuarlarinda antibiyogram ile iliski kurulabilmesini saglamistir. Ancak tek bir nokta
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mutasyonu ile substrat 6zgiilliigiiniin degisebilmesi dezavantajidir.®¢*¥ Giiniimiizde en
yaygin olarak kullanilan bu siniflamada Bush ve arkadaslar1 beta-laktamazlar1 4 gruba
ayrrarak siniflandirmiglardir. Grup 1’de beta-laktamlara direngli klavulanik asit ile inhibe
olmayan sefalosporinazlar, Grup 2’de beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli, molekiiler
smif A ve D icinde yer alan enzimler, Grup 3’te beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli
olmayan EDTA gibi bir metal selatorii ile inhibe olan MBL’ler, Grup 4’te ise klavulanik
asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bulunmaktadir. Beta-laktamazlarin siniflamasi

Tablo 1°de gosterilmistir.!)

Tablo 1. Beta-laktamazlarin Siniflandirilmasi

Bush-Jacoby- Temel alt )
Medeiros Ambler simiflamasi Temel Ozellikler
gruplar
siniflamasi
Genellikle kromozomal.
Grup 1 . Karbapenem hari¢ tiim beta-
sefa?osporinazlar C(sefalosporinazlar) laktanﬁara direng(l;i.
Klavulanik asit ile inhibe olmaz.
Grub 2 A (serin beta- Staf_il_ol_<ok ve enterokok_larda_ki_
Penisilinazlar 2a laktamazlar) _pen_|S|I|nazIar. Klavulanik asit ile
inhibe olur.
Cogunlukla GN bakterilerdeki
Grup 2 2b A genis spektrumlu beta-laktamazlar
(TEM-1, TEM-2, SHV-1)
Oksiiminosefalosporin ve
Grup 2 monobaktamlara diren¢ olusturan
2be A . .
genislemis spektrumlu
betalaktamazlar (GSBL)
Grup 2 Inhibitorlere direngli TEM (IRT)
2br A beta-laktamazlar, bir tane SHV
tiirevi
Grup 2 2 A Kar_benisilini hidrolize eden
enzimler
Grup 2 2d D Oksasilin hidrolize eden enzimler
Grup 2 20 A Klavulanil_< asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar
Karbapenemleri hidroliz eden,
aktif bolgede serin igeren ve
Grup 2 2 A klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
Grup 3 metallo- Cinko-bagiml1 karbapenemazlar
betalaktamazlar 3a,3b,3c B (MBL) Klavulanik asit ile inhibe
olmaz. EDTA ile inhibe olur.
Grup 4 Simiflanmams Diz_ileri bilinmeyen ¢esitli
enzimler
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a. Grup 1 (AmpC) beta-laktamazlar

Bir¢ogu kromozomal enzimlerdir ve beta-laktamaz inhibitorleri olan klavulanik
asit, sulbaktam, tazobaktam ile inhibe olmazlar. Molekiiler siniflamada sinif C’de yer alan
AmpC beta-laktamaz genlerinin plazmidlere transferi ile olusan beta-laktamazlar da bu
grupta yer almaktadir. Bu gruptaki enzimler 1., 2., 3. kusak sefalosporinleri, penisilinleri
ve monobaktamlar1 hidroliz edebilirler. Bu enzimlerin asir1 iiretimi dig membran porin
degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem direncine yol
acabilmekle birlikte karbapenemler iizerine etkileri azdir. Salmonella ve Klebsiella
disinda hemen tim GN bakterilerde kromozomal grup 1 beta-laktamazlar

bulunabilmektedir. (1 60.61)

Bu enzimler indiiklenebilir 6zellikte olup normalde bakteriler tarafindan diisiik
diizeyde sentezlenirler. Ancak ortama bir beta-laktam antibiyotik eklendiginde yiiksek
oranda beta-laktamaz sentezlenebilmektedir. Bu durumda beta-laktam antibiyotik
ortadan kalktiginda bakteriler dnceki bazal enzim sentezine geri donerler. Bu mekanizma
nedeniyle kalic1 direng s6z konusu olmaz. Ancak bazi dereprese mutantlarin indiiksiyona
gerek olmaksizin dogal olarak yiiksek oranda beta-laktamaz iiretmesi esas problemi
olusturmaktadir. Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz tasiyan bu GN bakterilerde
normalde 10°-107 arasinda bir siklikla dereprese mutantlar bulunur. Infeksiyon yeri,
bakteri sayisi, kullanilan antibiyotik ve antibiyotigin dagilimi dereprese mutantlarin
ortaya ¢ikmasinda etkili faktorlerdir. Tedavi sirasinda kullanilan antibiyotikler, duyarli
bakterilere etki ederken antibiyotige direncli dogal mutantlarin ortamda c¢ogalmasina
neden olmaktadir. Boylece tedavi basarisizliklar1 ve direngli hastane infeksiyonlariyla
kars1 karsiya kalinmaktadir. Her bir beta-laktam antibiyotik grup 1 beta-laktamaz
sentezini degisik oranlarda artirabilmektedir. Karbapenemler digerlerinden farkli olarak
hem indiiklenen beta-laktamazlara hem de dereprese mutantlara etkilidir. Bu nedenle

dereprese mutantlari seleksiyonuna neden olmazlar.(®? &)

Kromozom kontroliindeki AmpC enzimlerinin plazmid kontroliindeki tiirleri
ortaya c¢ikmistir. Plazmidlerle tasinan bu AmpC sefalosporinazlar 4 genel gruba
ayrilmaktadir ve diinyanin her yerinde birgcok GN bakteride tanimlanmistir. Plazmid
kontroliinde AmpC enzimleri iceren klinik izolatlarda porin proteinlerinin kaybedilmesi

karbapenemlerde dirence neden olabilmektedir.®V)
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b. Grup 2 beta-laktamazlar:

Substrat profilindeki degisikliklerden dolay1 alt gruplara ayrilan grup 2 beta-
laktamazlar molekiiller sinif olarak A ve D’de yer almaktadir. En genis kategoriyi
olusturan bu grup penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini,

karbapenemleri ve monobaktamlari hidroliz etmelerine gére 6 alt gruba ayrilirlar.®

Grup 2a: Bu grup klavulanik asitle inhibe olan penisilinazlar1 icermektedir.
Penisilini sefalosporinlerden daha hizli hidroliz ederler ve Ozellikle GP bakterilerde

bulunan penisilinazlarin birgogu bu grupta yer almaktadir.** 62)

Grup 2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidroliz eden, klavulanik asit, sulbaktam
ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli beta-laktamazlar igerirler.(®
Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunan ve plazmid kontroliinde olan“genis
spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu grupta yer almaktadir. Bu
enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta-laktam antibiyotiklere
direng olusturmalar1 nedeniyle genis spektrumlu denilmistir. TEM-1 beta-laktamazi
ozellikle E. coli suslarinda ampisilin ve amoksisilin direncine neden olan mekanizmalar

arasinda en sik goriilenidir. ©

Grup 2be: Penisilinleri, sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz eden, beta-laktam
inhibitorlerine duyarl, sayis1 150’y1 asmis TEM tiirti, 70’1 agmig SHV tiirli olan beta-
laktamaz enzimleridir. GSBL’i igerirler. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana
enzimlerden nokta mutasyonu sonucul—4 aminoasit degisikligi ile genis spektrumlu beta-
laktamlara da etki eden yeni enzimler ortaya ¢ikmistir. Karbapenemler ve sefamisinler
bunlara dayaniklidir.®® 8 69 GSBL’ler klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda
sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorlerine ve sefoksitin, sefotetana duyarlidirlar. Bu

grupta yer alan PER—1 enzimi ilk kez Tiirkiye’de saptanmugtir.(®

Grup 2br: TEM ve SHV enzimlerinin beta-laktam inhibitorlerine direngli
mutantlar1 bulunmaktadir. Inhibitér rezistan TEM beta-laktamazlar (IRT) olarak
adlandirilan bu enzimler, ilk olarak amoksasilin-klavulanik aside direng¢li E. coli’de
bildirilmistir. Bu gruptan enzime sahip bakterilerin piperasilin—tazobaktam
kombinasyonuna kars1 duyarli olabilecegi saptanmistir. SHV grubu enzimler ilk olarak
K. pneumoniae 'da kromozomal olarak saptanmistir. TEM-30’dan TEM-36ya kadar olan

TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi bu gruptadar. 44 71)

14



Grup 2c: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asit gibi beta-laktamaz

inhibitorlerine duyarli olan enzimler bu grup iginde yer almaktadir.*V

Grup 2d: Oksasilini hizli hidroliz eden, klavulanik asit ve sulbaktama direngli
beta-laktamazlari igermektedir. Daha ¢ok P. aeruginosa ‘da bulunan OXA grubu enzimler
bu gruptadirlar. OXA-1’den OXA-10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu enzimlerdir. OXA-
11 genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilkidir. Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde
yatan bir hastadan izole edilen bir Pseudomonas susunda bulunmustur. Bu grupta 30’dan
fazla OXA enzimi tespit edilmistir. OXA-11, 14, 15, 16 seftazidim direncine yol acarken,
OXA-17 sefotaksime direng olusturmaktadir. OXA-31 sefepime direngli, seftazidime ise

duyarlidir. OXA tipi enzimlerden 6zellikle iki alt sinifi 6nem tagimaktadir.

1. Plazmid veya integron kaynakli, seftazidim veya sefotaksim, sefepim,
aztreonami inaktive edebilen OXA tipi genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir.

