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GIRIS ve AMAG

Hastane infeksiyonlari; olusturdugu ekonomik maliyet, morbidite,
mortalite oranlarindaki yukseklik nedeniyle tum dinyada oldugu gibi

ulkemizde de 6nemli bir saghk sorunudur (1- 3).

P. aeruginosa minimal Ureme kosullarinda bile Ureyebilmesi, dogada
yaygin olarak bulunmasi, degigik virulans faktorlerinin olmasinin yanisira,
dogal olarak varolan ve buna ek olarak gelistirdigi direng mekanizmalari ile
oldukga 6nemli bir bakteridir ( 2 ). Pseudomonaslar yodun bakim Uniteleri,
yanik Uniteleri, mekanik ventilatorler, kanser kemoterapisi uygulanan veya
genis spektrumlu antibiyotik kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve

bu durum invazif infeksiyonlara yatkinlik olusturmaktadir( 4, 5 ).

Hastane infeksiyonlarinda Pseudomonaslari 6nemli hale getiren
virulans faktorlerinin yanisira antibiyotik direng durumlaridir.
Pseudomonaslarin  beta-laktam antibiyotik direnci c¢esitli mekanizmalara
bagli olarak gelisir. Bunlar AmpC tipi beta-laktamaz sentezlenmesi,
geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar, karbapenemazlar, dis membran
gecirgenliginde azalma ve aktif disa pompalama mekanizmalaridir. Bunun
digsinda aminoglikozit degistirici enzimlerle aminoglikozitlere, DNA giraz-
enzim mutasyonlari ile kinolonlara direng kazanirlar. Ayrica birkag direng
mekanizmasinin birlikte goruldugu cogul direngli suslar P aeruginosa’da

yaygindir. Bu durumda tedavi segenekleri oldukga sinirlidir (1, 3, 6-10 ).

Tam bu veriler 1s1ginda P. aeruginosa ’ya bagli hastane infeksiyonu ve
diren¢ sorunun olacagl buyuk hastanelerde rutin antibiyotik duyarlilik
testlerinin yanisira beta-laktamaz Uretimi de izlenmelidir. BOylece tedavi
basarisi, direng gelisimi ve yuksek maliyet sorunu kontrol altina alinabilir.
Pseudomonas infeksiyonlarinin tedavisi sirasinda da direng gelisebilecegi
ve bu durumda tedavide kullanilabilecek alternatiflerin bilinmesi oldukca
onemlidir ( 11, 12)).



Bu calismada P. aeruginosa infeksiyonlarinda diren¢ durumunun
saptanmasi ile ampirik tedavi segeneklerine ve etkin tedavi yaklasimlarina
katki saglanmasi amaclanmistir. Calismamizda Haydarpasa Numune Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole
ettigimiz P aeruginosa suglarinda antibiyotik duyarhliklari ve bu
bakterilerdeki Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL), indiiklenebilir
Beta-Laktamaz (iBL) ve Metallo Beta-Laktamaz (MBL) iiretimi arastiriimistir.



GENEL BILGILER

PSEUDOMONASLAR VE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
Mikrobiyoloji

Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae ailesi iginde yer
alan Gram negatif, nonfermentatif, sporsuz, polar flagellalari ile hareketli,
aerobik basillerdir. Bazi izolatlar nitrat ya da arginin kullanarak anaerob
ortamda da ureyebilirler. P. luteola ve P. oryzyhabitans disinda oksidaz
pozitiftirler. En iyi 37 °C’de Urerler, 42 °C’de de Ureyebilirler, ancak 4 °C’de
ureyemezler. Pyoverdin adi verilen yayilabilen floresan pigmenti ve klinik
izolatlarin yarisindan fazlasinda goérilen suda ¢dzlnebilen pyosyanin
pigmenti Uretirler. Bazi suslar rengi koyu kirmizi olan piyorubin ve siyah olan
piyomelanin pigmenti Uretir. Nitratlardan gaz olustururlar, L-arginin dehidrolaz
pozitif, L-lizin dekarboksilaz negatiftirler. Simmon’s sitrat ve katalaz
pozitiftirler (13-16).

Biyokimyasal karekterler baz alindiginda farkli sekerlere karsi olan
oksidasyonlarina, 42°C de buyume o6zellikleri ve flagellar yapilarina gore
sus ayirimi yapilabilir. Pyosiyanin pigmenti Uretimi ve tath Gzim benzeri koku

P. aeruginosa igin spesifik ayirma kriteri olarak kabul edilmektedir (15, 16).

Epidemiyoloji

P. aeruginosa toprakta, suda, hayvanlarda, bitkilerde ve insanlarda
bulunabilir. Insanlarda énemli bir firsatci infeksiyon etkenidir. Bitkilerde ve
hayvanlarda da patojen olabilir. Fiziksel ve kimyasal sartlara oldukga kolay
uyum saglar. Ozellikle nemli ortamlarda kolay Ureyebilir, insanlarda perine,
aksilla ve kulaklarda kolaylikla kolonize olabilir. Hastanelerde solunum destek
cihazlari, temizleme solusyonlari, lavabolar, paspaslar gibi her yerde

varliklarini strddrebilirler (14, 15).



Patogenez

P. aeruginosa saglikli insanlarda saprofit olarak bulunur ve nadiren
hastalija sebep olur. Yanik, kanser kemoterapisi, HIV infeksiyonu, nétropeni
gibi normal savunma mekanizmalarinin bozulmasi, uzun sureli genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, Uriner kateter, entubasyon gibi savunma

mekanizmalarinin bozuldugu durumlarda infeksiyona neden olur ( 17).

Pseudomonas aeruginosa infeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve
sistemik yayilim olmak tzere U¢ asamada gelisir. Cilt ve mukoza yuzeylerine
kolonize olan bakterilerin yayiliminda virtlans faktorleri, konagin immun
direnci ve fiziksel savunma mekanizmalari énemli yer tutar. infeksiyon
kolonizasyon agamasinda kalabilir ya da sistemik infeksiyona ilerleyebilir
(13-16).

Pseudomonas aeruginosa’nin virulans faktorleri

Pili ve Fimbrialar: Konak epitel hiicrelerinin ylizeyinde bulunan GM-1

gangliosid reseptorlerine tutunmayi saglar. Piller en 6nemli adherans
faktorudar ( 14-16).

Polisakkarid kapsul: Glikokaliks, Eksopolisakkarid ya da Alginate

olarak da adlandirilan bu kapsuler yapi, monnuronik ve glukronik asitten
olusur. Ozellikle mukoid suslarda bulunur. Misin salgilanmasi, bakterinin
fagositozdan korunmasi, aminoglikozidler basta olmak tzere antibiyotiklerin
bakterisidal aktivitesinin azalmasi ve biyofiim tabakanin olugmasi gibi

iglevleri vardir ( 14-16).

Noérominidaz: Pseudomonas cinsi bakteriler sialik asidin olmadigi

gangliozid reseptorlerine oncelikli baglanirlar. Noéraminidaz da sialik asidi

uzaklastirarak pilinin GM-1 reseptirlerine baglanmasini kolaylagtirir( 14-16).



Endotoksin: Lipopolisakkarit yapida olup, arasidonik asid
metobolitlerinin Uretimini sitimlle ederek ates, sok, dissemine intravaskuler
koagulasyon ve metobolik degisikliklerle karakterize septik sok sendromuna
neden olur ( 14-16).

Ekzotoksin A (Lipid A): P. aeruginosa’nin en 6nemli virtlan

faktoradar. Memeli hicrelerinde nikotinamid adenin dinukleotid (NAD)’in
elongasyon faktor 2 (EF2)'ye baglanmasini saglayarak protein sentezinin

inhibisyonuna sebep olur ( 14-16).

Enterotoksin: Normal gastrointestinal aktivitenin kesintiye ugramasina

neden olarak diyareye yol agar (15, 16).

Pyosyanin: Solunum yollari siliyer aktivitesinin kesintiye ugramasindan
ve akcigerde oksidatif ve nétrofil baglantili doku hasarindan  sorumludur
(14-16).

Ekzoenzim S-T (ExoS): Ekstrasellller toksinler olup, bakterilerin

yayllmasini ve invazyonunu kolaylastirici etkisi vardir. Virulansi yuksek

suglarda gugli nekrotik etkisi deneysel olarak gosterilmigtir( 14-16).

Ekstraselliler proteazlar ( Elastaz-alkalin proteaz): Elastaz enzimi

elastin iceren doku hasarindan sorumludur. Akciger parenkim hasarina ve
hemorajik deri lezyonlari olan ektima gangrenozuma neden olur. NOotrofil
kemotaksisini engeller, bakterilerin yayilmini artirir. Kronik pseudomonas

infeksiyonlarinin gogunda elastaza karsi antikor saptanmistir ( 15, 16).
Hemolizinler: Hemolizinlerden fosfolipaz C 1si degisken, ramnolipid
IsI degigken olmayan hemolizin 6zelliginde olup siliyer aktivitenin azalmasi ve

alt solunum yolu infeksiyonlarinin olusmasindan sorumludur ( 15, 16).

Sitotoksin _ (I6kosidin): Lokosit fonksiyonlarini  bozar, deney

hayvanlarinda pulmoner mikrovaskuler hasar yaptigi gosterilmistir ( 15, 16).



Tablo 1. P. aeruginosa ’'nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri

Pseudomonas aeruginosa’nin virtlans faktorleri

Virldlans faktorleri

Biyolojik etkileri

Yapisal faktorler

Kapsul:

Noéraminidaz:
Piluslar ve nonpilus

adezinler:
Lipopolisakkarid:

Pyosyanin:

Toksin ve Enzimler
Ekzotoksin A:

Ekzototoksin S:
Sitotoksin:

Elastaz , Alkalin proteaz:

Mukoid polisakkaridin yapiimasi
Adhezyon saglanmasi
Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltiimasi

Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun onlemesi

Piluslarin adezyonunun kolaylastiriimasi
Akciger ve yara yerine adezyon saglanmasi

Endotoksik aktivite

Siliyer fonksiyonun bozulmasi,
inflamasyonun baslatiimasi

Toksik oksijen radikallerinin salinmasi ve doku hasari

Protein sentezinin EF2 etkileyerek dnlenmesi
Doku hasarinin olugsmasi

immiinstipresyonun saglanmasi
Protein sentezinin dnlenmesi, immunosupresyon
Lokosit fonksiyonlarinin bozulmasi

Pulmoner mikrovaskuler yapilarin hasarlanmasi
Elastin iceren dokularin harabiyeti

Fosfolipaz C: Inflamasyonun baslatiimasi

Rhamnolipid: Lesitin iceren dokularin harabiyeti ve pulmoner siliyer
aktivitenin inhibisyonu

Klinik
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Pseudomonaslar yuzeyel deri infeksiyonlarindan sepsise kadar farkli
klinik tablolara sebep olabilen, yuksek morbidite ve mortalitesi ile dnemli bir

insan patojenidir.

