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OZET

Karbapenemlere Diren¢ Gosteren Gram Negatif Bakterilerde Metallo-Beta-
Laktamaz Enziminin Fenotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Karbapenemler, coklu ila¢ diren¢li Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Karbapenem direncinin en oOnemli
mekanizmalarindan biri Metallo-Beta-Laktamazlarin iiretimidir. Metallo-Beta-
Laktamaz genleri kromozomda ya da plazmidde bulunur ve bakteri kokenleri
arasinda kolayca yayilabilir.

Cahismamizda, Balcah Hastanesi kliniklerinden Merkez Laboratuvar
Mikrobiyoloji birimine gonderilen cesitli orneklerden izole edilen ve
karbapenemlere diren¢ gosteren Gram negatif bakterilerde, Metallo-Beta-
Laktamaz enzimi iireten suslarin fenotipik yontemlerle orammm belirlemek,
Metallo-Beta-Laktamaz tayininde bu fenotipik yontemleri karsilastirmak ve
Metallo-Beta-Laktamaz iiretiminde fenotipik yontemleri kullanarak hangisinin
rutin uygulamalarda daha yararh olabilecegi amaclanmstir.

Bu amacla Haziran-EKim 2012 ve Subat-Mart 2014 tarihleri arasinda cesitli
kliniklerden Merkez Laboratuvarina gonderilen materyallerden karbapenem
direncli 261 Gram negatif bakteride fenotipik yontemlerle Metallo-Beta-Laktamaz
iretimi arastirilldi. Bakterilerin tammmlanmasi ve antibiyotik direncleri Clinical
and Laboratory Standards Institute onerileri dogrultusunda Vitek 2 otomatize
sistem ile belirlendi. Metallo-beta-laktamaz iiretimi Modifiye Hodge Testi,
Kombine Disk Difiizyon ve Cift Disk Sinerji Testi ile arastirildi. Karbapenem
direncli suslar arasinda, imipenem %90.4, meropenem %74.3, ertapenem %46.6
direncli olarak bulunmustur.

Karbapenem diren¢li Gram negatif bakteri suslarinda Metallo-Beta-
Laktamaz iiretimi modifiye Hodge testi ile %76.2, Kombine disk difiizyon ile
%27.2, Cift disk sinerji yontemi ile %14.2 olarak bulunmustur. Kombine disk
difiizyon ve modifiye Hodge testi ile en ¢cok A. baumannii, Cift disk sinerji testi ile
en ¢ok P. aeruginosa suslarinda Metallo-beta-laktamaz iiretimi saptandi. Metallo-
beta-laktamaz arastirllmasinda hizl, basit, duyarhilik ve ozgiilliigii yiiksek olan iyi
bir fenotipik tarama yontemine gerek vardir. Bu bulgularin 15181 altinda, fenotipik
yontemlerden hangisinin rutinde kullanilabilecegi konusunda, bu suslardaki
Metallo-beta-laktamaz iiretiminin molekiiler yontemlerle saptanmasi gercegini
ortaya ¢cikarmstir.

Anahatar Sozciikler: Karbapenem, Metallo-beta-laktamaz, Modifiye Hodge Testi,
Kombine Disk Difiizyon Testi, Cift Disk Sinerji Testi.




ABSTRACT

Carbapenems-Resistance Gram Negative Bacteria of the Metallo-Beta-Lactamase
Enzyme by Phenotypic Methods Investigation

Carbapenems are the most frequently used antibiotics in the treatment of
multi-drug resistant Gram negative bacterial infections. One of the major
important mechanisms of carbapenem resistance is production of metallo-beta-
lactamases. Metallo-beta-lactamases genes reside on chromosome or plasmids and
easily spread among bacterial strains.

Our study Balcali Hospital Central Laboratory of Clinical sent to the
Microbiology unit isolated from various samples and resistance to carbapenems in
Gram-negative bacteria to determine the rate by phenotypic methods of producing
strains metallo-beta-lactamases enzymes, to compare these phenotypic methods for
the determination of metallo-beta-lactamases and using phenotypic methods in
metallo-beta-lactamases production was intended to be which may be more useful
in applications of the routine.

For this purpose, from June to October 2012 and February-March 2014 sent
to the Central Laboratory of carbapenem of materials from various clinics in
Gram-negative bacteria resistant to 261 metallo-beta-lactamases production was
investigated by phenotypic methods. Identification of bacteria and antibiotic
resistance of Clinical and Laboratory Standards Institute in accordance with the
recommendations were determined by Vitek 2 automated system. The production
of metallo-beta-lactamases was investigated with modified Hodge test, combined
disk diffusion, and double-disk synergy test. Among carbapenem resistant strains
imipenem 90.4%, meropenem 74.3%, and ertapenem 46.6% were found to be
resistant.