Ozellikle iilkemiz kdkenli P. aeruginosa suslarinda bulunmaktadirlar.

2. Molekiiler siniflandirmada smif D’de bulunan karbapenemleri hidroliz eden
karbepenamazlardir. Modifiye Hodge testi ile karbapenemaz aktiviteleri gosterilebilir.
MBL enzimlerinden EDTA ile inhibe olmamalari, klavulanik asit ve tazobaktama kismen

duyarl1 olmalariyla ayrilabilirler. Ozellikle A. baumannii izolatlarinda bulunurlar.® 7273

Grup 2e: Bu gruptaki enzimler sefalosporinaz olup Grup 1’deki enzimlerden

farkli olarak klavulanik asitle inhibe olurlar.®

Grup 2f: Non metallo-beta-laktamaz olarak adlandirilabilirler. Metallo enzim
olmayan serin beta-laktamazlar1 bu grup i¢indedir. Karbapenem direncinin yaninda
penisilin ve aztreonam direnci de mevcuttur. En fazla tazobaktam olmak iizere diger beta-
laktam inhibit6rlerine duyarlidirlar. Meropenemden ziyade imipenem direnci daha
belirgindir. Bu direnci tasiyan suslar karbapenemazlarin yani sira AmpC tip beta-
laktamazlart ve TEM-1 tipi beta-laktamazlar1 birlikte sentezleyebilmelerinden dolayi
genis spektrumlu bir beta-laktam antibiyotik direnci olusturabilirler. 3. kusak

sefolosporinleri hidroliz edemezler.: 7477
c. Grup 3 beta-laktamazlar:

Diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif bolgelerinde serin yerine bir Zn*2

iyonu bulunan enzimlerdir. Molekiiler sinif B’de yer alan ve MBL olarak siniflandirilan
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bu grup 1960 yilinda ilk olarak Bacillus cereus’ta, 1980°’li yillarin basinda ise S.
maltophilia’da tanimlanmistir. Kisa siire sonra imipenem hidrolizine yol agan MBL’ler
Bacteroides fragilis ve Aeromonas hydrophilia tiirlerinde gosterilmistir. MBL’ler,
1980°de ilk olarak Ambler’in siniflandirmasina gore simnif B de gosterilmistir. 1989°da
Bush bu enzimleri fonksiyonel 6zelliklerine gore grup 3 igerisinde siniflandirmistir. Bu

siniflama 1995 yilinda giincellenmis ve 1997 yilinda modifiye edilmistir. (% 62 75.78.79)

Diger beta-laktamazlardan farkli olarak serin beta-laktamaz inhibitorlerinden
(klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam gibi) etkilenmezken EDTA gibi bir metal selatorii
ile inaktive olurlar. Bu enzimler monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktamlar1 ve
karbapenemleri hidroliz edebilirler. MBL’leri kodlayan genler genelde integronlarla
taginip, sonra transpozonlarin i¢ine yerlestirilip yiiksek derecede aktarilabilir bir genetik
ara¢ elde edilir. Genellikle MBL enzimini kodlayan gen kasetleri ayrica kanamisin,
neomisin, amikasin ve streptomisin gibi aminoglikozid grubu antibiyotiklerin hepsine
diren¢ gelisimine neden olan gen kasetlerini de tasirlar ve bu antibiyotiklerin alternatif
tedavide kullanimini engellerler. Aminoglikozid ve beta-laktam diren¢ genlerini tagiyan

gen kasetleri bir integrondan digerine serbest¢e dolasabilirler.

MBL’lerin en 6nemli 6zelligi karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir. Bazilar
ayni zamanda ¢ogu beta-laktam grubunu da hidroliz edebilir. Dolayisiyla, MBL iireten
organizmalar s6z konusu oldugunda beta-laktam antibiyotiklerin kullanilabilirligi ciddi
olarak sinirlanmis olur. Tiim MBL’ler imipenemi hidroliz edebilirler; ancak bu 6zellikleri
oldukca degiskendir. Buna uygun olarak bu enzimlerin imipenem ve diger beta-laktamlari

hidrolizi temel aliarak 3a, 3b ve 3¢ olmak iizere alt gruplara ayrilmistir. (7381

Alt grup 3a’da penisilinler gii¢lii, imipenem ve sefalosporinler zayif hidroliz olur.
Bu grup igerisinde B. fragilis’in CerA enzimleri, S. maltophilia nin LI enzimleri ve P.

aeruginosa’nin VIM 1-3 enzimleri de yer almaktadir.

Alt grup 3b enzimleri gergek karbapenemazlardir. Ciinkii grup 3a enzimlerinin
aksine penisilin ve sefalosporin iizerinde hi¢ hidrolitik etkileri yoktur. Karbapenem
hidrolizi spesifiktir. Varliklar1 nitrosefin hidrolizine dayanan testlerle gosterilemez.

Biiyiik olgtide A. hydrophilia’da bulunurlar.

Alt grup 3c enzimleri ise tek bir enzimden olusur ve Legionella gormanni de

bulunur. Genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil sefalosporinleri ¢cok
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yiiksek oranda hidroliz ederler ve diger beta-laktam antibiyotiklere gore karbapenemler

lizerine daha zayif etki gosterirler, (6% 73.75.77.80,82)

Bu beta-laktamazlar fonksiyonel siniflamadan baska aminoasit dizilim
homolojisine gorede smiflandirilmigtir. Bunlar IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM tipi
MBL’lerdir.

IMP Tipi MBL’ler

Konjugatif bir plazmidle tasinan MBL geni ilk olarak 1988'de Japonya'da P.
aeruginosa susunda bulunmustur.®® Yine Japonya'da Shigella flexneri, Serratia
marcescens, P. aeruginosa ve Alcaligenes spp. izolatlarinda MBL varlig: arastirilirken
IMP-1’in 3 min&r varyanti IMP-3, IMP-6 ve IMP-10 bulunmustur. IMP-3 S. flexneri ‘de
gosterilmistir ve IMP-1' den sadece 2 aminoasit farkliligi vardir. IMP-3’tin 196.
pozisyonunda glisin yerine serin eklenmesi, penisiline kars1 aktivitede azalmaya neden
olmustur. Ayni aminoasit degisikligi IMP-6’da da gbzlenmesine karsin burada sadece
penisilin G ve piperasiline kars: diisiik aktivite ile kalmamis imipenemle kiyaslandiginda

daha yiiksek seviyede meropenem hidrolizi gostermistir.®4

Japonya’dan sonra Asya ve Avrupa’da da IMP tipi karbapenemazlar
bildirilmistir.® 8 8) |MP-2, IMP-3 ve takiben P. aeruginosa, A. baumannii, K.

pneumoniae izolatlarinda IMP-13’e kadar IMP tipi MBL’ler saptanmustir.®7: &
VIM Tipi MBL’ler

Kazanilmis MBL'lerin ikinci ailesi olan VIM tipi enzimler ilk olarak Italya'nin
Verona sehrinde P. aeruginosa izolatinda tanimlanmigtir. 1997'de elde edilen bu klinik
izolat VIM-1 (Veronese imipenemaz) olarak isimlendirilmis ve yapilan ¢alismalarda
piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam gibi beta-laktamlara direngli
bulunmustur. Biyokimyasal analizlerde EDTA ile inhibe olan ve Zn*? eklenmesiyle
yeniden kazanilan karbapenem hidrolizi gozlenmis ve bu durum bir metallo enzim
{iretimini diisiindiirmiistiir.®® IMP genlerinde oldugu gibi VIM geni de klas 1 integron
igindeki bir gen kasetinde bulunmaktadir. Bu integron, blaVIM gen kasedine ek olarak

aacA4 gen kasedinide tasimaktadir. Bu gen kasedi aminoglikozid direncini kodlar.®%
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SPM-1(Sao Paulo MBL) Tipi MBL’ler

Bu karbapenemaz 1997 yilinda Brezilya Sao Paulo’da SENTRY surveyans
caligmas1 programi dahilinde dort yasindaki bir 16semi hastasinin kanindan izole edilen
P. aeruginosa susunda tanimlanmistir. Bu izolat GN’lerin tedavisinde kullanilan biitiin
antibiyotiklere direncli iken kolistine duyarli bulunmustur.®® SPM-1, beta-laktamlardan
penisilin, ampisilin, piperasilin, karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizli hidroliz etme
yetenegine sahiptir. Enzim sefalosporinlere penisilinlerden daha siki  baglanir.
blaSPM’nin genetik igerigi tektir, transpozonlarla yada integronlarla iliskili degildir.
IMP-1 ve VIM-1'deki gibi SPM-1 de klavulanik asit ya da aztreonan hidroliz etmez.®V

GIM-1(German imipenemaz) Tipi MBL’ler

Dusseldorf Almanya'da 2002 yilinda 5 farkli hastadan elde edilen P. aeruginosa
izolatlarinda sadece polimiksine duyarli GIM-1 diye adlandirilan yeni bir sinif B beta-

laktamaz bulunmustur. €2
SIM-1(Seul imipenemaz) Tipi MBL’ler

Yakin tarihte yeni bir MBL olan SIM-1 tanimlanmistir. Kore’de bir A. baumannii
izolatinda tespit edilen bu enzim IMP-12 ile %69,IMP-9 ile %64 benzerlige sahip genis
spektrumlu MBL’dir.®?