Pseudomonaslar oncelikli olarak nozokomiyal patojen olup, saglkli
insanda nadiren hastalik olusturur. Ozellikle hastane ortaminda, bagisik
yaniti ve savunma sistemleri bozulmus insanlarda firsat buldugunda her
sistem ve organda infeksiyon olugturabilir. 1990-1996 yillari arasinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan Ulusal Hastane infeksiyonlarini
izleme Servisi (NNIS) verilerine gére P.aeruginosa pnémonilerde ikinci, triner
sistem infeksiyonlarinda Gglncd, cerrahi alan infeksiyonlarinda dérdinca ve

bakteriyemilerde yedinci sirada izole edilmistir ( 14-17).

Pseudomonaslarin en sik neden oldugu infeksiyonlar: ndtropenik
hastalarda, mekanik ventilasyon destegindeki hastalarda ve kistik fibrozlu
hastalarin akut alevlenmelerinde gorulen pnomoniler, notropenik hastalar ve
HIV infeksiyonunu da iceren bagisikhgr kirllmig hastalardaki bakteriyemiler,
yanik sonrasi gelisen yanik yarasi infeksiyonlari, diyabetik hastalarda ve
yuzlculerin kulaginda gelisen malign otitis media, beyin cerrahisi, kafa
travmasi, intraventrikiler sant ve Beyin Omurilik Sivisi ( BOS) sizintisi ile
komplike menenjit ve beyin apseleri, penetran yaralanma ve intraokuler
cerrahi, kontakt lensler ile endoftalmit ve keratit, hemotojen yayilim ya da
penetran travma veya cerrabhi ile iligkili septik artrit, osteomiyelit, primer veya
metastatik odaklardan kaynaklanan deri ve yumugak doku infeksiyonlari,
intravendz ila¢ kullananlarda dogal kapak endokarditi ve prostetik kapak
endokarditi olarak sayilabilir ( 14-19).

Antimikrobiyal duyarhhk:
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Toplumdan  kazanilmis P.  aeruginosa izolatlari  genellikle
antipseudomonal penisilinlere (tikarsilin ve piperasilin ), aminoglikozidlere
(gentamisin, tobramisin, amikasin), siprofloksasin’e, sefoperazon’a,
seftazidim’e,  meropenem’e ve imipenem’e hassastir. Antistafilokokkal
penisilinler, sulbaktam-ampisilin, ampisilin, amoksisilin, amoksilin-klavulanik
asid, 1. ve 2. kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, trimetoprim
sulfametaksazol, nalidiksik asid’e dogal olarak direncglidir. Tetrasiklinler,
makrolidler, rifampin, kloramfenikol, sefiksim, sefpodoksime ise kural olarak
direnglidir. Tikarsilin, piperasilin, seftazidim, sefepim, sefpirom, sefoperazon,

karbapenemler ve aztreonam antipseudomonal beta laktamlardir ( 15).

Pseudomonas aeruginosa genetik olarak birgok antibiyotige dogal
olarak direncli olmasinin yanisira kemoterapi sirasinda da ¢ogul direngli
suslar ortaya c¢ikabilmektedir ( 20, 21). Bu diren¢ mekanizmalari baslica su

sekildedir:

= Beta laktamaz salinmasina bagli direng; Kromozomal ve plazmid
kaynakl beta laktamazlarin Gretimi.

= Antibiyotik hedeflerinde degisiklik sonucu olusan direng; Penisilin
baglayan proteinler (PBP)'deki degisime bagli olan bu diren¢ Gram
negatif bakterilerde yaygin degildir. Bununla birlikte pseudomonas
cinsi bakterilerde beta-laktamaz Uretmeyen suslardaki penisilin
direncine dusuk afiniteli PBP’ler neden olur .

= Dis membran gecirgenliginin azalmasi ile kazanilan direng; Porin
proteinlerinde degisiklik.

= Aktif disa pompalama sistemi ile antibiyotigin disari atilmasina bagli

direng.
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Aktif Diga Pompalama Sistemleri; Pseudomonaslarda beta laktamazlardan
sonra en onemli direngc mekanizmalar aktif disa pompalama sistemleridir.
GunUmuzde aktif disa pompalama sistemleri en iyi P. aeruginosa ’'da
arastinimistir. Aktif disa pompalama sistemleri yapisal olup normalde
duzenleyici genler ile kontrol altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa
pompalama sistemlerinin asiri galismasini ve antimikrobiyallerin de disari

atilmasina neden olur ( 24, 25).

P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-
OprM aktif disa pompalama sistemleri tanimlanmigtir. MexAB-OprM aktif

digsa pompalama sistemi en iyi tanimlanmis olanidir ( 26).

Aktif pompalama sistemi ile kazanilan diren¢ c¢ogul direng genine
sahip fenotipler olusturur ( Tablo 2 ). MexAB-OprM aktif pompalama sistemi
imipenem hari¢ tum betalaktamlara ve kinolonlara diren¢ olusturmasi ile
onemlidir. MexCD-OprJ aktif pompalama sistemi 4. kusak sefalosporinlere
direng olusturur. MexEF-OprN aktif pompalama sistemi karbapenemlerde de

dirence neden olabilir ( 25- 29).

Tablo 2. P. aeruginosa’da bulunan aktif disa pompalama sistemleri

Sistem Dizenleyici mutasyon Direncin olustugu antibiyotikler

gen geni

MexAB-OprM mexR nalB ve nalC  imipenem disinda beta laktamlar, kloramfenikol, eritromisin,
kinolonlar, tetrasiklin, trimethoprim, sulfonamid, novobiosin

MexCD-Oprd nfxB  nfxB imipenem disinda beta laktamlar, kloramfenikol, eritromisin,
kinolonlar, tetrasiklin, trimethoprim, novobiosin

MexEF-OprN  mexT nfxC Kloramfenikol, kinolonlar, trimethoprim.

MexXY-OprM  mexZ Karbenisilin, seftazidim ve imipenem hari¢ beta laktamlar,
aminoglikozidler, kloramfenikol, eritromisin, kinolonlar,

tetrasiklin, novobiosin
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Multiple antibiyotik direnci ( MAR) P. aeruginosa’ da gogul antibiyotik
direncine sebep olur ve en az U¢ mutasyon sonucu ortaya ¢ikar. Bunlar
nalB, nfxB, nfxC gen mutasyonlaridir. Bunlarin hepsi diizenleyici genlerdeki
degisikliklere ek olarak aktif disa pompalama sistemlerinde agiri salinmaya
neden olurlar ( 25-29).

Dis Membran Porin Defektleri; Dis membran gram negatif bakteriler igin
oldukca énemlidir. P. aeruginosa dis membranindaki asil porin proteini OprF
dir. OprB, OprC, OprD, OprE yardimci porin proteinleridir. OprD porin kaybi
karbapenem direncini gosterir. Bu durumda meropeneme duyarlilik azalirken,
imipeneme direng ortaya ¢ikabilir. P. aeruginosa tedavisinde ilk haftanin
sonunda OprD kaybi ile yaklasik olarak % 50 oraninda karbapenem direnci

saptandigi gosterilmistir (25,26,30).

Plazmid kaynakli fosforilasyon, asetilasyon, adenilizasyon ile
enzimatik hidroliz, permeabilite azalmasi, ribozomal hedeflerdeki degisiklikler,
kromozomal kaynakli aphA gen mutasyonlari aminoglikozid direncinin
olusmasina katkida bulunur. Ayrica aktif disa pompalama sistemleri de bu

dirence neden olurlar ( 31, 32 ).

Pseudomonas aeruginosa’da DNA giraz ( Topoizomeraz Il)
mutasyonlari, dis membran proteinlerinin 6zelliklede OmpF, OmpC defektleri
ile olusan dis membran gegirgenliginin degismesi ve aktif diga pompalama

sistemlerinin hepsi kinolon direncine neden olur ( 33- 36 ).
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BETA- LAKTAMAZLAR

Beta-laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerde beta-laktam
halkasinin amid baglarini parcalayarak etki gdsterirler. Kromozomal ya da
plazmid kaynaklidirlar ( 37-41).

Beta-laktamazlarin siniflamasi ilk defa 1973 yilinda Richmand and
Sykes tarafindan yapilmig, 1976 yilinda ise Sykes ve Matthew tarafindan
genisletiimigtir. Beta laktamazlar ilk olarak penisilinleri hidrolize etmeleriyle
tanimlanmigti. Bundan sonra her yeni beta laktam grubu antibiyotik
kullaniimasiyla bu tabloya yeni beta-laktamazlar eklenmistir (37, 38).
Oksimino sefalosporinlerin 1980’ lerin basinda kullaniimasiyla GSBL
1980’lerin sonlarina dogru beta laktam/beta laktam inhibitdrlerinin  yaygin
kullanimiyla inhibitér rezistan TEM enzimleri, 1990’larda sefamisinlerin
kullanimiyla plazmid kaynakhh Amp-C type enzimler, daha sonra da
karbapenemlerin yaygin kullanimiyla karbapenemazlar ortaya gikmigtir. Beta-
laktamazlarin siniflamasi Tablo 3’ de gosterilmigtir (37, 38). Son yillarda
genislemis spektrumlu beta laktamazlar, inhibitér-rezistan beta-laktamazlar,
AmpC-tipi enzimler ve metallo-beta-laktamaz ve non metallo-beta-laktamaz

tip karbapenemazlarda oldukga fazla sayida artis gozlenmigtir ( 37-41).

15



Tablo 3. Beta laktamazlarin siniflandirmasi

Beta laktamaz siniflandirmasi

Bush-Jacoby-Medeiros Ambler

Fonksiyonel grup Molekuler siniflama
Grup 1 sefalosporinazlar Sinif C sefalosporinazlar
Grup 2 penisilinazlar Sinif A penisilinazlar

2a Stafilokokal penisilinazlar

2b TEM-1 ve SHV-1 Beta-laktamazlar
2be-ESBLler

2br-inhibitor direncli Beta-laktamazlar
2c-karbenisilinazlar
2e-sefalosporinazlar

2f-karbapenemazlar

Grup 2d Sinif D kloksasilin hidrolize eden enzimler
(OXA)

Grup 3 (3a, 3b, 3c) Sinif B metallo-beta-laktamazlar

Grup 4 Siniflanmamis

Bush ve arkadaslari substrat 06zgulligu ve beta-laktamaz
inhibitérlerine duyarlihginin temel alindigi fenotipik siniflandirma ile tim
enzimleri siniflandirmis ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda antibiyogram
ile iligki kurulabilmesi gibi avantajlar saglamigtir. Dezavantaji ise tek bir nokta
mutasyonu ile substrat 6zgulligunin degisebilmesidir. Bu enzimlerin
molekuler siniflandiriimasi ise 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilmistir.
Molekdler sinif A, C ve D’nin aktif bolgelerinde serin bulunurken, sinif B’ de
ise ¢inko bulunur. Beta-laktamazlarin nukleotid dizilenmesini esas alan bu

siniflama mutasyonlardan etkilenmemektedir (38- 40, 42, 43).