Carbapenem resistant Gram-negative bacteria strains metallo-beta-
lactamases production by modified Hodge test 76.2%, combined disk diffusion
27.2%, and with double-disk synergy test was 14.2%, respectively. The most
production of metallo-beta-lactamases strains with modified Hodge test and
combined disk diffusion test was A. baumannii, the most production of metallo-
beta-lactamases strains with double-disk synergy test was P.aeruginosa as an
detected.

Metallo-Beta-Lactamase to study fast, simple, sensitivity and specificity is
high, there is a need for a good phenotypic screening method. In light of these
findings, phenotypic method can be used in which of the routines in the topic, this
determination of molecular methods of production of the fact that the strains that
produce metallo-beta-lactamases revealed.

Keywords: Carbapenem, Metallo-beta-lactamases, Modified Hodge Test,
Combined Disc Test, Double Disc Sinergy Test.
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1. GIRIS

P.aeruginosa ve A. baumannii, K. pneumoniae gibi bakteriler son yillarda
immiin sistemi baskilanmis ve Ozellikle hastanede yatan hastalarda artan oranlarda
goriilen firsatgr enfeksiyonlara neden olan GN bakteriler olarak bilinmektedir'”.
Ozellikle yasam tehdit eden ¢oklu ilag direnci gdsterebilen bu bakterilerin yol agtig
ciddi enfeksiyonlarda karbapenemler, genis antibakteriyel spektrumlari, bakteri
membranlarindan hizla gegebilmeleri, AmpC ve genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) enzimlerine dayanikli olmalar1 gibi Ozellikleri nedeniyle ilk tercih edilen
antibiyotik grubudur'>’’. Karbapenemlerin klinik kullanima girmesi ¢oklu ilag direngli
bakterilerin neden oldugu ciddi HE’de onemli bir avantaj saglamis, ancak o6zellikle
ampirik tedavide yaygin kullanilmalar1 nedeniyle P. aeruginosa ve A. baumannii gibi
non-fermentatif basillerde karbapenem direnci ile de siklikla karsilagilir hale gelinmistir
*2 Metallo-beta-laktamaz (MBL) iiretimine bagli karbapenem direnci &zellikle
P.aeruginosa ve A. baumannii kokenlerine bagli HE’de 6nemli bir sorun olarak kabul
edilmekte, farkli cografik bélgelerden farkli direng oranlari bildirilmektedir'®. MBL
tireten bakteriler aztreonam hari¢ tlim beta-laktamlara yiiksek diizeyde direnglidir.
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae’de saptanmis 5 enzim
tipinden olusurlar. Kazanilan MBL’ler molekiiler yapilarina gore; IMP, VIM, SPM,
GIM ve SIM olarak adlandirilirlar ve son yillarda sayilari artarak diinya c¢apinda
yayllma gostermislerdir. Metallo-beta-laktamazlar1 kodlayan genler kromozom veya
plazmid aracili olabilir ve sinif I integronlar {izerinde yer alir. MBL’ler penisilin,
sefalosporin gibi diger beta-laktam antibiyotikleri de hidrolize edebilmektedirler.
Metallo enzimler ise farkli olarak ¢inko iyonu kullanirlar, katalitik aktiviteleri igin
cinkoya gereksinim duyarlar, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve thiol temelli
bilesiklerle inhibe edilirler. Bu enzim genini tasiyan bakteriler hastane ic¢inde fark
edilmeden yayilarak, HE’ye neden olurlar ve diger patojen mikroorganizmalara MBL
genini transfer edebilirler. Bu nedenle karbapenem duyarli MBL tasiyan
mikroorganizmalarin laboratuvarlarda saptanmasi klinik acidan son derece dnemlidir.
Son zamanlarda iilkemizde de MBL iireten GN mikroorganizmalara rastlanilmasi ¢esitli
arastirmalarin yapilmasini gerektirmistir. MBL tasiyan bakteriler standart duyarlilik

yontemleriyle karbapenemlere duyarli saptanabilmektedirler'®*'%,



MBL enzimlerinin varliginin aragtirilmast igin Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) dokiimanlarinda Onerilen standart bir yontem heniiz
bildirilmemektedir. Duyarlilik testleri ise MBL iiretimini gostermek icin yetersiz
kalmaktadir. Bu enzimlerin tespit edilmesinde sorumlu genlerin molekiiler tekniklerle
aranmasi veya birtakim enzim testlerinin yapilmasi gerektigi onerilmektedir. Ancak
bunlarin rutin uygulamalarda kullanilmas1 pratik olmadigindan enzim varligini
gostermeye dayanan birtakim fenotipik yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Bunlar
arasinda en sik kullanilanlar kombine disk difiizyon testi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye
Hodge testi ve E testtir.