Grup 4: Klavulanik asitle inhibe olmayan, yapilari heniiz saptanamamis ve
molekiil sinifi belirlenememis penisilinazlar bu grubu olusturmaktadir. Tek bir istisna
disinda hepsi kromozomal kaynaklidir. Enterococcus faecalis, B. fragilis, Campylobacter
jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi, E.
coli’nin plazmid kontroliindeki SAR-2 beta-laktamazi ve Pseudomonas cepacia’daki

beta-laktamazlar da bu gruba dahildir.* 61

Tim bu gruplar beta-laktamaz enzim c¢esitliligini gostermektedir. Bazi
bakterilerde birden ¢ok beta-laktamaz tipi ayni anda goriilebilmektedir. Grup 1’deki
kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2’deki GSBL enzimler ve Grup 3’teki MBL’ler
hastane infeksiyonlarinda sorun olarak en sik karsimiza ¢ikan enzimlerdir. Plazmidlerce

tasinmalari direngli infeksiyonlarm olusmasi agisindan énemli bir problemdir. ¢ 63)
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2.3.3. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalari
Karbapenemlere kars1 ¢esitli mekanizmalar ile direng gelisebilmektedir.
1. flacin hiicre icinde etkin konsantrasyona ulasamamasi:

a. Porin degisimleri: D1 membran GN bakteriler i¢in olduk¢a 6nemli olan porin
proteinleri adi verilen beta-laktam antibiyotiklerin hiicre i¢ine girmesini saglayan
proteinlere sahiptir. Ozellikle P. aeruginosa suslarindaki OprD porin kayb1 karbapenem
direncine sebep olur. Aslinda dig membranindaki asil porin proteini OprF dir. OprB,

OprC, OprD, OprE yardime1 porin proteinleridir.7 48 7%

b. Aktif disa pompalama sistemleri: Beta-laktamazlardan sonra Pseudomonas
tiirlerinde en 6nemli direng mekanizmasi aktif disa pompalama sistemleridir. Aktif disa
pompalama sistemleri yapisal olup diizenleyici genler ile kontrol altindadir. Bu
genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama sistemlerinin asiri caligmasina ve

antimikrobiyallerin de disar1 atilmasina neden olurlar.*”

2. Tlac1 inaktive eden beta-laktamazlarin iiretimi(Karbapenamazlar)

a. Intrinsik (kromozomal) karbapenemazlar: Bu karbapenamazlar Bush
simiflandirmasinda grup 3’te, molekiiler sinif B’de yer alirlar. Bu grupta, Bacillus cereus
I, B. fragilis’in CcrA, B. cepacia’nin PCM-1, S. maltophilia’nin L1 enzimleri

sayilabilir.("®)

b. Ekstrinsik (kazanilmis) karbapenemazlar: Ambler molekiiler siniflamasina

gore A, B veya D molekiiler siniflarina ait olabilirler.

Sinif A’da yer alan kazanilmis karbapenemazlar Enterobacteriaceae ailesinde sik
goriilen KPC, SME, IMI gibi karbapenem hidroliz eden enzimlerdir. Bunlar
karbapenemler, penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama direng

gelismesine neden olurken beta-laktamaz inhibitorlerine duyarlidirlar.

Siif B’de yer alan Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp ve P. aeruginosa’da
goriilen IMP, VIM, SPM, GIM, IND, NDM-1 gibi metallo enzimlerde bu grupta yer
alirlar. K. pneumonia’larin Enterobacteriaceae ailesinin diger iiyeleri arasinda MBL

yayilimina katkisi oldugu bilinmektedir.
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Smif D karbapenamazlar oksasilinaz aktiviteleri nedeniyle OXA tipleri olarak
smiflandirilirlar. Acinetobacter spp tirlerinde goriilen kazanilmis
karbapenamazlardandir. Karbapenemleri hidroliz ederken 3. kusak sefalosporinlere ve

aztreonama etkileri yoktur.(" %)
3. Hedef PBP degisimleri:

Karbapenem direncinde nadir goriilen bir mekanizmadir, genellikle digerleri ile

birlikte goriiliir."

2.3.4. MBL Tayini

Bugiine kadar MBL direng geni varligini tespit eden standart fenotipik yontem ve
test kriterleri ortaya konulamamis olmasina ragmen klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda MBL varli@inin tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik yOntemler
kullanilmaktadir. Bunlarin 6zgiilliik ve duyarliliklar1 bakteri tiiriine ve belirlenecek
enzime gore degisiklik gostermekte olup bu konuda ¢alismalar devam etmektedir.3 94
Ornegin; Enterobacteriaceae’larin ¢ogu ve bazi Acinetobacter spp. tiirleri MBL enzimi
tasidig1 halde 1-2 pg/ml imipenem MIK degerleri ile duyarli gériinebilirler. Bu nedenle
MBL tespitinde tarama plagi uygulamasinda bakteri tiirii dikkate alinmalidir.
Pseudomonaslar Enterobacteriaceae lardan daha yiiksek karbapenem MIK degerlerine
sahiptir. MBL enzimleri aktif bolgelerinde serin yerine Zn*? iyonu bulundurduklarindan
metal selatorii olan EDTA ile inhibe olurlar. Uygulanan fenotipik yontemlerin temeli de

EDTA’ni MBL enzimini inhibe etme 6zelligine dayanmaktadir.©®5 %)

2.3.4.1. Fenotipik MBL tespit yontemleri

2.3.4.1.1. Kombine disk testi

Inhibisyon zon ¢ap1 farkina bakilarak MBL varliginin arastirildig: bir yéntemdir.
Ayni plak ylizeyine 2 imipenem diski yerlestirilerek bir tanesinin lizerine EDTA
soliisyonu eklenir. EDTA’l1 imipenem diskinin inhibisyon zon ¢ap1 tek basina imipenem
diski zon ¢apindan >7 mm ise test pozitif kabul edilir. Bu testin avantaji, uygulanmasi ve
yorumlanmasinin kolay olmasidir. Ancak yanlis pozitif ve yanlis negatif sonucglarda

bildirilmistir.?
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2.3.4.1.2. Cift disk sinerji testi

Arakawa ve ark.®® 2000 yilinda seftazidim direngli suslarda seftazidim-MPA
(merkapto propionikasit), seftazidim-SMA (Sodyum merkapto asetikasit), imipenem-
EDTA+SMA diskleriyle bu testi uygulanuslardir. iki disk arasindaki inhibisyon zonunun
artmasini pozitif olarak yorumlamslardir. Lee ve ark.(’ 2001 yilinda imipeneme direngli
suslarla imipenem ve EDTA diski kullanarak bu testi yapmuslar ve iki disk arasindaki
inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon
zonu olarak degerlendirilmis bu durumda test pozitif olarak yorumlanmistir. Yan ve
ark.®® tarafindan 2004 yilinda seftazidim ve seftazidim+klavulanik asit, sefepim ve
sefepim+klavulanik  asit diskleri  Mueller-Hinton agar plaginin  kenarlarina
yerlestirildikten sonra plagin ortasina MPA, EDTA ve SMA diskleri yerlestirerek bu testi
yapmiglardir. Selatér madde igeren diskler ile herhangi bir disk arasindaki inhibisyon
zonunun artmasi pozitif sonu¢ olarak yorumlanmigtir. Bu yontemle imipeneme duyarlt

suslarda da MBL taranabilmistir.

2.3.4.1.3. MBL E-Test yontemi

Bir tarafinda imipenem diger tarafinda ise imipenem ve EDTA bulunan test
stribinin kullanilarak yapildig1 testtir. EDTA’nin oldugu taraftaki MIiK degerinin
imipenem MIK degerinden >8 olmasi MBL pozitifligi olarak degerlendirilir.® %
Bakteriyoloji laboratuarlarinda fenotipik yontemlerden kolay uygulanabilir olmasindan
dolayt MBL E-test seritleri kullanilabilir. Bu yontemin dezavantaji ise diisiik diizeydeki

dirence bagli olarak yanlis negatif sonug verebilmesidir.®?

2.3.4.1.4. Modifiye Hodge testi

Bu test penisilinaz iireten Neisseria gonorrhoeae tespitinde kullanilan Hodge
testinin modifiye edilmesiyle olusturulmustur. Hodge testinde kullanilan S. aureus
(ATCC 25923) yerine E. coli (ATCC 25922) ve penisilin diski yerinede imipenem diski
kullanilarak yapilmaktadir. imipeneme duyarl E. coli susu MBL iireten bir bakteri ile bir

arada bulundugunda imipeneme ragmen ireyebilir. Bu durumda test pozitif kabul

edilir.(100)
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2.3.4.1.5. Mikrodiliisyon yontemi

Migliavacca ve ark.“%Y tarafindan 2002 yilinda gelistirilmistir. Test edilen susun
imipenem MIK degeri mikrodiliisyon yontemi ile belirlendikten sonra metal selatorlerden
EDTA ile tekrar MIK degerlerine bakilir. MIK degerleri arasinda sekiz kat azalma pozitif
olarak yorumlanir. Bakteriden saflastirilan enzimin spektrofotometrik olarak imipenem
ve meropenem hidrolizinin gosterilmesi fenotipik yontemlerden “altin standart” olarak

tanimlanan duyarlilig1 en yiiksek olan testtir.(:%?)