Kromozomal Kaynakli Beta-Laktamazlar

Hemen hemen tim Gram negatif bakterilerde kromozomal kaynakh

beta-laktamazlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda en 6nemli olan enzimler;
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sefalosporinaz aktivitesi gosteren ve Bush siniflandirmasinda Grup 1’de yer
alan enzimlerdir. Bu enzimlerin énemli 6zelligi induklenebilir olmalaridir ( 37-
43 ).

Molekiiler sinif C AmpC Tip indiiklenebilen Beta-Laktamazlar (IBL)

AmpC tipi beta laktamaz enzimleri molekuler sinif C ve fonksiyonel
grup 1 olup, genellikle oksiminosefalosporinlere (seftriakson, sefotaksim),
sefamisin grubu sefalosporinlere direnglidir ( 37, 38, 40, 42). Klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmazlar.
Bircok Gram negatif bakteride bulunmakla beraber AmpC tipi enzim igeren
baslica bakteriler; Enterobacter spp,C. freundii, Serratia spp, P. stuartii,

P. rettgeri, Pseudomonas spp. ve Hafnia alvei'dir ( 37- 40).

IBL sentezleyen bakterilerde 10° -10” sikliginda devamli yiiksek
dizeyde enzim sentezleyen dereprese denilen mutantlar olugsmaktadir.
Dereprese mutantlar  IBL sentezleyen bakteri topluluklarinda zayif
indukleyiciler ile tedavi sirasinda ortaya cgikabilen labil beta-laktamazlardir.
ikinci kusak, tgiincli kusak sefalosporinler, aztreonam, (reidopenisilinler ve
karboksipenisilinler zayif indukleyicilerdir.  Dereprese mutantlarin
seleksiyonunda infeksiyonun yeri, bakteri yogunlugu, antibiyotigin dagilimi
ve kullanilan antibiyotikler onemlidir. Karbapenemler hem indukleyici hem
de dereprese mutantlara etkili oldugu igin seleksiyona yol agmaz. Dereprese
mutantlarin segilme riski nedeniyle, genigletiimis spektrumlu sefalosporinlerin
IBL sentezledigi bilinen bakteriler ile gelisen Uriner sistem infeksiyonlari

disindaki infeksiyonlarda kullaniimasi sakincaldir ( 44-47).

IBLlerin yapisal genlerine ampC adi veriimektedir ve bunlar ampR
denilen aktivator represor genler ( LysR tip transkripsiyonel genler) tarafindan
kontrol altinda tutulur. Bu bolge ampD genlerinin baskilayici etkisi altindadir.
iBL'ler igin gerekli olan gen driinleri ve proteinler Tablo 4’de gdésterilmektedir
( 37-40).
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Tablo 4. Gram Negatif Bakterilerde Beta-Laktamaz indiiksiyonu icin Gereken

Proteinler

IBL’ lerde gerekli olan proteinler ve fonksiyonlari

Protein Rolu

Amp R Transkripsiyonun duzenlenmesi

AmpG Induksiyon sinyalinin gegirilmesi

AmpD Beta-laktamazlarin kontrol altinda tutulmasi
AmpE Represyonun artisi

PBP2 Beta-laktamlarla etkilesime giren proteinler

IBL Urettigi bilinen bakterilerde dikkat edilecek noktalar sunlardir ( 42).

= |BL varligi laboratuvardan bildirilmemis olsa da Enterobacter spp,
C. freundii, Serratia spp, P. stuartii, P. rettgeri, Pseudomonas spp.
ve Hafnia alvei turlerinin bu 6zellikte oldugu ve antibiyogramlarda
yalanci olarak antibiyotiklere duyarli gorulebilecekleri
unutulmamalidir.

= Bu suslarla geligsen infeksiyonlarda 2. ve 3. kusak sefalosporinler
ve aztreonam’in tek baslarina kullaniimasindan kaginiimalidir.

» Tedavi sirasinda direng gelisebileceginden uzun sureli tedavi
gerekiyorsa bu suslarin antibiyogramlari  3-4 gunde bir
tekrarlanmalidir.

= Dereprese beta-laktamazlar sentezleyen ve ayni zamanda dis
membran porinleri eksik olan P. aeruginosa suslari vardir. Bunlar
birgcok beta-laktam antimikrobiyal yaninda karbapenemlere,
temosilin, sefepim ve sefpiroma da direnglidirler.

= |ndiiklenebilen AmpC tipi beta-laktamazi olmayan bakteri tirlerinde
kromozomal beta-laktamazlarin asiri uretimi ile olan direng
Ozelliginin gortilmesi plazmid kaynakli AmpC tipi beta-laktamazi
dusundurmelidir ( 48- 50).

Molekiler Sinif Ada Bulunan Kromozomal Beta-Laktamazlar
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Gram negatif bakterilere 6zglu olan kromozomal enzimlerin ¢ogu
molekuler sinif C’dedir. Molekuler sinif Ada da kromozomal enzimler
bulunmaktadir. Farkli substratlar Uzerine olan etkilerine gore bu enzimler
Bush siniflandirmasinda 2b, 2be ve 2e’de yer alirlar (37, 38, 49).

Molekiler Sinif B'de Bulunan Kromozomal Beta-Laktamazlar

Bu sinifda yer alan enzimlere metallo- beta-laktamazlar’da
denilmektedir. Bunlar Bush siniflamasina goére grup 3 de yer alirlar.

Karbapenemazlar bolimunde bu enzimler anlatilacaktir ( 37, 38, 49).

Plazmid Kontroliindeki Beta-laktamazlar

Plazmidlerce kodlanan beta-laktamazlar dort molekiler sinifta da yer
almaktadir, ancak bunlardan en dnemlileri gram negatif bakterilerdeki TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 enzimleridir. Bu enzimler molekiler sinif A fonksiyonel
grup 2b’de yer alirlar ve genig spektrumlu enzimler olarak adlandirilirlar.
Klavulanik asit ile inhibe olan bu grup ampisilin, karbenisilin, tikarsilin,
sefalotin, sefamandol'e diren¢ olustururken yeni sefalosporinlere,

monobaktamlara ve sefamisinlere etkisizdirler ( 49).

1980’li yillarda beta laktamazlara dayanikli genisletiimis spektrumlu
sefalosporinlerin geligtiriimesinden kisa bir stre sonra K. pneumoniae
suslarinda plazmid kontrolunda olan gesgitli beta laktamazlar tanimlanmistir.
Bu enzimlerin nokta mutasyonlari sonucu 1, 2 aminoasit degisikligi ile TEM
veya SHV enzimlerinden koken alan bu enzimlere genislemis spektrumlu
beta laktamazlar (GSBL) denilmektedir ( 37, 38, 44-46, 49).

Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar
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Kullanimdaki beta-laktam antibiyotiklerin gogunu hidrolize
etmelerinden dolayr GSBL'ler tedavide &nemli bir sorundur. GSBL'ler
sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve
sefepim gibi oksimino-sefalosporinleri benzilpenisilinle esit yada %10 daha
fazla hidrolize edebilen, aktif bolgelerinde serin iceren ve beta-laktamaz

inhibitorleri ile inhibe olabilen beta-laktamaz enzimleridir ( 37,38,46-50).

TEM ve SVH enzimleri iceren GSBL'ler molekuler sinif A, fonksiyonel
grup 2be’de yer alirlar. Bu enzimler penisilinleri ve tum sefalosporinleri,
aztreonami hidrolize ederler, beta laktam inhibitorlerine duyarhdirlar.
GUnUmuzde sayisi 130'u asmis TEM tard, 50’yi asmis SHV tiuri beta-
laktamaz saptanmigtir. Daha ¢ok Pseudomonaslarda bulunan OXA turu

GSBL'ler molekuler sinif D fonksiyonel grup d'de yer alir ( 37,38, 48 ).

TEM Grubu GSBL.:

Ampisiline direngli E. coli suslarinin % 90'inindaki direngten TEM-
1,2 grubu enzimler sorumludur. Bu enzimler penisilinleri ve 1.kusak
sefalosporinleri hidrolize ederler ( 37, 48 ). TEM grubu beta-
laktamazlar, E. coli ve K. pneumoniae basta olmak Uzere E. aerogenes,
M.morganii, P. mirabilis, P. retgeri ve Salmonella spp. qibi
Enterobacteriaceae Uyelerinde sik gortlmektedir. TEM-4, TEM-21, TEM-24
ve TEM-42 Pseudomonas aeruginosa’ da bulunan GSBL’ lerdir ( 46-50).

inhibitorlere Direncli Beta-Laktamazlar:

1990’ yillarinin basinda beta laktamaz inhibitorlerine direng
saptanmigtir. inhibitér  rezistan TEM  beta laktamaz (IRT) olarak
adlandirilan bu enzimler ilk olarak amoksasilin-klavulanik asite direngli E.
col’de  bildirilmistir. Varyant TEM-1 ve TEM-2 beta-laktamaz olan iRT
molekiiler sinif A, fonksiyonel grup 2br’ de yer alir. Yaklasik 22 farkli IRT
saptanmigtir. En gok E. coli, K. pneumoniae, K. oxytca, P. mirabilis, C.
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freundi'de bildirilmistir. iiging  olarak  piperasilin-tazobaktam

kombinasyonuna karsi duyarli olarak bulunabilirler (46-50).

SHV Grubu:

SHV grubu enzimler ilk olarak K. Pneumoniae’ da kromozomal olarak
saptanmistir. Daha sonra C. diversus, E.coli ve P. eruginosa’da bildirilmistir.
Ampisilin, tikarsilin, piperasiline diren¢ olusturmaktadir  ve oksimino

sefalosporinlere karsi aktivitesi yoktur ( 46- 50).

CTX-M Grubu:

Substrat olarak sefotaksimi tercih eden plazmid aracilikli GSBL'’ lerdir.
Seftazidimi  hidrolize ederler. ancak bu klinikte dirence yol agmaz.
Sefotaksim ve seftriaksonun yaygin  kullanimi ile ortaya c¢iktigi
dusunulmektedir. CTX-M grubu GSBL’ lerde tazobaktamin inhibitor ozelligi
diger beta-laktamaz inhibitorlerine gore daha fazladir. GUnumuzde kadar bu
enzimlerin ( CTX-M 1-19, TOHO 1-3) sayisi 40 kadardir ( 46-50).

OXA Grubu:

OXA grubu enzimler, Ambler grup D’de fonksiyonel grup 2d’de yer
alan ve daha ¢ok P. aeruginosa ‘da bulunana GSBL’ lerdir.

Bu enzimlerden OXA-1'den OXA -10’a kadar olanlari dar spektrumlu
enzimlerdir. Oksasilin ve kloksasilini substrat olarak tercih ederler. Genis
spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve 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 agarken, OXA-17 sefotaksime
direng olusturmaktadir. OXA-31 sefepime direngli olmasi seftazidime duyarli
olmasi ile dikkatleri Gzerine ¢cekmistir. Son olarak OXA-20, OXA-23, OXA-
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24, OXA-45 gibi yeni tanimlanan bazi enzimler karbapenamaz aktivitesi
gOsterir iken GSBL degildirler ( 46- 51).