Bu calismanin amaci, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi
kliniklerinden Merkez Laboratuvar1 Mikrobiyoloji birimine gdnderilen ¢esitli
orneklerden izole edilen karbapeneme diren¢ gosteren Gram negatif bakterilerde
(Enterobacteriaceae tiirleri ve non-fermantatif bakteriler) MBL enzimi iireten suslarin
fenotipik yontemlerle oranini belirlemek, MBL tayininde bu fenotipik ydntemleri
karsilagtirmak ve MBL {iretiminde fenotipik yontemleri kullanarak hangisinin rutin

uygulamalarda daha yararli olabilecegi amaglanmustir.



2. GENEL BILGI

2.1. Hastane Enfeksiyonlar:

Hastane enfeksiyonu (nozokomiyal enfeksiyon) herhangi bir enfeksiyon
hastalig1 kulucka doneminde olmayan ve enfeksiyonu bulunmayan hastada, hastaneye
yatisindan itibaren 48-72 saat sonra veya taburcu olduktan 10 giin sonrasina kadar

gecen siire icerisinde enfeksiyon olusmasi anlamina gelmektedir'*?

. Hastaneye yatan
hastalarin %10 kadarinda HE gelistigi belirlenmistir. Ayrica bazi1 HE sonucu kaybedilen
hastalarin oram1 da kiiciimsenemeyecek diizeydedir'. HE’de en sik goriilen
mikroorganizmalar E.coli basta olmak iizere GN barsak bakterileri ve S. aureus'dur *.
En sik goriilen HE’lar1 idrar yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, pnomoniler ve
bakteriyemi’lerdir®. Hastane genelinde HE insidansi % 5-10 iken YBU’nde bu oran %
20-25 olarak bildirilmektedir’. NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance
System)’nin verilerine gore 1980-1982 yillar1 arasinda nozokomiyal bakteriyemili
olgularin % 42’sini GN bakteriler olustururken, 1990-1992 yillar1 arasinda %20’sini
olusturmustur®. Ulkemizde degisik hastanelerden bildirilen HE’lar1 insidans1t %3-7.8
arasindadir’. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde enfeksiyon hastaliklarnm yiiksek
oranda goriilmesi, bilingsiz ve amag dis1 antibiyotik kullanimi, ulusal antibiyotik
politikalarmin yetersizligi, kalabalik ve yetersiz hastane hijyen sartlar1 gibi sosyo-
ekonomik faktorler ve davramis bozukluklar1 sonucudur. Bu enfeksiyonlar

antimikrobiyal direncin artmasina katkida bulunurken, biiylik ekonomik kayiplara da

neden olmaktadir'®.

2.2. Gram Negatif Bakterilerde Antibiyotik Direnci

Bir ilaca karsi “bakteri direnci”, 6zgiil bir bakterinin, iireme fonksiyonlarinm
bozan ya da Oliimiine neden olan bir ilaca karst koyma yetenegi olarak
tanimlanmaktadir''. Antibiyotik tikketiminin devam etmesiyle birlikte yeni direncler
ortaya cikmaya baslamis ve direng genlerinin epidemik transferi sonucu direncli
kokenlerin hastalar arasinda epidemik yayilimi meydana gelmistir'®. Bulundurduklar:
direngle iliskili molekiiler mekanizmalarin, Enterobacteriaceae kdkenlerine aktarilabilir
nitelikte olmas1 direngli E. coli, S. typhii, S. sonne, K. pneumoniae ve E. cloacae

kokenlerinin ortaya ¢ikisi ile sonuclanmustir'®. GN bakteriler son yillarda immun sistemi



baskilanmis ve ila¢ tedavisi alan hasta gruplarinda artan oranlarda goriilen onemli
firsatg1 patojenler olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle yasam tehdit eden coklu ilag
direnci gosteren GN bakterilerin yol agtig1 ciddi enfeksiyonlarda karbapenem grubu
antibiyotikler son se¢enek durumunda oldugu i¢in karbapenem direncinin ayr1 bir onemi
vardir',

Giliniimiizde antibiyotiklerin diizensiz kullaniminin artmasi, yogun bakim iinitelerinde
yatan ve immun sistemi bozulmus hasta sayisinin artmasi, gida endiistrisinde antibiyotik
kullanim1 gibi nedenlerle mikroorganizmalardaki antibiyotik direnci giderek
artmaktadir. Ulkemizde hastanelerde en sik direng sorunu yasanan mikroorganizmalar;
E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, Koagulaz Negatif Staphylococlar (KNS),

Enterobacter spp, Enterococ’lar, P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. dir'>'®.