2.3.4.2. Genotipik MBL tespit yontemleri

MBL’lerin tespitinde genotipik yontemlerin duyarliligi fenotipik yontemlerden

daha yiiksektir. Bu yontemler asagidaki gibi siralanir;

1. Polimeraze chain Reaction (PCR)
2. DNA prob yontemi
3. Klonlama ve sekanslama yontemi (Altin standart)

Polimerane chain Reaction (PCR):

Belirli primerler kullanilarak bir izolatta MBL geni olup olmadigi PZR
uygulanarak belirlenebildigi gibi, her enzime 6zgiil primerler kullanilarak enzim tipini

saptamak da miimkiindiir.®%
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3. MATERYAL ve METOD

Eyliil 2012—Ekim 2013 tarihleri arasindaki bir yillik siire igerisinde Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarma cesitli
kliniklerden gonderilen orneklerden toplam 111 A.baumannii, 140
P. aeruginosa susu izole edildi. Bu suslardan karbapeneme direng tespit edilen 94

A.baumannii ve 48 P.aeruginosa susu ¢alisma kapsamina alindu.

3.1. Bakterilerin Identifikasyonu ve Antibiyotiklere Diren¢ Durumlarinin
Arastirllmasi

Ureme olan plaklardan mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  amaciyla
konvansiyonel yontemler kullanildi. Acinetobacter ve Pseudomonas oldugu diisiiniilen
mikroorganizmalarin  tiir diizeyinde tanimlanmast {retici firmanin Onerileri
dogrultusunda GN identifikasyon kart1 kullanilarak VITEK-2 compact (bioMerieux-
France) otomatize sistem ile yapildi. Bu bakterilerin duyarliliklarini saptamak amaciyla
ise 16-18 saatlik taze kiiltiir pasajlarinda tek diismiis saf kolonilerden 0.5 McFarland
bulanikliga esdeger bakteri siispansiyonu hazirlandi. AST-N262 test kartlar1 kullanilarak
aygit sisteminin okuyucu boliimiine yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasi otomatize sistem
algoritmasina gore saptanan MIK degerleri kaydedildi. Bu suslar ¢alisma giiniine kadar -

80°C’de stok besiyerinde saklandi.

3.2. Metallo-beta-laktamaz (MBL) Aktivitesinin Belirlenmesi

Oncelikle 0.5 M EDTA stok soliisyonu hazirlandi. Bu amagla, ticari olarak hazir
elde edilen toz haldeki EDTA’nin 18.61 g’1 100 ml steril distile suyla karistirildi.
Karigima NaOH eklenerek pH 8.0°e ayarlandi ve soliisyonun homojenize olmasi saglandi.
Caligma giintine kadar -80°C’de stok besiyerinde saklanan suslar test edilecegi giin kanl
ve EMB agar besiyerlerine pasajlanarak tekrar canlandirma islemi yapildi. Pasaj sonrasi
ireyen bakteriler kontaminasyon problemleride g6z Oniinde bulundurularak
konvansiyonel biyokimyasal testler kullanilarak tekrar tanimlandi. Daha sonra fenotipik
testlerden ¢ift disk sinerji testi, kombine disk testi, MBL E-test ve modifiye Hodge testi

kullanilarak MBL varlig1 agisindan incelendi.
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3.2.1. Cift Disk Sinerji Testi

Bu test i¢in imipenem direngli A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinin taze kiiltiir
pasajlarindan saf olarak elde edilen kolonilerinden 0.5 McFarland bulanikliginda
stispansiyon hazirlandi. Steril ekiivyon kullanilarak Mueller-Hinton agar plaginin
ylizeyine yayildi. Daha sonra imipenem diski (10 ug) besiyeri yiizeyine yerlestirildi.
Imipenem diskinin merkezinden cetvelle 10 mm mesafe dl¢iilerek isaretlenip bos birkagit
disk yerlestirildi. Bos kagit diskin iizerine 0.5M EDTA soliisyonundan pipetle 10 pl
eklendi. Plaklar 35-37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
imipeneme karsi olusan inhibisyon zon ¢apinin EDTA igeren diske dogru genislemesi

MBL varlig1 agisindan pozitif olarak degerlendirildi.% 1%

3.2.2. Kombine Disk Testi

Kombine disk testini uygularken Mueller-Hinton agar besiyeri yiizeyine test
edilecek mikroorganizmalarin taze kiiltiir pasajlarindan elde edilen kolonileri McFarland
0.5 bulanikliginda steril ekiivyon yardimiyla yayildi. Plak igerisine aralarindaki mesafe
22 mm olacak sekilde iki adet imipenem diski yerlestirildi. Imipenem disklerinden birinin
tizerine daha once hazirlamig oldugumuz 0.5 M EDTA soliisyonundan 10 pl eklendi.
Plaklar 35-37°C lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrast EDTA’1 ve
EDTA’s1z imipenem disklerinin zon ¢aplar1 cetvel yardimiyla milimetrik olarak 6l¢iiliip
kaydedildi. Imipenem-EDTA’l1 diskin zon capi tek basina imipenem diski zon ¢apindan

>7 mm oldugunda MBL pozitif olarak degerlendirildi.(®6: 104 105

3.2.3. MBL E-test

Bakteri suslarinin yogunlugu 0.5 McFarland olacak sekilde siispanse edildi.
Mueller-Hinton agar besiyeri yiizeyine steril ekiivyon yardimiyla yayildi. Ticari olarak
hazir elde edilen bir tarafinda 4-256 pg/ml imipenem, diger tarafinda ise sabit
konsantrasyonda EDTA ile birlikte 1-64 pg/ml imipenem igeren E test MBL stripleri
(Liofilchem s.r.1, Italy) steril penset yardimiyla plak iizerine yerlestirildi. Plaklar 35-37°C
lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi birbirine zit yonde olusan iki
elipsin seritle kesistigi noktalardaki MIK degerleri kaydedildi. Imipenem MIK degeri
Imipenem-EDTA MIK degerine oranlandiginda 8 ve iizerinde bir deger bulunmasi

durumunda MBL pozitif olarak degerlendirildi.%®
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3.2.4. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi i¢in imipeneme duyarhi E. coli ATCC 25922 standart susu
kullanildi. Test edilecek bakterinin McFarland 0.5’in 1/10 bulanikligina esdeger
stispansiyonu hazirlanarak Mueller-Hinton agar besiyerinin yiizeyine yayildi. Plagin
merkezine IPM (10 pg) diski yerlestirildi. Test suglari, bu diskin dort bir tarafina
merkezden perifere dogru ¢izgi ekimi seklinde steril ekiivyon ile yayildi. 35°C’de 18-20
saatlik inkiibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibisyon zonunda ¢izgi ekimi yapilan
bakteri kisimlarinda yonca yapragi seklinde goriintii olusmasi ve bu bolgede E. coli

{iremesi pozitif test sonucu olarak kabul edildi.("- 1%
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4. BULGULAR

Eyliil 2012—Ekim 2013 tarihleri arasinda Mikrobiyoloji Laboratuarina génderilen
cesitli klinik 6rneklerden toplam 111 A. baumannii, 140 P. aeruginosa susu izole edildi.
Bu suslardan karbapeneme direng tespit edilen 94 A. baumannii ve 48 P. aeruginosa susu

calisma kapsamina alindi.

Karbapeneme direngli A. baumannii suslariin 36’s1 (%38.4) kan, 27°si (%28.8)
yara, 16°s1 (%]17) trakeal aspirat, 7’si (%7.4) balgam, 2’si (%2.1) beyin omurilik sivist,
2’si (%2.1) dren ucu, 2’si (%2.1) katater ve 2’si (%2.1) idrar 6rneklerinden izole edildi.
Bu suslarin 56’s1 (%59.6) yogun bakim kliniklerinden, 22°si (%23.4) cerrahi kliniklerden,
16’s1 (%17) dahili kliniklerden izole edildi. (Tablo 2.)

Tablo 2. Karbapeneme Direngli A. baumannii Suslarinin Servislere Gore Dagilimi, n(%)

Trakeal Dren

Servis Kan Yara . Balgam Katater BOS idrar Toplam
Aspirat ucu

Yogun bakim 25(26.6) 7(7.4) 16(17.0) 7(7.4) - - - 1(1.1) 56(59.6)
Dahiliye 4(4.3) 3(3.2) - - - 1(1.2) - - 8(8.5)
Pediatri 4(4.3) - - - - - - - 443
Noroloji - - - - - - - 1(1.1) 1(1.1)
Kardiyoloji 1(1.1) - - - - - - - 1(1))
Intaniye - 2(2.1) - - - - - - 2(21)
Genel cerrahi - 2(2.1) - - - - - - 2(21)
Ortopedi - 1(1.1) - - - - - - 111
Plastik cerrahi - 4(4.3) - - - - - - 443
Organ nakli - 1(1.1) - - 2(2.1) 1(1.1) - - 443
Beyin cerrahi  2(2.1) 4(4.3) - - - - 2(2.1) - 8(8.5)
Yanik iinitesi - 2(2.1) - - - - - - 2(21)
Kadin dogum 1(1.1) - 1(1.1)

Toplam 36(?:8.4) 27(28.8) 16(17.0) 7(7-.4) 2(2_.1) 2(2_.1) 2(2-.1) 2(2-.1)

n: izolat sayist

Karbapeneme direngli P.aeruginosa suslarinin 18’i (%37.4) yara, 13’ (%27.1)
kan, 7’si (%14.6) kulak, 4’1 (%38.3)idrar, 3’1 (%6.2) trakeal aspirat ve 3’1 (%6.2) ise
balgam orneklerinden izole edildi. Bu suslarin 21°1(%43.7) cerrahi Kkliniklerden, 14’
(9%29.2) dahili kliniklerden, 13’ (%27.0) ise yogun bakim kliniklerinden gdonderilen
orneklerden elde edildi. (Tablo 3).