Diger GSBL ' ler:

Son yillarda TEM, SHV, OXA veya CTX-M beta laktamazlardan kdken
almamis yeni GSBL'ler bulunmustur. Bunlarin ilki plazmid kontrolunde olan
PER- 1 Turkiye'de P aeruginosadan izole edilmistir. Daha sonra
A. baumanii’de, Salmonella spp. de izole edilmistir ( 48, 52, 54, 55). PER-1
enziminin  6zelligi, seftazidime c¢ok direncgli olmalarina karsin piperasiline
daha az direncli olmalaridir. Bu enzimler klavulanik asit ve tazobaktama
duyarlidir. Ayrica bolgesel agirlikh olmak tzere BES-1, FEC-1, CME-1, TLA-
1, PER-2, VEB-1, GES-1 ve nihayet imipenem direncini de tasiyan GES-2’

de P. aeruginosa’dan Fransa’da tespit edilmistir ( 52-55 ).

Plazmid kaynakli AmpC beta laktamazlar

Plazmid kaynakli AmpC Uretiminden ampR regulator geninin kaybi
nedeniyle yuksek seviyelerde enzim duretimi sorumlu tutulmustur. Bu
enzimler gogunlukla K. pneumoniae, K oxytoca, Salmonella spp, P. mirabilis
ve E. coli’de bildirilmistir ( 56).

AmpC Beta-laktamazlar penisilinler, sefalosporinler ve
monobaktamlari inhibe eder, bunun yaninda dig membran porin kaybi ile
karbapenem direncine de yol agar. GSBL'lerden farkh olarak sefamisinleri
de inhibe etmekte ancak ticari olarak var olan beta-laktamaz inhibitorlerinden
etkiienmemektedir. Plazmid kaynakli AmpC beta-laktamazlar penisilinler,

sefalosporinler ve monobaktam direnciyle kalmaz ( 56).
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KARBAPENEMAZLAR

Karbapenemleri hidrolize eden beta-laktamazlar karbapenem
kullanimina  paralel  olarak son yillarda artan oranlarda
bildirilmektedir ( 44,57). Karbapenemazlar Ambler siniflamasinda U¢ grupda
yer alirlar. Molekuler sinif A'daki karbapenemazlarin aktif bolgesinde serin
iyonu vardir ve klavulanik asit ile inhibe olur. Molekuler sinif B'de enzimin
aktif bolgesi cinko iyonu icerir ve Metallo-Beta-Laktamaz (MBL) olarak
siniflandinlan bu grup klasik beta-laktam inhibitorlerine direnglidir. Metal
selatorlere ya da thiol kompenentlerine duyarlidirlar. Molekiler sinif D
karbapenemazlar enzimin aktif bdlgesinde serin igerirler, beta-laktamazlar
inhibitoérlerine zayif duyarlidirlar (57). Karbapenemazlar dogal olarak bulunan

kromozomal kaynakli ya da kazanilmis olabilirler (57-60).

Dogal olarak bulunan Karbapenemazlar

Yapisal olarak bulunan karbapenemazlar 1980 vyillarinin baglarinda
nonfermantatif bakteriler ve Aeromonas tlrlerinde saptanmistir. Bu grup
karbapenemazlar aktif bolgelerinde ginko igermeleri nedeniyle molekuler sinif
B’ de yer alirlar, klinik 6nemleri hentz acgik degildir ( 57-60).

Kazaniimis Karbapenemazlar

Bu enzimler sadece karbapenem direncinden degil, ayni zamanda
beta laktam antimikrobiyallerin direncinden de sorumludur. Molekuler sinif B
kazanilmis karbapenemazlar  Acinetobacter spp, P. aeruginosa ve
Enterobacter spp’de, molekuler sinif D'de Acinetobacter spp, sinif A ise

Enterobacterler’de saptanmistir ( 57-60).

Kazanilmis Sinif D Karbapenemazlar
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Molekuler sinif D’de yer alan OXA tipi enzimlerar oksasilinaz aktivitesi
gOsterirler. Acinetobacter izolatlarinda OXA-23, 24, 25, 26, 27 tipi, P
aeruginosa’da OXA-2, 10, 18, 24 tipi saptanmistir. Bunlar karbapenemaz

aktivitesi gosterirler ( 57-60).

Kazanilmis Sinif A Karbapenemazlar

Fonksiyonel grup 2f (Non metallo beta-laktamazlar):

Molekuler sinif Ada 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 Uzere diger
beta-laktam inhibitorlerine duyarhdirlar. Meropenemden ziyade imipenem
direnci daha belirgindir. Bu direnci tasiyan suslarda karbapenemazlarin
yaninda Amp-C tip beta-laktamazlari ve TEM-1 tip beta laktamazlari birlikte
sentezleyebilmelerinden dolayi genis spektrumlu bir beta laktam antibiyotik

direnci olusturablirler ( 57-60).

Kazanilmig Ambler Sinif B Karbapenemazlar

Ambler sinif B veya Bush grup 3’ de yer alan karbapenemazlar MBL
olarak bilinirler, klinik agidan en o6nemli karbapenemazlardir. Aztreonam
disindaki tum beta-laktamlari  hidrolize eden IMP ve VIM serisi
metalloenzimleri igerirler. Aminoasid dizilim homolojisini aragtirilarak yapilan
calismalarda 4 tip MBL saptanmistir. Bunlar IMP, VIM, SPM ve GIM tipi
MBL  dir. MBL'ler fonksiyonel olarak 3a, 3b ve 3c alt gruplarina ayrilir. Grup
3a’da imipenem ve penisilinler gugla, sefalosporinler zayif hidrolize olur. 3b
enzimleri gergcek karbapenemazlardir c¢unklu karbapenem hidrolizi

spesifiktir. 3c enzimleri ise L. gormanii’de bulunur ( 57-64).
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IMP tipi beta-laktamaz:

IMP-1 beta-laktamaz ilk olarak Watanable ve ark. tarafindan Japonya’
da P aeruginosa ‘dan sonra da S. marcescens’den izole edilmigtir . Bu
enzimin bla wvp-1 geninin horizontal gegis kapasitesi oldukga yuUksektir. Bu
sebeple bla wp-1 basta P. aeruginosa, S. marcescens, K.pneumoniae
arasinda daha sonra Acinetobacter spp ve Entereobacteriaceae ailesinde
hizla yayllmaktadir (Tablo 5). Japonya’dan sonra Asya ve Avrupa’dan da IMP
tipi karbapenemazlar bildirilmigtir (64-66). Cok ge¢cmeden IMP-2, IMP-3 ve
takiben P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae izolatlarinda IMP-13’e

kadar saptanmistir (67-68 ).

IMP  tipi enzimler monobaktam haric tim beta laktam
antimikrobiyallere direngden sorumludur. IMP-1’de imipenem direnci daha
fazla olup, IMP-2 ve IMP-3 deki direng tim beta-laktam antimikrobiyaller icin
aynidir. IMP-tip metallo-beta-laktamaz ureten bakteriler dinya i¢in 6nemli bir
tehlike olarak gorilmektedir. IMP Ureten bla wmp-1  geni pozitif P. aeruginosa
suslariyla yapilan bir g¢alismada hastanede uzun sire kalma, steroid
kullanimi, antineoplastik tedavi verilmesi, Uriner kateterin varligi bla vp-1
pozitifligi ile birliktelik gostermistir ve infeksiyona bagli 6lum oran bla mp-1

tasiyanlarda anlamli derecede daha yuUksek bulunmustur (69).

Tablo 5. IMP tipi beta-laktamazlar
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IMP tipi beta-laktamazlar

Beta-laktamazlar

Bulundugu bakteri

Bildirilen ulke

IMP-1 Serratia marcessens Japonya
Acinetobacter baumanii Japonya
Pseudomonas aeruginosa Japonya
Pseudomonas putida Japonya
Klebsiella pneumoniae Japonya
IMP-2 Acinetobacter baumanii italya
IMP-3 Shigella flexneri Japonya
IMP-4 Acinetobacter baumanii Hong -Kong
IMP-5 Acinetobacter baumanii Portekiz
IMP-6 Serratia marcessens Japonya
IMP-7 Pseudomonas aeruginosa Kanada
Malezya
IMP-8 Klebsiella pneumoniae Tayvan
IMP-9 Pseudomonas aeruginosa Cin
IMP-10 Pseudomonas aeruginosa Japonya
Alcaligenes xylosoxidans Japonya

VIM tipi beta-laktamazlar:

ik VIM tipi beta laktamaz 1997 yilinda lItalya’nin Verona sehrinde P,

aeruginosa susunda rapor edildi. VIM-2 Fransa’dan ve Yunanistan’dan

VIM-3 Tayvan'dan P. aeruginosa suslarinda izole edildi ( 70). VIM tipi MBL

ureten suslar ise daha c¢ok Avrupa ulkelerinden izole edilmekle birlikte,

diger VIM tipi MBL' ler dinyanin gesitli bolgelerinden bildirilmistir. VIM tipi

MBL'ler Tablo-6’da sunulmustur. VIM-tipi enzimler IMP tipi enzimler ile % 40

homoloji gbstermektedir (

70-74).
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Tablo 6. VIM tipi beta-laktamazlar

VIM tipi beta-laktamazlar

VIM-1 P. aeruginosa
A. baumanii

VIM-2 S. marcessens
A. baumanii

P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. putida

E. cloace
VIM-3 P. aeruginosa
VIM-4 P. aeruginosa
VIM-5 P. aeruginosa
VIM-6 P. putida
VIM-7 P. aeruginosa

italya
italya
Fransa
Kore

Kore
Yunanistan
Kore

Kore
Tayvan

Polonya

Tuarkiye, Portekiz
Singapur
Amerika Birlesik

Devletleri

BETA LAKTAMAZLARIN TANI YONTEMLERI
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GSBL’ lerin Tani Yontemleri:

GSBL'ler, genellikle seftazidim ve /veya sefotaksim MIK degerlerinde
orta derecede bir artisa yol acgarlar ve tanimlanma gugcllkleri ortaya
cikarirlar.  GSBL Uretimi normal duyarliik testleriyle saptanamayabilir.
Etkilenen antibiyotiklere azalmig duyarlihk bir gOsterge olabilir.

Antibiyogramlarda indikator antibiyotiklerin tamami bulunmalidir ( 75).

Bir izolatin GSBL Urettigi saptandiginda beta laktamaz inhibitor
kombinasyonlari ve sefamisinler hari¢ tUm sefalosporinler, penisilinler ve
monobaktamlara direncli kabul edilirler. GSBL Ureten suslar bakteri sayisinin
yuksek oldugu durumlarda direng dlzeylerinde artmasiyla agiklanan
inokulum etkisi gosterirler. Bu durum in vitro testlerde duyarl gorulseler bile

beta-laktam grubu kullaniilmamasi gerekliligini ortaya koyar ( 75-77).
GSBL Tarama Testleri:

CLSI oOnerilerine gore; disk diffuizyon veya dilisyon yontemleriyle
sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karsi

duyarlihgin azalmasi halinde dogrulama testleri kullaniimahdir ( 75, 76).
Tablo 7’de CLSI M 100- S15’ e gore tarama testleri verildi ( 77).