2.3. Beta-Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler yan etkilerinin azlig1 ve bakterisid olmalar1 nedeniyle
giinimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur. Bakterilerin peptidoglikan
tabakasimin sentezini bozarak etki ederler'’. Bu gruptaki antimikrobiyallerin ortak
Ozellikleri yapilarinda beta laktam adi1 verilen 4 atomlu halka tagimalaridir. Her grup
beta laktamin 6zelligi bu halkaya baglanan baska halkalar ve yan zincirlerle belirlenir.
Monobaktamlarda beta laktam halkasina baglanan baska halka bulunmamaktadir'®. Beta
laktamlar bakteri hiicre duvarinin major polimeri olan peptidoglikan sentezini inhibe
ederek etki ederler. Peptidoglikan tabakasi ard arda dizilmis N-asetilglukozamin (NAG)
ve N-asetilmuramik asit (NAM) diye bilinen iki amino sekerin yer aldig1 zincirlerden
olugmaktadir. Her zincirde ayrica NAM’e bagli, 4 amino asitten olusan peptid zinciri
bulunur. Bu yapt NAM fiiniteleri arasinda gapraz peptit baglar1 olusturularak saglanir'”,
Bu tabaka ¢apraz baglanan kisa peptid zincirleri ile saglamlagir. Bu ¢apraz baglanti N-
asetil muramik asitin yapisinda yer alan D-alanin D-alanin molekiillerinin
transpeptidasyon reaksiyonu ile birlesmeleri sonucu olusur. Transpeptidaz reaksiyonu
olusturan enzimlere penisilin baglayan proteinler “PBP” adi verilir. Beta-laktam
antibiyotiklerin temel hedefi iste bu penisilin baglayici proteinlerdir. Bu benzerlik beta-
laktam antibiyotiklerin PBP ile reaksiyona girmelerini ve D-alanin D-alanin
molekiiliiniin yerini alarak transpeptidasyonu engellemelerini saglar'’. Beta-laktamlar

D-alanyl-D-alanine transpeptidase aktivitesini, stabil esterler olusturacak sekilde inhibe



etmektedir®. Hiicre duvar yapisi bozulan bakteride ozmotik diren¢ kaybi ve Oliim
meydana gelmektedir’’. Beta-laktam antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1 ve
etkinlik gostermeleri icin GN bakterilerde porin (Outer Membran Protein, OMP) adi
verilen i¢i su dolu protein kanalciklarindan ge¢meleri, sitoplazmik membranla dis
membran arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta-laktamazlardan etkilenmemeleri
gerekmektedir. Bakterilerin hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan (miirein) tabaka,
bakteri hiicre duvarmin asil polimeridir ve hiicre duvarina seklini vererek ozmotik
giiglere karst korur ve mikroorganizmanin yapisii ve biitiinliigiinii saglar'®. Beta-
laktam grubunda penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler yer

almaktadir.

Peptidoglycan NMionomer
NAM NAG CH3
CHZOH H NH-C=0O
H o H
— O H H o —
S H NH-C=0O CH,OH
H3C-CH-C=0O IR
L-Alanine
D-Glutamic acid
— tetrapeptide
meso Diaminopimelic acid
D-Alanine

Sekil 2.1. Peptidoglikan monomer yapist

2.4. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda “Streptomyces cattleya” tarafindan
iiretilen ve “thienamycin” adi verilen bilesigin lizerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak elde edilmistir. Ilk bulunan ajan imipenemdir. Meropenem ve
imipenem; tienamisinin sentetik tiirevleridir. ~ Beta laktam antibiyotikler gibi
peptidoglikan biyosentezi iizerine etki gdstermektedir. imipenem; PBP1, PBP2, PBP4,
PBP5 ve PBP6 ya baglanabilmekte bunlardan PBP2 ye digerlerinden daha giigli
baglanmaktadir®. Yapisindaki stabilite sayesinde de karbapenemler GN bakterilere

kars1 yiiksek etkinlik gdstermektedir™.



Imipenem; Mikobakteriler, hiicre duvarindan yoksun organizmalar, nadir non-
fermentatifler ve Aeromonas disinda Gram pozitif (GP), GN ve anaerop
mikroorganizmalarla olusan HE ve toplumdan kazanilmis enfeksiyonlardaki bakteriyel
patojenlere etkilidir®.