Karbapeneme direngli P. aeruginosa suslar1 yogun bakim kliniklerinde 6zellikle
kan ve solunum yolu drneklerinden, cerrahi kliniklerde ise yara yeri drneklerinden daha

baskin olarak izole edildi.
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Tablo 3. Karbapeneme Direngli P. aeruginosa Suslarinin Servislere Gore Dagilimi, n(%)

Servis Kan Yara ;ralfeal Balgam Kulak idrar Toplam
spirat

Yogun bakim  5(10.4)  3(6.2) 2(4.2) 3(6.2) - - 13(27.0)
Dahiliye 4(8.3) 2(4.2) - - - 1(2.1) 7(14.6)
Pediatri 3(6.2) - - - - 1(2.1) 4(8.3)
Noroloji - 2(4.2) - - - 1(2.1) 3(6.2)
Ortopedi - 3(6.2) - - - - 3(6.2)
Plastik cerrahi - 3(6.2) 1(2.1) - - - 4(8.3)
Organ nakli 1(2.1) 3(6.2) - - - 4(8.3)
Uroloji - - - - 1(2.1) 1(2.1)
KBB - 2(4.2) - - 7(14.6) 9(18.8)
Toplam 13(27.0) 18(37.4) 3(6.2) 3(6.2) 7(14.6) 4(8.3)

n: izolat sayisi

Karbapeneme direngli A. baumannii suslarinin hepsi seftazidim, sefepim,
piperasilin, piperasilin-tazobaktam ve ampisilin-sulbaktama da direngli olarak bulundu.
Bu suslar siprofloksasine %98.9, tetrasikline %94.7, levofloksasine %92.5, gentamisine
%91.5, amikasine %87.2 ve SXT’ye %40.4 oraninda direngli olarak saptandi. Kolistin ise
tim suslarin duyarli oldugu tek antimikrobiyal olarak tespit edildi. (Tablo 4)

Tablo 4. Karbapeneme Direngli A. baumannii Suslarinin Antibiyotik Direng Durumlari
n(%)

Antibiyotikler Direncli Orta duyarh Duyarh
Amikasin 82(87.2) - 12(12.8)
Gentamisin 86(91.5) - 8(8.5)
Seftazidim 94(100) - -
Sefepim 94(100) - -
Piperasilin 94(100) - -
Levofloksasin 87(92.5) 7(7.6) -
Siprofloksasin 93(98.9) 1(1.1) -
Tetrasiklin 89(94.7) - 5(5.3)
Piperasilin-tazobaktam 94(100) - -
Ampisilin sulbaktam 94(100) - -
Kolistin - - 94(100)
Trimetoprim sulfametaksazol 38(40.4) - 56(59.6)

n: izolat sayist
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Ayni siire igerisinde izole edilen karbapeneme duyarli 17 (%84.7) A. baumannii
susunun ise 12’sinde (%70.6) piperasiline, 11’inde (%64.7) seftazidim ve sefepime,
5’inde (%29.4) tetrasiklin ve levofloksasine, 4’tinde (%23.5) ampisilin-sulbaktam, SXT,
siprofloksasin ve gentamisine, 3’tinde (%17.6) piperasilin-tazobaktam ve amikasine karsi

direng tespit edildi. Kolistine kars1 direng tespit edilmedi.

Karbapeneme direngli P. aeruginosa suslar1 sefepim ve piperasiline %81.2,
levofloksasine %68.7, siprofloksasine %66.7, piperasilin-tazobaktama %64.6,
gentamisin ve seftazidime %60.4, amikasine %58.3 oraninda direngli olarak bulundu. A.
baumannii suslarinda oldugu gibi P. aeruginosa suslarinda da kolistin direnci tespit
edilmedi. (Tablo 5)

Tablo 5. Karbapeneme Direngli P. aeruginosa Suslarinin Antibiyotik Direng Durumlari
n(%)

Antibiyotikler Direncli Orta duyarh Duyarh
Amikasin 28(58.3) 3(6.3) 17(35.4)
Gentamisin 29(60.4) 3(6.3) 16(33.3)
Seftazidim 29(60.4) 10(20.8) 9(18.8)
Sefepim 39(81.2) 6(12.6) 3(6.2)
Piperasilin 39(81.2) 5(10.4) 4(8.4)
Levofloksasin 33(68.7) 3(6.3) 12(25)
Siprofloksasin 32(66.7) 2(4.1) 14(29.2)
Piperasilin-tazobaktam 31(64.6) 8(16.7) 9(18.7)
Kolitsin - - 48(100)

n: izolat sayist

Karbapeneme duyarli 92 (%65.7) P. aeruginosa susunun 71’inde (%77.2)
sefepime, 55’inde (%59.8) seftazidime, 42’sinde (%45.7) piperasiline, 36’sinda (%39.1)
levofloksasine, 34’tinde (%36.9) siprofloksasine, 19’unda (%20.6) gentamisine, 13’iinde
(%14.1) piperasilin-tazobaktama, 9’unda (%9.8) amikasine karsi diren¢ saptandi.

Kolistine kars1 hicbir susta direng saptanmadi.

A. baumannii suslarinda MBL pozitifligi en ¢ok %98.9 orani ile kombine disk testi
ve cift disk sinerji testi ile saptanirken bunu %97.9 orani ile E-test yontemi ve %95.7

orani ile modifiye Hodge testi takip etmistir.
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P. aeruginosa suslarinda MBL pozitifligi en yiiksek oranda (%100) E-test yontemi
ile tespit edildi. Ayrica kombine disk testi ile %93.7 oraninda, ¢ift disk sinerji testi ile
%89.6 ve modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda MBL pozitifligi saptandi. Kullanilan
dort fenotipik yontemin tamaminda MBL pozitifligi saptama oran1 A. baumannii suslari

icin %88.3 iken P. aeruginosa suslar1 i¢in %31.2 dir. (Tablo 6)

Tablo 6. Test Yontemine Gore MBL Pozitifligi n(%)

Fenotipik yontem A.baumannii  P.aeruginosa

MBL E-test 92(97.9) 48(100)
Kombine disk testi 93(98.9) 45(93.7)
Cift disk sinerji testi 93(98.9) 43(89.6)
Modifiye Hodge testi 90(95.7) 20(41.7)

n: izolat sayist

Sekil 1. MBL Pozitifligi Saptanan Ornek; a) E-test, b) Kombine Disk Testi,
c) Cift Disk Sinerji Testi
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Sekil 2. Modifiye Hodge Testi Pozitif Ornek

MBL varliginin tespiti igin uygulanan testler arasindaki uyum her bir testin E-test

yontemiyle karsilastirilarak her iki testle pozitif ve her iki testle negatif bulunan sus

sayisinin toplam c¢aligilan sus sayisina bolinmesiyle saptanmistir. A. baumannii

suslarinda E-test ile kombine disk testi arasindaki uyum %94.7, ¢ift disk sinerji testi ile

ayni sekilde %94.7, modifiye Hodge testi ile %91.5 oraninda bulunmustur. P. aeruginosa

suslarinda E-test ile kombine disk testi arasindaki uyum %93.7, ¢ift disk sinerji testi ile

%89.6, modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda bulunmustur. (Tablo 7)

Tablo 7. E Test Yontemi ile Diger Fenotipik Testlerin Uyumu

P.aeruginosa A.baumannii
E test E test
Pozitif Negatif Uyum Pozitif Negatif Uyum
Kombine disk testi 45 - %93.7 89 - %94.7
Cift disk sinerji testi 43 - %89.6 89 - %94.7
Modifiye Hodge testi 20 - %41.7 86 - %91.5
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5. TARTISMA

Dogada yaygin olarak bulunan Acinetobacter tiirleri, 6zellikle nemli ortamlarda
uzun siire canli kalarak hastane ekipmaninda ve calisanlarin ellerinde kolonize olarak

yayilmaktadir.@%7

Amerikan Ulusal Nazokomiyal Infeksiyon Siirveyans Sistemi (NNIS) verilerine
gore Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane infeksiyonu insidansinda 6nemli artis
oldugu goriilmektedir. 1975 yilinda Acinetobacter tiirleri GN hastane infeksiyonlarinin
%1.4*{inii olustururken, 2003’te bu oran %6.2’ye ¢ikmistir.1%®

Ventilator tiipii, solunum cihazi, tansiyon aletigibi tibbi ekipman; ayrica yatak
carsaflari, yastiklar, perdeler, televizyon, telefon gibi ¢evresel kaynaklarin A. baumannii
ile kontamine olup salgin boyunca rezervuar gorevi gordiigii bilinmektedir.X% Allen ve

Gren havadan yayilim ilk kez bir gecis yolu olarak bildirmislerdir. 1%

Yapilan ¢esitli calismalarda A. baumannii suslarinin en fazla YBU’nde ve

ozellikle de Anestezi ve Gogiis Hastaliklari YBU’nde infeksiyon etkeni oldugu rapor

edilmektedir.(11-113)

Villers ve ark. Acinetobacter suslarinin en sik solunum sistemi, iiriner sistem, kan
dolagimi, yara yeri ve santral sinir sistemi infeksiyonlarima neden oldugunu
bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan bircok c¢alismada da Acinetobacter suslari en ¢ok

solunum sistemi, kan kiiltiirii, yara ve idrar 6rneklerinden izole edilmigtir.114-116)

Goziitok ve ark.1"’da A. baumannii suslarinin % 59’u Anestezi YBU olmak
tizere %84.4’iinii YBU’nden izole etmislerdir. Bu suslarin %39°u kan, %30’u endotrakeal

aspirat, %17°si idrar, %13’ ise yara 6rneklerinden izole edilmistir.