Tablo 7. GSBL tarama testi olarak dnerilen inhibisyon zonu ve MIK degerleri

GSBL'ler igin tarama testi olarak 6nerilen inhibisyon zonu ve MIK degerleri

Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm)  MIK (ug/mL)

Sefotaksim (CTX) <27 > 2
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Seftriakson (CRO) <25 > 2

Seftazidim (CAZ) <22 > 2
Sefpodoksim (POD) <17 >8
Aztreonam (ATM) <27 > 2

GSBL Dogrulama Testleri

1-

Klavulanik asit iceren kombinasyon disklerinin kullanimi: CLSI énerdigi

gibi, sefotaksim (30ug) ve seftazidim (30ug)  disklerine 10ug
klavulanik asit eklenir. bakteri sUspansiyonunun inkubasyondan
sonra kombinasyon disklerinin zon ¢apinin, klavulanik asit icermeyen
disklerin zon g¢aplarindan =5 mm genisleme goOstermesi pozitiflik
olarak kabul edilir ( 74). Bir diger yontemde de klavulanik asit iceren
ve icermeyen diskler etrafindaki zonlarin oranlanmasi ile > 1.5

degerinin saptanmasi GSBL aktivitesini gosterir ( 75, 76).

Cift Disk Sinerji (CDS): Bu yontemde bakteri slspansiyonu 0.5
McFarland standardinda hazirlanir, MHA plagina yayilir. Plagin
ortasina amoksasilin-klavulanik asit diski (AMC;20/10 ug ) ve etrafina
disk merkezleri arasindaki uzakhk 20-30 mm olacak sekilde
seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), sefotaksim (CTX-M), aztreonam
(ATM) veya sefpodoksim (POD) diskleri yerlestirilir. Bir gece 35 °C’de
inkibasyondan sonra antibiyotik disklerinin ¢apinda AMC diskine
dogru genisleme ya da arada bakterinin Uremedigi bir sinerji alanin
bulunmasi GSBL mevcutiyetini gosterir. Bu yontemin kolay ve ucuz bir
yontem olmasi avantajdir. Bunun yaninda GSBL Uretiminin fazla
oldugu ya da AmpC tipi enzim Uretimi ile birlikte oldugu hallerde diskler
arasi uzakhgin 20 mm indirilmesi gerektigi, AMC ve 3.kusak
sefalosporin disklerinde inhibisyon zonunun bulunmadigi durumlarda

disklerin 15-17 mm ara ile yerlestiriimesi dnerilmektedir ( 75, 76).
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3- Sulandirim yontemi: Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri tek

basina ve klavulanik asit ( CA) ( 4pg/mL) ile birlikte degerlendirilir. CA
ile birlikte olan MIK degerinin 8 kat azalmasi GSBL gostergesidir( 78,
79).

4- E-test GSBL stripleri: Bir ucunda CAZ, diger ucunda CAZa
klavulanik asit eklenerek hazirlanan E test striplerinde MIK

degerlendirilir. MIK degerinde > 8 kat azalma olmasi ya da fantom

zonu goruldigu durumlar da GSBL pozitif olarak kabul edilir ( 78).

5- Diger fenotipik ydntemler: MHA icine 4upg/mL olacak sekilde

klavulanik asit eklenmesi baska bir GSBL arama testidir (75, 76 ).

6- Uc boyutlu test: Thomson ve Sanders’in bildirdigi bu testte;

mikroorganizma agar yuzeyine ekildikten sonra agarda yarik acilir. Bu
yarik i¢ci test edilecek mikroorganizmanin Uretildigi sivi besiyeri ile
doldurulur. Bu yariktan 3 mm uzaklkta diskler yerlestirilir. Yariga
bakan yuzde disklerdeki zon c¢aplarinda bozulma ve daralma

g6zlenmesi GSBL pozitifligi olarak degerlendirilir ( 75, 76 ).

Tablo 8. GSBL saptama yontemleri

Yontemin Test adi Avantaj Dezavantaj

tipi

Fenotipik CLSI yorumu Kolay, her laboratuvarda GSBL her zaman direng kategorisinde degildir.
kriterleri kullanilabilir
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CLSI dogrulama

Uygulama ve yorum kolay

Duyarlilik oksiminosefalosporinlerin segimine

testleri g6re degisir
Cift Disk siner;ji Kolay, uygulanabilir Disklerin yerlestirildigi uzaklk standart degildir.
(CDS)

Ug boyutlu test

E-test GSBL stripleri

Duyarli, yorumu kolay

Uygulamasi kolay

GSBL’lere 6zgul degil, emek yogun

Yorum zor. CDS kadar duyarli degil ve ¢ok

pahali
Vitek GSBL Uygulamasi kolay Duyarlilik diisuk veri tabanina bagh
Genotipik DNA problari Gen ailesine 6zgil (TEM,  Zahmetli, TEM ve SHV ayirimi yapamaz.
SVH)
PCR Uygulamasi kolay ve gen TEM ve SHV ayirimi yapamaz.

Oligotiplendirme

PCR-RFLP

PCR-SSCP

LCR

Nukleotid dizi analizi

ailesine 6zgul

Ozgiil TEM varyantlari

saptanir

Uygulama kolayhgt,
spesifik niikleotid

degisimleri saptanir
Bazi SVH varyantlarinin

ayirimi
Bazi SVH varyantlarinin

ayirimi

Altin standart, yeni

enzimler saptanir.

Yodun emekli, yeni varyantlari ayiramaz

Spesifik nikleotid degisimi saptanmasi gerekir.

Ozel elektroforez kosullari gerekir

Cok sayida oligoniikleotid dncili gerekir.

Ozel teknik cihazlar gerekir.

PCR; polimerize zincir reaksiyonu LCR: ligaz zincir reaksiyonu

indiiklenebilir Beta-Laktamaz Tani Yontemleri

Baslica IBL tani yontemleri

1. Disk Yakinlagtirma Yontemi: Sefoksitin ya da imipenem gibi guglu
beta-laktamaz indukleyicilerinin gevresine merkezden merkeze 1.5-2.0

cm uzaklikta olacak sekilde aztreonam veya 3. kusak sefalosporin
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gibi zayif indukleyici disk yerlestirildiginde, zayif indukleyici disklerdeki
inhibisyon zonunun en az 4 mm’ lik kigllmesi IBL varligini gdsterir
(78-81).

2. indiikleyici Ajanin Besiyerine Eklenmesi: Standart miktarda
imipenem igeren ve igcermeyen besiyerlerine sefotaksim veya diger
uygun beta laktam antimikrobiyal diskleri yerlestirilir. imipenem igeren
besiyerindeki inhibisyon ¢apinin imipenem igcermeyene kiyasla 3 mm

veya daha dar olmasi IBL varligini gosterir ( 78-81).

Metallo-Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi

Metallo beta-laktamazlar mobil integronlarin yardimiyla sayilarini
artirmakta ve gram negatif bakteriler arasinda yayilmaktadir. MBL uUreten
suslar monobaktam hari¢ tum beta laktamlara direncglidirler. MBL Ureten
etkenle infekte hastalarin optimal tedavisi i¢cin bu direncin taninmasi ve
yayillmasinin kontrol edilebilmesi gerekmektedir. Ancak halen CLSI onerdigi

bir tarama testi bulunmamaktadir ( 82, 83).

Modifiye Hodge testine ek olarak MBL aktivitesinin etilen diaminotetra
asetik asit (EDTA) yada merkaptopropionik asit (MPA) gibi metal selator
ajanlarla bloke edilmesi esasina dayanan bir ¢cok MBL tarama caligmalari
yapilmistir. Modifiye Hodge testi ve imipenem-EDTA cift disk diffizyon testi
MBL saptanmasinda kullanilan basit tarama testleridir, bunun yaninda
basarili sonuglari PZR ( polimerize zincir reksiyonu) ile dogrulanmis olan

diger tarama yontemlerinde de bahsedilecektir (82-88 ).
1- Modifiye Hodge test:

Hodge ve arkadaslari N. gonorhoeae’de penisilinaz aktivitesinin
gOsterilmesi i¢cin Hodge testini kullanmiglardir. Lee ve arkadaslari ise MBL

enziminini saptamak i¢cin Modifiye Hodge testini gelistirmislerdir. Bu test igin

imipenem hassas E. coli ATCC 25922 susu, imipenem diski (10 pg) ve test
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edilecek bakteri susu gerekmektedir. MHA yuzeyine 0.5 McFarland’i
ayarlanmig, bir gece inklUbasyona birakilmis standart E.coli susu kultar
suspansiyonunun ekimi yapilir, plak kuruyunca ortasina 10 pg imipenem diski
yerlestirilir. Imipenem diskinin tam kenarindan baslanip disa dogru dogrusal
olarak  imipenem direncli susun ekimi yapilir. Bir gecelik inkibasyon
sonrasinda inhibisyon zonunda yonca yapragi seklinde bozulmanin olmasi
MBL pozitiflgi olarak kabul edilir. Lee ve ark. MBL saptamak igin yaptiklari
calismalarda ¢inko sulfat (140 pg /disk) imipenem diskine eklenerek ya da
Mueller-Hinton agara c¢inko sulfat eklenerek testin  duyarliiginin

artirilabilecegini belirtmislerdir ( 82, 83 ).

2- Cift disk sinerji testleri (CDST):

MBL saptanmasi galismalarinda imipenem ve seftazidim disklerinin
EDTA, MPA, merkapto asetik asit (SMA) emdirilmis disklerle yapilan gift disk
sinerji testleri kullaniimigtir. Bunlar;

= |IMP-EDTA cift disk sinerji testi

= IMP-MPA cift disk siner;ji testi

= CAZ-MPA cift disk siner;ji testi

= CAZ-SMA ¢ift disk siner;ji testi

= |IMP-EDTA-SMA c¢ift disk siner;ji testi

Imipenem-EDTA CDST: Lee ve ark. IMP direngli izolatlarda MBL
saptanmasi i¢in  IMP-EDTA CDST’ni uygulamiglardir. Bu test icin test

edilecek IMP direncgli P. aeruginosa susunun bir gecelik inkiibasyon sonrasi
elde edilen kultur suspansiyonu Mueller-Hinton agar plaginin tzerine 0.5
McFarland bulanikhginda olacak sekilde ekilir. Plak yUzeyi kuruduktan sonra
10 pug IMP diski yerlestirilir. IMP diskinin 15 -20 mm oOtesine 0.5 molarlik
EDTA  solusyonunun 10 plI'si emdirilmis disk yerlegtirilir. Bir gecelik
inkibasyondan sonra inhibisyon zonundaki duzensizlesmelerin olmasi MBL

pozitifligi olarak degerlendirilir ( 82,83 ).
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CAZ-MPA, CAZ-SMA , IMP-EDTA-SMA Cift Disk Sinerji Testi : Arakawa ve
ark tarafindan gelistirilen bu tarama testinde CLSI laboratuar standartlarina
gore test edilecek bakteri MHA besiyerine ekilir. iki tane CAZ diski (30 pg) 4-

5 cm araliklarla yerlestirilir. 2-MPA emdirilmis disk seftazidim disklerinden

birisinin 1-2.5 cm yakinina eklenir. 37°C’ de bir gecelik inkiibasyondan sonra
CAZ diskinin inhibisyon zonunda bir genisleme olmasi IMP-1 dretimi
acisindan pozitiflik olarak degerlendirilir. Metallo-beta-laktamaz inhibitdru
olarak CuCI2 (5 pul), FeCI2 (5 ul), EDTA (5 ul), 2-MPA (2-3 pl) ve
merkaptoasetik asit (2-3 ul), merkaptoetanol ( 2-3 pl) kullanilarak da dogru
sonuglar elde edilebilir. En iyi sonug 2-merkapto propionik ile elde edilmigtir.
Agir metallerle yapilan testlerde de inhibitor zonlarinda genisleme olmustur,

ancak PCR ile yapilan testler MBL varligini dogrulamamistir ( 84).