Bizim ¢alismamizda da A. baumannii suslar1 %59.6 orani ileen ok YBU’den izole
edilmistir. Bu orani cerrahi klinikler ve dahili klinikler takip etmektedir. Yine yapilan
diger calismalara paralel olarak bakteri suslar1 en ¢ok kan, yara ve solunum sistemi
orneklerinden izole edilmistir. Goriildigii gibi hastane infeksiyonlarinda dnemli bir
problem olan direngli A. baumannii, invaziv iglemlerin siklikla yapildigi, komplike
hastalarin oldugu, yogun antibiyotik kullanim gerekliligi olan kliniklerde daha sik etken

olmaktadir.
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NFGNB’den P. aeruginosa hastane ortaminda ve ¢evrede yaygin olarak
bulunabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda %8-25 oraninda hastane infeksiyonlarina neden
oldugu tespit edilmistir. Pseudomonas tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlar ozellikle
yogun bakim {initeleri olmak {izere; yanik iiniteleri, kanser kemoterapisi uygulanan veya

genis spektrumlu antibiyotik kullanilan birimlerde daha sik goriilmektedir.18)

Albayrak®®) 2008 yilinda yaptig1 calismada hastane infeksiyon etkeni olan 100 P.
aeruginosa susunun %53’iiniin YBU, %26 sinin cerrahi klinikler, %9’unun dahiliye ve
%12’sinin diger kliniklerden gonderilen 6rneklerden izole edildigini bildirmistir. Bu

suslarin %541 trakeal aspirat, %19°u yara ve %11°1 idrar kiiltiirlerinden izole edilmistir.

Senbayrak Akeay ve ark.*2) nin yaptiklar1 calismada P. aeruginosa suslari siklik
sirasina gore trakeal aspirat, idrar, kan, BAL, kateter ve yara Orneklerinden izole

edilmistir.

Oztiirk ve ark.“?Y’nin 100 P. aeruginosa susuyla yaptiklari ¢alismada %37°si
trakeal aspirat, %25’i yara, %14’i balgam, %]10’u idrar, %7’si kan ve %7’si diger

orneklerden izole edilmistir.

Bizim ¢alismamizda P. aeruginosa suslari en ¢ok %37.4 orani ile yara ve %27.1
orani ile kan kiiltiirlerinden izole edilmistir. Bunlar1 sirastyla %14.6 orani ile kulak
surinti Ornekleri, %12.4 orani ile solunum sistemi ve %8.3 orani ile idrar ornekleri
izlemistir. Bu suslarin izole edildigi servisler %43.7 orani ile cerrahi klinikler, %29.2
orani ile dahili klinikler, %27.0 orani ile yogun bakim {initeleridir. Bu suslarin gogunlugu
cerrahi kliniklerden gelen yara Orneklerinden izole edilmistir. Yapilan diger
calismalardan farkli olarak hastanemizde P. aeruginosa suslari, A. baumannii suslaria
gore YBU’nden daha az izole edilmistir. Yine solunum sistemi 6rneklerinden izole edilen
P. aeruginosa sus sayisida digerlerine oranla daha azdir. Tim bu veriler 1s18inda
hastanemiz YBU’nde direngli A. baumannii infeksiyonlarinin énemli bir problem haline
geldigi goriilmektedir. Bu durum hastane infeksiyonlarinin oOnlenmesi amaciyla
uygulanan tedbirlerin ve antibiyotik kullanim politikalarinin yeniden gézden gegirilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Acinetobacter infeksiyonlaririnin tedavisinde karbapenem, sulbaktam ve kolistin
ilk tercih edilen antibiyotiklerdir. Ancak, karbapenemlerin ampirik tedavide yaygin

olarak kullanilmasi, bunlara kars1 direng oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Direngli
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Acinetobacter infeksiyonlarinda aminoglikozidler baska bir aktif antimikrobiyal ajanla

kombine olarak kullanilabilmektedir.22

Cogul ilag direngli suslarin izole edilme oranlarindaki artis A. baumannii
infeksiyonlarinin tedavisinde énemli problem olmakla birlikte tedavide kullanilabilecek
antibiyotik se¢eneklerinide azaltmaktadir. Son zamanlarda panrezistan kokenlerle iligkili
infeksiyonlarda bildirilmektedir. Antimikrobiyal direng oranlari merkezden merkeze

farklilik gosterse de cogul direncli kokenlerin giderek artmasi endise vericidir.*%%)

Haziran 2004-Ocak 2005 tarihleri arasinda iilkemizde alti merkezin katildig1 bir

calismada, Acinetobacter suslarinda imipenem direncinin %33 ile %62 arasinda degistigi

bildirilmistir. 4

Ozer ve ark.®?® 2006 yilindaki g¢alismalarinda Acinetobacter suslarindaki
imipenem direncini %56, Bayram ve Balc1“?® %64, Ardig ve ark.?”) %77, Giilhan ve
ark.?8)ise %56 oraninda saptamuslardir. Iraz ve ark.**? 2011-2012 yillarmi kapsayan
calismalarinda imipenem direncini %92 gibi ¢ok yiiksek oranlarda tespit etmislerdir.
Ulusal Hastane Infeksiyonlar Siirveyans Ag1 2011 raporunda hastane infeksiyonlarindan

izole edilen A. baumannii suslarindaki karbapenem direnci %74 olarak bildirilmistir.>

Bizim ¢alismamizda bir y1llik siire igerisinde izole edilen Acinetobacter suslarinda
imipenem direnci %84.7 oraninda saptanmistir. Karbapenemlerin ampirik tedavide sikca
kullanilmas1 son yillarda pek ¢ok iilkede oldugu gibi tilkemizde de karbapenem direncinin
artmasina neden olmustur. Hastanemizde izole edilen Acinetobacter suslarindaki

imipenem direnci de diger merkezlere benzer sekilde yliksek oranda saptanmistir.

Avral ve ark.1'D tarafindan 2010 yilinda yapilan calismada A. baumannii suslarinda

gentamisine %85, amikasine ise %81 oraninda direng bildirilmistir.

Bayram ve Balc1??® cerrahi YBU’nde yaptiklari bir calismada A. baumannii
suslarinin ¢esitli antibiyotiklere diren¢ oranlarini; imipenem i¢in %63.5, amikasin i¢in
%71.6, siprofloksasin i¢in %56.7, seftazidim ve piperasilin i¢in ise %100 olarak tespit
etmislerdir. 2000-2004 yillarinda Hacettepe Universitesi’nde MYSTIC antimikrobiyal
stirveyans programi dahilindeki ¢alisma sonuglarma goére A. baumannii suslarinda
sefepime %63, siprofloksasine %71, piperasilin-tazobaktama %74 ve seftazidime %78

oraninda direng bildirilmistir. 3%
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Caylan®Y  1995-2002 yillar1 arasinda yaptig1 arastirmada Acinetobacter
tiirlerindeki ilag duyarliliklarinin  giderek azaldigi  bildirilmektedir. Imipenem
duyarliliginin %92°den %62’ye, amikasin duyarliliginin %56’dan %42°ye, siprofloksasin
duyarliliginin ise %45°ten %25’e diistiigi rapor edilmistir.

2006 yilinda Alp ve ark.®2 nin yaptiklar1 calismada, A. baumannii suslarinda

piperasilin-tazobaktama %98 ve ampisilin-sulbaktama %63 oraninda direng saptanmistir.

Goziitok ve ark.M"’nin 161 A. baumannii susunu test ettikleri bir calismada
gentamisine %54, amikasine %59, piperasilin-tazobaktama %97, sefepime %095,
siprofloksasine %92 ve levofloksasine %94 oraninda diren¢ saptamisken kolistine karsi
direng tespit etmemislerdir. Ergin ve ark.3® 2004-2010 yillar1 arasinda kan kiiltiiriinden

izole ettikleri 100 A. baumannii susunda kolistine %2 oraninda direng bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda imipeneme direngli olan 94 A. baumannii susunun tamami
seftazidim, sefepim, piperasilin, piperasilin-tazobaktam ve ampisilin-sulbaktama direngli
olarak bulunmustur. Bu suslar siprofloksasine %98.9, tetrasikline %94.7, levofloksasine
%92.5, gentamisine %91.5, amikasine %87.2 ve SXT’ye %40.4 oraninda direngli
bulunmustur. Ayni siire igerisinde izole edilen imipeneme duyarli A. baumannii
suslarinda ise %70.6 orani ile en yliksek direng piperasiline karsi tespit edilmistir.
Seftazidim ve sefepime %64.7, tetrasiklin ve levofloksasine %29.4, ampisilin-sulbaktam,
SXT, siprofloksasin ve gentamisine %23.5 oraninda diren¢ bulunmustur. %17.6 orani ile
en diisiik direng piperasilin-tazobaktam ve amikasine karst saptanmistir. Kolistin ise tiim
suslarin duyarli oldugu tek antimikrobiyal ajan olarak tespit edilmistir. Karbapeneme
duyarli suslarla direngli suslar arasinda diger tiim antibiyotiklere kars1 belirgin duyarlilik

fark1 oldugu goriilmektedir.

Karbapeneme direngli suslarda penisilin, kinolon, aminoglikozid ve
sefalosporinlere yliksek direng oranlari kolistini 6nemli bir tedavi segenegi haline
getirmektedir. Hastanemizdeki A. baumannii suslarindaki yiiksek direng oranlari
nedeniyle bu mikroorganizmanin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kolistin
neredeyse etkin olarak kullanilabilecek tek silah haline gelmistir. Bununla birlikte yapilan
calismalarda kolistinin mutlaka baska bir antibiyotik ile birlikte kullanilmas1 gerektigi,

tek basina kullanilamayacag belirtilmektedir.3
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A. baumannii suslarinda oldugu gibi P. aeruginosa suslarindaki antibiyotik direng
oranlariyla ilgili bir¢ok ¢alisma mevcuttur. 2010 yilinda 100 P. aeruginosa susunda
yapilan bir ¢alismada amikasin %7 ve piperasilin-tazobaktam %8 direng¢ oranlariyla en
etkin antimikrobiyaller olarak tespit edilmistir. Ayn1 c¢alismada imipeneme %18,
seftazidime %45, sefepime %60 oraninda direng saptanmustir.*?Y) Yine iilkemizde 2008
ve 2007 yillarinda yapilan iki ¢alismada P. aeruginosa’da imipenem direnci sirasiyla %49

ve %32 oraninda bildirilmistir. 35 13

Demirdag ve ark.(1%

nin imipeneme direngli 43 Pseudomonas susuyla yaptigi
bir¢alismada %65 seftazidim, %62 siprofloksasin, %69 gentamisin, %83 amikasin, %76

sefepim, %86 piperasilin-tazobaktam direnci saptanmastir.

Hacettepe Universitesi'nde MYSTIC antimikrobiyal siirveyans programi
dahilinde 2000-2004 yillarinda arasinda yapilan ¢aligma sonuglarina gore P. aeruginosa
suglarinda piperasilin-tazobaktama %45, siprofloksasine %47, imipeneme %51,

seftazidime %52, sefepime %59 ve tobramisine %65 oraninda direng saptanmistir. 3%

MYSTIC 2006°da Avrupa’dan 40 merkezin katildig1 ¢aligmanin verilerine gore
1012 P. aeruginosa susunda piperasilin-tazobaktama %215, imipeneme %32,
meropeneme %22, amikasine %23, seftazidime %25, gentamisine %29, siprofloksasine

%33 ve tobramisine %35 direng bildirilmistir.3")

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada cerrahi YBU’nden izole edilen P. aeruginosa
suslarinda imipeneme %26.1, seftazidime %71.3, sefotaksime %96.2, amikasine %29.9,

siprofloksasine %59.2, piperasilineise %69.4 oraninda direng tespit edilmigtir.?®

Avrupa ve Latin Amerika tilkelerini kapsayan SENTRY antimikrobiyal surveyans
programinm 1997-2007 yillar1 arasindaki verileri ile iilkemizde yapilan HITIT-2
antimikrobiyal surveyans programinin 2007 verilerinde piperasilin-tazobaktam en etkili
antipsddomonal ilag olarak rapor edilmistir.**® 139 Yine iilkemizde yapilan bir ¢alismada
2011 yilinda kan kiiltiirlerinde tireyen P. aeruginosa suslarinda piperasilin-tazobaktam
en etkili antibiyotiklerden biri olarak gozlenmistir. Ayni1 ¢alismada amikasine %12,
imipeneme %18, gentamisine %?23 direng¢ saptanmis olup kolistin direnci tespit
edilmemistir.2*? Solunum yoluna ait klinik 6rneklerden izole edilen 20 P. aeruginosa

susunun degerlendirildigi bir baska calismada da kolistin direnci saptanmamuistir. 149
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Bizim ¢alismamizda imipeneme direngli 48 (%34.3) P. aeruginosa susu sefepim
ve piperasiline %81.2, levofloksasine %68.7, siprofloksasine %66.7, piperasilin-
tazobaktama %64.6, gentamisin ve seftazidime %60.4, amikasine %58.3 oraninda
direncli bulunmustur. Imipeneme duyarl 92 (%65.7) P. aeruginosa susunda ise sefepime
%77.2, seftazidime %59.8, piperasiline %45.7, levofloksasine %39.1, siprofloksasine
%36.9, gentamisine %20.6, piperasilin-tazobaktama %14.1, amikasine %9.8 oraninda
diren¢ saptanmustir. Calismamizda P. aeruginosa suslariin higbirinde kolistin direnci
saptanmamustir. A. baumannii suslarinda oldugu gibi P. aeruginosa suslarinda da
antibiyotik direng oranlar1 yiiksek seviyelerde bulunmustur. Universite hastanemizin tiim
bolge illerine hizmet veren son saglik merkezi olup, hasta popiilasyonunun genellikle
invaziv girisimlere maruz kalmig komplike hastalar olmas1 tedavilerinde yiiksek doz ve
agresif antibiyotik kullanimini1 beraberinde getirmektedir. Yogun antibiyotik kullanimi

ise direng gelisimini artirmaktadir.4?)

Imipenem direngli suslarla duyarli suslar karsilastirildiginda karbapenem direngli
suslarin antibiyotik diren¢ oranlarinin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bilindigi
gibi karbapenem direnci bircok antibiyotik direncini de beraberinde getirmektedir.?
Imipeneme duyarli suslarda diger ¢alismalara paralel olarak en etkin antibiyotikler
amikasin ve piperasilin-tazobaktam olarak tespit edilmistir. Imipeneme direngli suslarda
ise amikasin ve seftazidim en duyarli antibiyotiklerdir ancak bunlarinda direng oranlari
%358.3 ve %60.4 gibi ¢ok yiiksek oranlarda saptanmistir. A. baumannii suslarinda oldugu
gibi imipeneme direngli P. aeruginosa suslarindada direncin tespit edilmedigi tek

antibiyotigin kolistin oldugu goriilmektedir.

P. aeruginosa ve A. baumannii suslar1 gerek hastane ortaminda cansiz materyaller
tizerinde kolaylikla tireyebilmesi, gerekse kolonizasyona neden olan bakteriler olmasi
nedeniyle hastalar ve hastane personeli arasinda da rahatlikla yayilabilmektedir.
Hastanemizde o6zellikle yogun bakim kliniklerinde olmak iizere infeksiyon kontrol
Onlemlerine en list diizeyde dnem verilmesi ve ampirik olarak baslanan antibiyotiklerin

kiiltiir antibiyogramla duyarliliginin mutlaka kontrol edilmesi gerekmektedir.

GN bakteriler arasinda MBL iiretimi giderek artmaktadir. Hizla yayilan ve genis
antibakteriyel diren¢ spektrumuna neden olan metallo enzimler infeksiyonlarin tedavisi

i¢in ciddi bir sorun olusturmaktadir.?4® 4 Metallo enzimlerin en 6nemli 6zelligi
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karbapenemleri hidroliz edebilmeleridir. Bazilari ayni zamanda g¢ogu beta-laktam
grubunu da hidroliz edebilir. Dolayisiyla, MBL iireten organizmalar s6z konusu
oldugunda beta-laktam antibiyotiklerin kullanilabilirligi ciddi olarak sinirlanmis olur.?
Cogul direngli tiirlerin yayiliminin 6nlenmesi ve bu tiirlerin neden oldugu infeksiyonlarin
basarili sekilde tedavisi icin MBL enzim varligi basit ve giivenilir bir laboratuar
metoduyla arastirilmalidir. Ancak CLSI kriterlerine gére MBL iiretimini tespit etmede
gegerli bir fenotipik yontem heniiz 6nerilmemektedir. Bununla birlikte MBL E-test, ¢ift
disk sinerji testi, kombine disk testi ve modifiye Hodge testi gibi ¢esitli yontemlerin
kullanildig1 calismalar yapilmakta ve bu c¢aligmalarin bir kisminda sonuglar PCR

yontemiyle karsilastirilmaktadir. %%

MBL enzim varliginin tespiti i¢in kullanilan fenotipik testler i¢inde en yiiksek
duyarlilik ve 6zgiillik E-test yontemi i¢in bildirilmistir. Kore’de 2004 yilinda yapilan
karsilastirmali MBL enzim tayininde bla IMP-1 geni pozitif bulunan A. baumannii
izolatlarmin hepsi, blaIMP-2 geni pozitif A. baumannii izolatlarinin ise %951 E-test ile
MBL pozitif olarak tespit edilmistir. OXA-23 pozitif MBL negatif izolatlarin bir tanesi
E-test ile yanlis pozitif sonug¢ vermistir.**> Walsh ve ark.(%) E-testin MBL enzim

tayinindeki duyarliligini %94 ve 6zgiilliigiinii %95 olarak bildirmislerdir.

Tetik ve ark.19 61 A. baumannii susunda MBL enzim iiretimini kombine disk testi
ile %75, ¢ift disk sinerji testi ile %84, modifiye Hodge testi ile %74 ve MBL E-test ile
%80 oraninda saptamislardir. Cetin ve ark.4® A, baumannii igin MBL iiretimini MBL E-
test ile %80 oraninda bulmuslardir. Ayni sekilde Aktas ve ark.4” da A. baumannii icin

MBL {iretimini E-test yontemi ile %80 olarak tespit etmislerdir.