Jing Jou Yan ve ark. ( 85 ) MBL tarama calismasinda seftazidim,
seftazidim klavulanik asit, sefepim diskleri ve MBL inhibitéri olarak EDTA,
MPA, SMA gibi selatorler kullanmiglardir. Bu yontemle AmpC tip enzimlerin
asiri salinimini  ya da SHV-12 saliniminin yanhs pozitifige neden olmasi
ortadan kaldirmis ve test daha 06zgul hale getiriimigti. Bu yodntemle
imipenem hassas suslarda da MBL taranabilmistir. ~Bu c¢alismalar
karbapenemaz direncini yansitan MBL sadece imipenem direngli suslarda
degil, ayni zamanda imipenem hassas suslarda da bulundugunu ortaya

koymustur.

Lee ve ark (82, 83 ) P. aeruginosa’da MBL taramasi igin imipenem
direnci olan suslarla ¢alismanin, seftazidim direngli suslar ile galismaktan
daha iyi sonuglar verdigini goOstermiglerdir. Her U¢ MBL  inhibitoru
kullanilarak P. aeruginosa ve Acinetobacter spp, icin MBL taramalari

yapilmis, sonugclar esdeger olarak saptanmistir (86, 87).

3- Kombine Disk Diffiizyon Testi :
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Yong ve ark.(85) MBL arastirmasinda kullanmiglardir. Test edilecek
bakteri CLSI 6nerdigi sekilde MHA inokule edilir ve iki imipenem (10 ug)
diski yerlestirilir. Disklerden birisinin Gzerine 0.5 M EDTA nin pH= 8de
hazirlanmis solusyonundan 10 pul eklenir ve bir gecelik inkiibasyondan sonra
IMP diski ile IMP-EDTAlI diskin zon caplarinda 7 mm veya daha fazla fark
olmasi MBL pozitifligi olarak yorumlanir. Kombine disk difiizyon testinde IMP-
EDTA kombinasyonu disinda 2-MPA ile kombinasyon da kullanilabilir. Ancak
2-MPA'un kimyasal olarak ugucu olmasi ve saklanmasinin zorlugu nedeniyle
IMP-EDTA diskleri tercih edilmistir. IMP-EDTA diskleri kuru sekilde + 4 yada
-20 derecede etkinliginde azalma olmadan 12-16 hafta saklanabilir (85, 88,
89).

4- E-test yontemi:

IMP ya da CAZ’ e , EDTA ya da 2-MPA eklenerek  E-test stripleri
gelistirilmigti. Walsh ve ark.’nin (88) calismasinda MHA'a CLSI 6nerdigi
sekilde test edilecek bakteri ekimi yapihr. Plaklar kuruduktan sonra E - test
stripleri  yerlestirilir. 35°C’de inkiibe edilir ve 16-18 saat sonra IMP/ IMP-
EDTA MIK oranlarinin 8 kat azalmasi ya da fantom zonunun goérulmesi
MBL pozitifligi olarak degerlendirilir. Bu yontem % 94 duyarh ve % 95 6zgun
bulunmustur. Arakawa ve ark.(84) MPA kullanarak yaptiklar ¢alismada da
oldukca sensitif sonuglar bulmuslardir. E- test ydntemiyle aerobik yada
anaerobik bakterilerde hem kromozomal hem de plazmid kaynakli MBL
saptanabilir ( 85, 88 ).

5- Mikrodillisyon test:

Migliavacca ve ark. ( 86 ) tarafindan geligtiriimis olan mikrodilisyon

MBL tarama testi basit, duyarli ve ylksek o6zgullige sahiptir. Rutin
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mikrobiyoloji laboratuvarlarinda cgalisiimaya da uygundur. imipenem MIK
degeri mikrodilisyon yontemi ile olgulir, sonra metal selatorlerden EDTA ve
fenantirolin eklenerek tekrar MIK degerine bakilir, 8 kat azalma pozitif olarak

degerlendirilir .

7- Molekiiler yontemler:

Molekuler yontemlerden baglica kullanilanlar su sekilde siralanabilir;
blot hibridizasyon yontemi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR), nukleotid
sekans amflikasyon yontemi, izoelektrik fokuslama yontemi ve poliakrilamid

jel elektroforezi ( 82).

MBL Ureten basillerin neden oldugu infeksiyonlarin kontroli ve
direncin yayllmasinin izlenmesi igin basit ve hizli tarama testleri
gerekmektedir. MBL taramasinda izlenecek basit algoritma $ekil-1’ de

verilmigtir
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Sekil 1. IMP direncli suglarda MBL tarama algoritmasi.

MATERYAL VE METOD

Nisan 2003-Nisan 2004 tarihleri arasinda hastanemizin cesitli
kliniklerinden gonderilen kultirlerden hastane infeksiyon etkeni olarak izole

edilen 172 P. aeruginosa susu c¢alismaya alindi.

Nonfermentatif, oksidaz pozitif, aerop, hareketli, Brain Heart Broth'da
37 °C ve 42 °C’ de Ureyen, +4 °C’de uremeyen, karakteristik kokusu olan ve
mavi-yesil pigment yapan susglar P. aeruginosa olarak degerlendirildi. Bu

suslar -20°C’ de saklama besiyerinde saklandi.

Antimikrobiyal duyarliiginin arastiriimasi ( Kirby Bauer) disk diffizyon
metodu ile CLSI M2-A6’ya gore ve antimikrobiyallerin segimi de CLSI M100-
S15’ ye gore yapildi ( 77 ). Kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC 27853
susu kullanildi. Antimikrobiyal duyarhlik, IBL ve ESBL saptanmasi disk
difizyon testi ile yapildi. 4 mm kalinhiginda 9 cm c¢apli 2 adet ve 15 cm ¢apli

1 adet Mueller-Hinton agar besiyeri kullanildi.

IBL Gretimi disk yakinlagtirma metodu ile, GSBL uretimi ise ¢ift disk
sinerji yontemi ile tespit edildi. MBL arastiriimasi Modifiye Hodge test ve

imipenem - EDTA kombine disk difflizyon testi ile degerlendirildi.
Antimikrobiyal duyarlihk testi icin 0.5 McFarland’a gore hazirlanmig

bakteri sispansiyonlarinin ekimi MHA Gzerine yapildi. Birinci petri kutusuna

iBL tayini icin merkeze imipenem (IMP) ve 20 mm uzaga sefotaksim (CTX),
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sefoperazon (CFP), sefoksitin (FOX), ikinci petri kutusuna ESBL tayini igin
merkeze amoksisilin-klavulanik asit (AMC) diski ve 25 mm uzagina
seftazidim (CAZ), aztreonam (ATM), sefotaksim (CTX), sefepim (FEP),
diskleri, 150 mm caph olan petri kutusuna ise diger antibiyotikler olan
gentamisin (CN), amikasin (AK), tobramisin (TOB), meropenem (MEM),
siprofloksasin  (CIP),  Tazobaktam-piperasilin  (TZP),  Trimethoprim
sulfometaksazol (SXT), sefoperazon (CFP), netilmisin (NET) diskleri
yerlestirildi. Ekim yapilan petriler 35°C’de 16-18 saat inkube edildi.

IBL saptanmasi igin ekim yapilan petride kullanilan beta laktam
disklerinin iIMP diskine yakin olan zon kenarlarindaki daralmanin 4 mm veya
daha fazla olmasi durumu IBL pozitifligi olarak degerlendirildi. Petriler 35 °C
de 16-18 saat inkube edildi ( 80, 81).

GSBL saptanmasi igin ise ekim yapilan petride beta-laktam diskleri
cevresindeki inhibisyon zonunun, AMC’ ye dogru belirgin genislemesi veya iki
disk arasinda inhibisyon olan baska bir alanin varligi pozitiflik olarak
degerlendirildi. P. aeruginosa’nin diger antimikrobiyallere olan duyarhlik CLSI

kriterlerine gore belirlendi ( 75, 77).

MBL saptanmasinda, Modifiye Hodge testi igcin MHA Uzerine bir gece
inkiibasyona birakilmig olan ATCC 25922 E. coli susunun 0.5 McFarland’a
gore hazirlanmis suspansiyonun ekimi yapildi. Plak kuruduktan sonra
merkeze IMP (10pg) diski vyerlestirildi. Test edilecek IMP direngli P
aeruginosa  suslarinin ekimi karsilikli olacak sekilde merkezden perifere
dogrusal olarak yapildl. 35°C’de 16-18 saat inkibe edildikten sonra
imipenem diski inhibisyon c¢apinda gorulen yonca yapragl seklindeki

bozulma pozitiflik olarak degerlendirildi ( 82 ).

IMP-EDTA kombine disk difflizyon testi igin MHA (izerine test edilecek
imipenem direncgli P. aeruginosa suglarinin ekimi yapildi.  Merkeze

imipenem diski (Neo-Sensitabs ®) 15 yug vyakinina da 750 pg EDTA
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eklenmis IMP-EDTA ( Neo-Sensitabs ® ) diski yerlestirildi. Bir gecelik
inkiibasyon sonrasinda imipenem-EDTA diski zon c¢apinin imipenem zon

capindan 7 mm ve daha Uzeri olmasi pozitiflik olarak kabul edildi ( 83 ).

BULGULAR

Hastane infeksiyonlari etkeni olarak izole edilen 172  Paeruginosa
susunun klinik érneklere gore dagilimi; % 34’0 trakeal aspirat, % 23’0 idrar,
% 22’si yara yeri, % 5'i BOS, % 3’U balgam, % 3’0 safra, % 3’U apse kultird,
% 2’ si kateter, % 2’si periton mayii, % 1’ i kan kultaru idi.

P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik érneklere ve Kliniklere

gore dagilimi Tablo 9’da gosterildi.

Tablo 9. P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik 6rneklere ve kliniklere

gore dagilimi
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KLINIK Trakeal | idrar | Yara | BOS | Balgam | Apse | Safra | Damar | Periton | Kan | Toplam
aspirat Mayi ici mayii

kateter N %
Reanimasyon | 56 6 7 2 1 - - 1 - - 73 | 42
Dabhiliye - 20 6 - 4 2 - 2 - 1 35 |20
Cerrahi 4 13 - - 3 6 1 2 1 30 |17
Beyin cerrahi | 3 3 5 6 1 - - - 1 - 19 11
Ortopedi - 1 5 - - 1 - - - - 7 4
KBB - - 2 - - - - - - - 2 1
Kadin - 2 - - - - - - - - 2 1
hastaliklar
ve dogum
Noroloji - 2 - - - - - - - - 2 1
Diger - 2 - - - - - - - - 2 1
Toplam N 59 40 38 8 6 6 6 4 3 2 172

% 34 23 22 5 3 3 3 4 4 1

sefoperazon-sulbaktam’a

Pseudomonas suslarinda; seftazidim’e % 24,
46,

%

57, sefepim’e

%

sefoperazon’a % 71,

imipenem’e

%

37,

meropenem’e % 45, piperasilin-tazobaktam’a % 38, tobramisin’e % 56,

amikasin’e % 29, gentamisin’e % 58, trimetoprim- sulfametaksazol'e % 87,

aztreonam’a % 53, siprofloksasin’e % 52 oraninda direng saptanmigtir. TUm

suslarin gesitli antibiyotiklere direng oranlari Tablo 10’da verildi.

Tablo 10. Tum suslarin ¢esitli antibiyotiklere direng oranlari.

Antibiyotikler Duyarli Direngli

N % N %
Seftazidim 131 76 41 24
Sefoperazon 50 29 122 71
Sefoperazon - Sulbaktam 74 43 98 57
Sefepim 93 54 79 46
Imipenem 109 63 63 37
Meropenem 94 55 78 45
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Aztreonam 81 47 91 53

Piperasilin — Tazobaktam 106 62 66 38
Gentamisin 73 42 99 58
Amikasin 122 71 50 29
Tobramisin 76 44 96 56
Trimetoprim-Sulfametaksazol 22 13 150 87
Siprofloksasin 82 48 90 52

Grafik 1. Pseudomonas aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlikliklari
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izole edilen P. aeruginosa suslarinda Disk Yakinlastirma ydntemi ile
IBL % 40, Cift Disk Sinerji ydntemi ile GSBL % 5 oraninda saptandi.
IBL pozitif olan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direncleri tablo

11°de, ESBL pozitif olan suslarin antibiyotik diren¢ durumlari da Tablo 12'de

verildi.

Tablo 11. IBL pozitif P. aeruginosa suslarinin antibiyotik diren¢ durumlari

Antibiyotikler Duyarl Direncli
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Seftazidim 56 82 12 18
Sefoperazon 40 58 28 42
Sefoperazon-Sulbaktam 47 69 21 31
Sefepim 54 79 14 21
imipenem 53 77 15 23
Meropenem 49 72 19 28
Aztreonam 46 68 12 32
Piperasilin-Tazobaktam 57 83 1" 17
Gentamisin 42 62 16 38
Amikasin 61 89 7 11
Tobramisin 48 71 20 29
Trimetoprim-Sulfametaksazol 17 25 51 75
Siprofloksasin 44 65 13 35

Tablo 12. ESBL pozitif P. aeruginosa suslarinin antibiyotik diren¢ durumlari

Antibiyotikler Duyarli Direncli

N % N %
Seftazidim 5 62 3 38
Sefoperazon 3 38 5 62
Sefoperazon-Sulbaktam 4 50 4 50
Sefepim 5 62 3 38
imipenem 7 88 1 12
Meropenem 6 75 2 25
Piperasilin-Tazobaktam 8 100 0 0
Aztreonam 7 88 1 12
Gentamisin 4 50 4 50
Amikasin 8 100 0 0
Tobramisin 5 62 3 38
Trimetoprim-Sulfametaksazol 1 12 7 88
Siprofloksasin 4 50 4 50

Calismamizda disk diffizyon testi ile 63 (% 31) P. aeruginosa
susunda imipeneme direng saptandi. Bu suslarin diger antibiyotiklere olan

diren¢ durumu Tablo 13’de verildi.

Tablo 13. imipenem direncli olan P aeruginosa suglarinin  diger

antibiyotiklere diren¢ durumu

Antibiyotikler Duyarl Direncli

N % N %
Seftazidim 53 84 10 16
Sefoperazon-Sulbaktam 0 0 63 100
Sefepim 5 8 58 92
Aztreonam 10 16 53 84
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Piperasilin-Tazobaktam 12 19 51 81

Gentamisin 2 3 61 97
Amikasin 28 44 45 56
Tobramisin 2 3 61 97
Trimetoprim-Sulfametaksazol 0 0 63 100
Siprofloksasin 2 3 51 97

Sonug¢ olarak, nozokomiyal infeksiyon etkeni olan P. aeruginosa
suslarinda en az direng seftazidimde bulunurken, bunu amikasin, imipenem,

piperasilin- tazobaktam, meropenem, sefepim takip etmekte idi.

TARTISMA VE SONUG

P. aeruginosa  nonfermentatif bakteriler icerisinde en sik hastane
infeksiyonu etkenidir. Degisik ¢calismalarda hastane infeksiyonlarinin % 8-25’
inden sorumlu tutulmustur. Pseudomonas infeksiyonlari yogun bakim
uniteleri, yanik niteleri, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis

spektrumlu antibiyotik kullanilan birimlerde daha sik goruldr.

Calismamizda, P. aeruginosa suslari en sik yogun bakim Unitesi
( % 42 ) olmak Uzere, dahiliye ( % 20) ve cerrahi ( % 18) kliniklerinden izole
edildi. Bu suslar en sik trakeal aspirat ( % 59) olmak Uzere, idrar ( %

40) ve yara yeri (% 38) kiltiru izolatlari idi. Ulkemizde yapilan galismalarda
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da P. aeruginosa susglari en sik yogun bakim Unitesinden izole edilmis olup,
siklik sirasina gore izole edildikleri klinik materyaller trakeal aspirat , idrar ve

yara yeri kaltGradar ( 90, 91).

Pseudomonas aeruginosa genetik olarak bir¢cok antibiyotiklere dogal
olarak direngli olmasinin yani sira, kemoterapi sirasinda da ¢oklu direngli
suslar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu direng mekanizmalarinin baslicalari; beta
laktamazlarin salinmasi, dis membran gegirgenliginin azalmasi, aktif disa
pompalama sistemileridir. P. aeruginosa suslarinda beta-laktamaz enzimi
uretimi antibiyotik direng gelisiminde en énemli mekanizmadir. Bunlar AmpC
tipi beta-laktamaz sentezlenmesi, geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar,
karbapenemazlar olarak sayilabilir. Aktif pompalama sistemleri kromozomal
beta-laktamazlar  ile beraber ya da ayrn olarak aktif hale gelirse
karbapenemler de dahil bircok antibiyotige tek tek ya da ¢ogul direng olugur.
Daha da 6nemlisi bu sistem tedavi sirasinda aktif hale gelebilmekte ve

bdylece ¢ogul hatta tam direngli suglar ortaya gikabilmektedir ( 92 ).

Pseudomonas infeksiyonlarinda ilk tercih edilecek sefalosporinlerden
birisi seftazidimdir. Calismamizda pseudomonas suslarinda seftazidim
direnci % 24 olarak bulundu. Diger sefalosporinlerden sefoperazon direnci
% 71, sefoperazon-sulbaktam direnci % 57, sefepim direnci % 46 idi.
Ulkemizde vyapilan farkli calismalarda sefalosporin diren¢ oranlari
seftazidim % 15-60, sefoperazon % 50-85, sefoperazon- sulbaktam % 28-
58, sefepim % 20-45 oranindadir. Calismamizda beta laktam
antibiyotiklerden piperasilin- tazobaktam ve aztreonam direnci sirasiyla % 38,
% 53 olarak saptandi. Diger calismalarda piperasilin-tazobaktam direnci
% 9-33, aztreonam direnci % 13-88'dir. Ulkemizde yapilan galismalarda
pseudomonas cinsi bakterilerdeki antibiyotik duyarlliklari Tablo-14’ de verildi
(93-106 ).

Pseudomonas infeksiyonlarinda aminoglikozidler kombine tedavinin

bir parcasidir. Calismamizda gentamisine % 58 oraninda direng saptandi.
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Cesitli calismalarda saptanan gentamisin direnci % 14-64  arasinda
dedismektedir. Calismamizda amikasin direncini % 29, tobramisin direncini
% 56 olarak saptandi. Ulkemizde yapilan galigmalarda amikasin’e direncin
% 13-40, tobramisine direncin % 37-81 arasinda oldugu bildiriimektedir.
Aminoglikozid direncine; ribozomlara karsi afinite degisikligi, membran
permeabilite degisimine yol agan mutasyonlar ve aminoglikozid modifiye edici

enzim mutasyonlari neden olur ( 107).

Kinolon grubu antibiyotikler pseudomonas infeksiyonlari tedavisinde
kulanilan antibiyotiklerdendir. Calismamizda siprofloksasin direnci % 52 idi.
P. aeruginosa’da cesitli calismalarda bildirilen siprofloksasin direnci % 7-60
arasinda degismektedir (Tablo-14). Kinolonlara direngte asil mekanizma DNA
giraz enziminin mutasyonu olup, dig membran proteinlerinin 6zellikle de
OmpF, OmpC defektleri ile olusan dis membran gegirgenliginin degismesi ve

aktif disa pompalama sistemleri de kinolon direncine neden olur ( 108 ).

IBL Ureten izolatlarda beta laktam grubu antibiyotiklerin  6zellikle
sefalosporinlerin kullanimiyla normalde az olan beta laktamaz enziminin
yapimi  asiri artabilir, bir mutasyon sonucu enzim induksiyona gerek
kalmaksizin asiri ve devaml uretilir hale gelebilir buna “derepresyon” yada
“stabil derepresyon” denilmektedir. Karbapenemler hem indukleyici hem de
dereprese mutantlara etkili oldugu igin seleksiyona yol agmaz. Dereprese
mutantlarin segilme riski nedeniyle, genisletiimis spektrumlu sefalosporinlerin
IBL sentezledigi bilinen bakteriler ile gelisen Uriner sistem infeksiyonlari

digindaki infeksiyonlarda kullaniimamalhdir ( 107 ).

Anti- pseudomonal penisilin ve sefalosporinlere karsi direng gelisimine
neden olan GSBL'ler pseudomonas cinsi bakteriler arasinda da son yillarda
artan oranlarda gorulmeye baglamistir. P. aeruginosa’ da TEM, SHV, PER ve
OXA turt GSBL'ler goéralar (109).
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Bu calismada disk yakinlastirma yéntemi ile % 40 oraninda IBL ve cift

disk sinerji yontemi ile % 5 oraninda GSBL tesbit edildi.

Ulkemizde vyapilan c¢alismalarda P. aeruginosa’ daki IBL oranlari

Tungbilek ve ark. % 43, Erdem ve ark. % 55, Ersoy ve ark. % 55, Ersoz ve
ark. % 59 , Gencer ve ark. % 53, Kesli ve ark. % 22, Ozkalay ve ark. % 65
olarak bulunmustur ( 110-115).

GSBL oranlarini ise Ersoz ve ark. % 30, Vahaboglu ve ark. % 11,

Gencer ve ark. % 4, Kesli ve ark. % 5.6 olarak saptamislardir. Ulkemizde

GSBL oranlari

Tablo 14. P. aeruginosa’nin gesitli calismalardaki antibiyotik diren¢g durumu

% 0-18 arasinda degismektedir ( 112-116).