Jesudason ve ark.“®) karbapenemaz ve MBL iiretiminin tespitinde ¢ift disk sinerji
testini modifiye Hodge testine gére daha duyarli bulmuslardir. Lee ve ark.‘%9 da
Pseudomonas ve Acinetobacter suslarinda c¢ift disk sinerji testinin &zgillik ve
duyarliligim %100, modifiye Hodge testinin duyarliligimi %100, 6zgiilliigiinii ise %88

olarak saptamislardir.

Ulkemizde imipenem direngli 79 Acinetobacter izolatiyla yapilan bir ¢alismada
MBL iiretimi E-test ile %51.9, kombine disk testi ile %58.2, ¢ift disk sinerji testi ile
%55.7, modifiye Hodge Testi ile %69.6 oraninda saptanmis, PCR yontemiyle blaIMP-1
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geni arastirilmig, ancak pozitiflik bulunamamistir. Bu suslardaki MBL {iretiminden

blaIMP-1 dist genlerin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir.:4%)

Altoparlak ve ark.®%? karbapenemlere direngli 40 P. aeruginosa ve A. baumannii
susunda MBL pozitifligini kombine disk yontemi ile %55 oraninda saptamislardir.
Bayraktar ve ark.1%Y P. aeruginosa suslarinda E-test yontemi ile %66.6 oraninda MBL

pozitifligi belirlemislerdir.

Ulkemizde yapilan baska bir ¢alismada 45 NFGNB izolatmin %89°u modifiye
Hodge testi ile, %96’s1 imipenem-EDTA disk yontemi ile MBL pozitif saptanmistir.
Pseudomonas disi NFGNB’lerdeki pozitiflik oran1 Pseudomonas suslarina gore daha
yiikksek oranda saptanmistir. Yine bu ¢alismada Pseudomonas suslarinin %12’°sinde
modifiye Hodge testi ile, %52’sinde imipenem-EDTA disk testi ile pozitiflik tespit

edilmistir.©®®)

As1k®52’1n 2006 yilinda yaptigi calismada Acinetobacter suslarinda modifiye
Hodge testi ile %27 oraninda MBL iiretimi saptanmig, ancak Pseudomonas suslarinin

hicbirinde bu yontem ile pozitiflik belirlenememistir.

Bizim ¢alismamizda tiimii imipeneme direngli olan A. baumannii suslarinda MBL
varlig1 en ¢ok %98.9 orani ile kombine disk testi ve ¢ift disk sinerji testi ile saptanirken,
bunu %97.9 orani ile E-test yontemi ve %95.7 orami ile modifiye Hodge testi takip
etmistir. P. aeruginosa suslarinda tespit edilen en yiikksek MBL pozitiflik oran1 %100 ile
E-test yonteminden elde edilmistir. Kombine disk testi ile %93.7 oraninda, ¢ift disk
sinerji testi ile %89.6 oraninda ve modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda MBL
pozitifligi saptanmistir. A. baumannii suslarinda dort fenotipik yontemin tamaminda
MBL pozitifligi tespit edilme oran1 %88.3 iken P. aeruginosa suslarinda bu oran %31.2

olarak bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda E-test yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmast
nedeniyle A. baumannii suslarinda diger testlerle E-test arasindaki uyumlulugu
hesapladigimizda kombine disk testi ile %94.7, cift disk sinerji testi ile %94.7, modifiye
Hodge testi ile %91.5 oraninda bulunmustur. P.aeruginosa suslarinda ise kombine disk
testi ile %93.7, cift disk sinerji testi ile %89.6, modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda
E-test ile uyumluluk tespit edilmistir.
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E-test yontemi MBL iiretimi tayininde kullanimi1 ve yorumlamasi kolay bir test
olarak 6ne ¢ikmaktadir. MIiK degeri tespitine dayanmasi daha rasyonel bir sonug
vermektedir. Yapilan ¢alismalardada yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir fenotipik
test oldugu bildirilmektedir.14%

Modifiye Hodge testi ise MBL tespitinde diger fenotipik yontemlerden farkli
olarak enzim inhibisyonu temeline dayanmaz. MBL enzimi iireten bakteri varliginda
aslinda imipeneme duyarl olan bir bakteriye imipenemin etkisiz hale gelmesi sonucu
diskin etrafinda tiremenin goriilmesi ile test pozitif kabul edilir. OXA ve MBL gibi
enzimlerin varligimmi birlikte tespit edebilmesi ve uygulamasi kolay bir test olmasi
nedeniyle kullanisl bir yontem oldugu diistintilmektedir. Ancak bu enzimlerin ayirimini
ortaya koyamamast nedeniyle epidemiyolojik olarak kullanigli bir test olarak
goriilmemekle birlikte AmpC iireten suslarla azalmis ya da kaybolmus porin salinimi
yalanc1 pozitif sonuglara neden olabilmektedir.!531%) Yine modifiye Hodge testinin
degerlendirilmesinin diger testlere gore subjektif olmasi testin sonuglarini etkilemektedir.
Bizim ¢alismamizda modifiye Hodge testi A. baumannii suslarinda diger testlerle
paralellik gosterirken, P. aeruginosa suslarinda pozitiflik oraninin diisiik olmasi yorum

farki kaynakli olabilecegini diislindiirmektedir.

Cift disk sinerji testide yapilan ¢alismalarda duyarliligr yiiksek bir test olmasina
karsin bu testin en 6nemli problemi diskler arasindaki mesafe imipenem disk ¢apinin
yarist kadar uzatildiginda sonuglarin negatif olarak degerlendirilebilmesine neden
olmasidir. Bu nedenle bir ¢cok calismada kombine disk yontemi cift disk sinerji testine

tercih edilmektedir.5")

MBL tayini i¢in yapilan tiim ¢alismalar dikkate alindiginda fenotipik yontemlerin
uygulanmasi sirasindaki kiigiik detaylarin sonuglari etkiledigi gortilmektedir. Molekiiler
testler MBL tayini i¢in en giivenilir yontem olmakla birlikte bu testlerin rutin
mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanilmasi is giicii ve maddi olanaklar agisindan her
zaman miimkiin degildir. Uyguladigimiz fenotipik yontemler arasinda farklar olmasina
ragmen hepsinde pozitiflik orani yiiksek bulunmustur. Hastanemizde A. baumannii ve
P.aeruginosa suslarinda yiiksek oranda karbapenem direnci ve MBL iiretimi mevcuttur.
MBL enzimlerinin aztreonam hari¢ tim beta-laktam antibiyotiklere yiiksek diizeyde

dirence neden olmasi yaninda beraberinde tasinabilen diger direng genleriyle
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aminoglikozidlere ve florokinolonlara karsi da ¢oklu direng olusturmasi bu enzimi tagiyan
bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde 6nemli bir problemdir. Bu direng
genleri siklikla hareketli elemanlar tizerinde tasindiklarindan farkli suslar arasinda

horizontal olarak yayilabilmektedir.°®)
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6. SONUC VE ONERILER

Imipenem direngli 94 A. baumannii ve 48 P. aeruginosa susunu kullanarak MBL

varligini arastirdigimiz ¢alismada;

1. Hastanemizde A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda yiiksek oranda
karbapenem direnci ve MBL iiretimi saptanmis olup bu suslarin tamaminda etkili olan

tek antimikrobiyalin kolistin oldugu tespit edilmistir.

2. A. baumannii suglarinda MBL varlig1 en ¢ok %98.9 orani ile kombine disk testi
ve ¢ift disk sinerji testi ile saptanirken, bunu %97.9 orani ile E-test yontemi ve %95.7
orani ile modifiye Hodge testi takip etmistir. P. aeruginosa suslarinin tamaminda E-test
yontemi ile MBL varlig1 tespit edilirken, kombine disk testi ile %93.7 oraninda, ¢ift disk
sinerji testi ile %89.6 oraninda ve modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda tespit
edilmistir. A. baumannii suslarinda dort fenotipik yontemin tamaminda MBL pozitifligi

tespit edilme oran1 %88.3 iken P. aeruginosa suslarinda bu oran %31.2’dir.

3. A. baumannii suslarinda E-test ile kombine disk testi arasindaki uyum %94.7,
cift disk sinerji testi ile %94.7, modifiye Hodge testi ile %91.5 oraninda bulunurken; P.
aeruginosa suslarinda kombine disk testi ile arasindaki uyum %93.7, ¢ift disk sinerji testi

ile %89.6, modifiye Hodge testi ile %41.7 oraninda bulunmustur.

4. MBL tayini i¢in yapilan tiim ¢aligmalar dikkate alindiginda fenotipik testlerin
uygulanmas1 sirasinda diskler aras1 mesafenin dogru ayarlanmasi, test sonucunun

yorumlanmasi gibi kii¢iik detaylarin sonuglari etkiledigi goriilmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda; MBL enziminin GN bakteriler arasinda hizla yayilmasi ve
tedavide kullanilabilecek bir MBL inhibitoriiniin bulunmamasi1 nedeniyle uygun
antimikrobiyal ajan se¢imine yardimci olmasi ve hastane infeksiyonlarinin 6nlenmesinde
epidemiyolojik veriler saglamasi amaciyla MBL varliginin saptanmasi oldukca
onemlidir. Hastane infeksiyonlarinin onlenmesi amaciyla hasta bakimi ve tedavisinde
ortak kullanilan alet ve cihazlarin uygun dezenfeksiyon ve sterilizasyon islemleri sonrast
kullanilmasi, el hijyenine dikkat edilmesi ve hastane infeksiyonu kontrol dnlemlerinin

taviz verilmeksizin uygulanmasi gerekmektedir.
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