Kaynak CAZ CFP CFP/ FEB IMP MEM TzZP TOB AK GN SXT ATM CIP
(-y1l) SUL
Erdem ve ark. 60 85 18 81 40 55 88 60
(1995)
Cobanoglu ve 38 77 9 23 38 26 44 3 58 100 40 33
ark.
(1999)
Zer ve ark. 33 50 52 23 40 13 55 61 8
(2000) 55
Demirci ve ark . 33 7 15 40 37 12
(2001) 54
Ayyildiz ve ark. 15 3 3 19 10
. (2002) 10
Ozgeng ve ark. 23 18 57 27 64 44 40
(2002)
Ycel ve ark. 21 28 20 17 24 37 26 40 22 40
_(2002)
Unli ve ark. 42 37 29 22 9 33 56 24 9
(2002)
Gencer ve ark. 25 41 46 27 40 56 28 15

(2002)
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Ers6z ve ark. 38 42 30 29 33 44 38 56 59 15
(2004)
Gliltekin ve ark. 18 11 18 3 2 14 13 7
(2004 )
Demir ve ark. 54 58 45 16 23 15 40 20
(2004 )
Candevir ve 53 28 45 43 55 19 71 50 76 75 49
ark. ( 2005)
Yiicel ve ark. 40 37 31 36 39 45 15 42 36 15
(2005)
Darka ve ark. 30 24 30 36 15 49 21 52 27
(2005)
Pullukgu 42 32 24 26 42 15 52 32
ve ark.
( 2005)
Bu calisma 24 71 57 46 37 45 38 56 29 58 87 53 52

Karbapenemler  bilinen en genis  spektrumlu  betalaktam
antibiyotiklerdir. P. aeruginosa igin karbapenem direnci OprD kaybi, MexAB-
OprM aktif disa pompalama sistemi, permeabilite mutasyonlari, asiri
miktarda kromozomal AmpC beta-laktamaz Uretilmesi ve metallo-beta-

laktamaz enzimlerinin uretilmesi seklinde olabilir ( 117 ).

P. aeruginosa’ da dusuk duzey karbapenem direnci OprD porin kaybi
ve dereprese kromozomal AmpC beta-laktamazlar salinmasi ve aktif disa
pompalama sistemlerinin birlikte g¢alismalari ile olur. Yuksek duzey
karbapenem direncinden MBL dretimi sorumlu tutulmaktadir. OprD porin
kaybr durumunda imipenem direncli iken meropenem hassas olabilir.
MexAB-OprM aktif disa pompalama sisteminde ise imipenem haric¢ tim beta
laktamlara direng olur. MexEF-OprN digsa pompalam ile oprD porin kaybi
beraberliginde imipenem ve kinolon direngli meropenem duyarh suslar
gorultr. Meropenem direncinin tedavi sirasinda ortaya ¢ikmasi igin hem porin
protein kaybi, hem de aktif disa pompalama sistemi mutasyonlari gerekir.
Bircok ¢alismada P. aeruginosa’da PER- tip GSBL ile VIM- tip metallo-beta-
laktamaz uretiminin birlikte goruldagu bildirilmistir ( 118,119 ).

49



Calismamizda karbapenemlerden imipenem direncini % 37,
meropenem direncini % 45 olarak saptadik. Ulkemizdeki calismalarda bu
oranlar imipenem i¢in % 7-43, meropenem igin % 22-55 olarak bildirilmistir
(Tablo-14). Dinyada SENTRY calismasi c¢ergevesinde karbapenem direnci
Japonya’da % 38, Brezilya'da % 44, italya’da % 31, KONSAR calismasinda
% 17 olarak saptanmistir ( 120, 121)).

P. aeruginosa suslarinda MBL saptanmasinda modifiye Hodge testi
ve IMP-EDTA kombine disk sinerji testinin oldukga ylksek duyarlilik ve
Ozgullikte  oldugunu belirten bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir ( 122,123 ).

Bu g¢alismada karbapenem direngli olan suglarda MBL enzimi modifiye
Hodge testi ve imipenem-EDTA kombine disk sinerji testi ile arastirildi.
imipenem direncli P. aeruginosa suslarinda MBL pozitifligi saptanmadi.

imipenem direncli suslarda ¢ogdul antibiyotik direnci % 32 olarak saptandi.

Ulkemizde yapilan MBL tarama calismalar kisitl olup, Altoparlak ve
ark. ( 124 ) P. aeruginosa’ da MBL pozitifligini IMP-EDTA kombine disk
yontemi ile % 55, Toraman ve ark. ( 125 ) ise E-test ile % 29 olarak
saptamiglardir. Dunyadaki c¢alismalarda ise bu oran ortalama % 30
civarindadir ( 126 ).

Molekuler arastirmalarda c¢ogul direncgli P. aeruginosa suglarinin
kromozomal AmpC enziminin agiri salinmasi, porin protein kaybi ve disa
pompalama sistemleri bu direngden sorumlu tutulmustur. Cogul direngli P.
aeruginosa suslarinda class1 integronlarda beta-laktamazlar ve
aminoglikozid hidrolize eden enzimler ve kinolon direnci genleri birlikte
kodlanir ve transfer edilirler. Bu suslar penisilinlere, sefalosporinlere,
karbapenemlere, aminoglikozidlere ve kinolonlara direngli iken, kolistine
hassastirlar. Cogdul direngli Pseudomonas infeksiyonlarinda kolistin

kullanimiyla ilgili daha genis calismalar gereklidir ( 127-131).
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Bizim calistigimiz tum P. aeruginosa suglarindan 20’sinde ( % 12 )
cogul antibiyotik direnci 6zelligi saptandi. Cesitli calismalarda bu oran % 1-23
arasinda belirtilmistir ( 131, 132, 133 ).

Sonug¢ olarak hastanemizde hastane infeksiyon etkeni olarak izole
ettigimiz P. aeruginosa suslarinda Ulke genelinde ve tim dinyada oldugu
gibi yuksek oranda antimikrobiyal direng ve c¢ogul direng  ozellikleri
gorulmektedir. Bu diren¢ mekanizmalarinin  bilinmesi ve yaylliminin
onlenmesi Onemlidir. Akilci antibiyotik kullanimi politikalari  belirleyip,
belirlenen kurallara siki uyumu saglamak zorunludur. Direng 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik epidemiyolojik ¢alismalar ampirik tedavide klinisyene
yol gostermesi agisindan vyararhdir. Klinisyenler bu veriler 1siginda ve
hastane infeksiyonlari kontrol komitelerinin onerileri dogrultusunda antibiyotik

kullanmalidiriar .
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OZET

Pseudomonas aeruginosa, yuksek mortalite ve morbidite ile seyreden
hastane infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu infeksiyonlarda erken ve etkin
antibiyotiklerle tedaviye baslanmasi ©6nem tasimaktadir. Nozokomiyal
infeksiyon etkeni olan P. aeruginosa antimikrobiyal ajanlara karsi giderek
artan diren¢ tedavide sorun olusturmaktadir. Hastane infeksiyonlarinda
dogru ampirik tedavi yaklasimi igin, o hastanede infeksiyonlara neden olan

mikroorganizmalar ve direng 6zelliklerinin bilinmesi dnemlidir.

Calismamizda Nisan 2003-Nisan 2004 arasinda hastane infeksiyonu
etkeni olarak izole edilen 172 P. aeruginosa  susunun anti-pseudomonal
antibiyotik duyarhliklari CLSI énerilerine uygun olarak standart disk diffizyon

yontemi ile arastirildi.

Pseudomonas suslarinda seftazidime % 24, sefoperazona % 71,
sefoperazon-sulbaktama % 57, sefepime % 46, imipeneme % 37,
meropeneme % 45, piperasilin-tazobaktama % 38, aztreonama % 53,

gentamisin, % 58, amikasine % 29, tobramisine % 56, trimetoprim-
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sulfometaksazole % 87, siprofloksasine % 52 oraninda diren¢g saptandi.
induklenebilir Beta-laktamaz disk yakinlastirma ydntemiyle % 40, cift disk
sinerji testi ile GSBL % 5 olarak bulundu. Metallo-beta-laktamaz enzim
Uretimi Modifiye Hodge ve imipenem-EDTA kombine disk diffiizyon testi

saptanamadi.

P. aeruginosa icin karbapenem direnci OprD kaybi, MexAB-OprM
aktif disa pompalama sistemi, permeabilite mutasyonlari, asiri miktarda
kromozomal AmpC beta-laktamaz Uretiimesi ve  metallo-beta-laktamaz

enzimlerinin Uretilmesi seklinde olabilir.

Calismamizin sonucunda P. aeruginosa susglarinda yuksek oranda
antibiyotik direnci ve c¢ogul diren¢ 06zelligi goruldu. Seftazidim, amikasin,
karbapenem, piperasilin-tazobaktam direng oranlari diger antibiyotiklere
kiyasla daha duslk tespit edildi. Sonu¢ olarak hastanemizde ampirik tedavi

planlanirken bu bulgularin dikkate alinmasi gerekmektedir.
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa infections have high morbidity and
mortality. Prompt and effective antibiotic use is very important in the
treatment of these infections. Increasing resistance rates to various
antimicrobial agents among P. aeruginosa strains isolated from nosocomial
infections are problem in the treatment. Considiring the causative
microorganisms and their antimicrobial resistance paterns are essential for

rational ampiric treatment of nosocomial infections.

The aim of this study was to detect the antibiotic resistance of
Pseudomonas aeruginosa strains isolated from various clinical specimens in
our hospital between April 2003-April 2004. The resistance of nosocomial
172 Pseudomonas aeruginosa strains to anti-pseudomonal antibiotics was
determined by disk diffusion test according to CLSI| recommendations.
Resistance to ceftazidime was found to be 24 %, to cefoperazone 71 %, to
cefoperazone-sulbactam 57 %, to cefepime 46 %, to imipenem 37 %, to
meropenem 45 %, to piperacillin-tazobactam 38 %, to tobramycin 56 %, to
amikacin 29 %, to gentamicin 58 %, to trimethoprim-sulfamethoxazole 87 %,
to aztreonam 53 %, to ciprofloxasin 52 %. Inducible beta-lactamases were

detected in 53 % of isolates by disk approximation test. GSBLs were
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detected in 5 % isolates by double disk synergy methods. Metallo-beta-
lactamases were detected in none of the isolates by Hodge test and IMP-
EDTA combined disk test.

In the case of P. aeruginosa, carbapenem resistance is mediated by
OprD loss, up-regulation MexAB-OprM efflux system, metallo-beta-lactamase

as well as expression of chromosomal AmpC beta-lactamase.

Our result indicate that P. aeruginosa strains have high antimicrobial
resistance rate and multiple antibiotic resistance. In relatively, resistance to
ceftazidime, amikacin, carbapenems, piperacillin tazobactam wasl lower than
other antibiotics. This results should be taken into consideration in the

empiric treatment in our hospital.
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