1996 yilindan sonra ise karbapenem grubunun ikinci liyesi olan meropenem
kullanima girmistir. Meropenem, karbapenem halkasina 1-f-metil grubu eklenerek elde
edilmistir. GP, GN ve anaerop bakterilere karsi etkindir®. 2001 yilinda ise “Food and
Drug Administration” (FDA) tarafindan ertapenem’e karbapenem grubu {igiincii
antibiyotik olarak onay vermistir. Genis etki spekturumlar1 ve direngli bakterilerle
olusan ciddi enfeksiyonlarda tercih edilmeleri nedeniyle karbapenem grubu
antibiyotikler 6nemli antibakteriyel ajanlar icerisindedir.

Karbapenemlerin etki spektrumlart; ciddi enfeksiyon etkeni olan Enterobacteriacea,
anaeroplar, P.aeruginosa ve Acinetobacter spp.’yi kapsamaktadir ve bu enfeksiyonlarin
tedavisinde Onemli sorun olan, GSBL ve kromozomal AmpC tipi beta-laktamaz
enzimlerine  direnglidirler. Ancak smif B  metallo-beta-laktamazlar  dahil
karbapenemazlar bu antibiyotikleri hidroliz edebilmektedir. Cok genis etki spektrumu,
iyi klinik etkinligi, uygun giivenlik profili ile karbapenemler, agir enfeksiyonlarin
baslangi¢ tedavisinde ilk tercih edilecek olan antibiyotikler i¢inde olduk¢a onemlidir.
Yirmi yili agkin siiredir klinik kullanimda olan bu grubun iiyelerinden, imipenem,

22,24

meropenem ve ertapenem llkemizde kullanimdadir™~". Diger yeni karbapenemler ise

biapenem, faropenem ve panipenemdir™.

2.4.1. imipenem

Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik olan imipenemin GP, GN, aerob ve
anaerob mikroorganizmalar1 i¢ine alan ¢ok genis bir etkinlik kapsami vardir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu icin MIK 4mg/L’nin altindadir. Enterobacteriaceae ve
NFGN bakteriler i¢in smir MiK degerleri ¢izelge 1°de goriilmektedir®®.

Antibakteriyel Aktivite; imipenem Lancefield simiflamasina gore A,B,C,G

grubunda yer alan Streptokoklara karsi miikemmel etkinlik gosterir. Beta laktamaz
iiretmeyen penisiline direngli Enterokok suslari ve E. faecium imipeneme direnclidir.
Imipenem Enterobacteriaceae’lere, H. influenzae ve N. gonorrhhoeae’ye diisiik

konsantrasyonlarda etkilidir. B. fragilis dahil birgok anaerobik bakteriye etkilidir®*.



Etki Mekanizmasi; Diger beta-laktam antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvar

sentezini inhibe ederek etki eder ve bakterisidaldir. Imipenem GP ve GN bakterilerin
yiiksek molekiil agirlikli PBP’lerine yiiksek bir afinite ile baglanir. Baglanma ilk dnce
PBP2’ye ve arkasindan da PBPla’ya olur®. E.Coli’de PBPla, 1b, 2, 4, 5 ve 6’ya;
P.aeruginosa’da PBP1a, 1b, 2, 4, 5’e baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe eder’”®,
GN bakterilerde dig membrana penetrasyonu daha fazladir®. Diisiik molekiil agirhig: ve
zwitteryonik (notral yiik) nedeniyle bakterinin hiicre duvarina, penisilin ve
sefalosporinlerden daha hizli penetre olur’’. Bircok bakteri tarafindan salgilanan
kromozomal veya plazmidle tasinan beta laktamaz, penisilinaz, sefalosporinaz ile
hidrolize olmaz. Karbapenemler penisilin ve sefalosporinlerin aksine, aminoglikozid ve
kinolonlar gibi GN mikroorganizmalara kars1 postantibiyotik etkiye sahiptirler®.
Direng; S. maltophilia karbapenemlere dogal direnglidir, ¢iinkii karbapenemleri
inaktive eden enzimler iiretirler. Benzer enzimler B.cepacia’da da vardir. Bununla
beraber diren¢ temel olarak D2 olarak bildirilen dis membran proteinin kaybi ile

olmaktadir?.

Farmakokinetik ve Farmakodinamik 6zellik; Imipenemin plazma yarilanma mrii

yaklagik bir saattir. Yaklasik 10 saat i¢inde verilen dozun %70’i idrarla atilir®*",

Yan Etkileri; Imipenem genellikle iyi tolere edilir. Ciddi yan etkisi yoktur. Bu
etkin maddeyi igeren ilaclar: Imipenem + silastatin sodyum, Cilapem, Silanem, Tienam

Cizelge 2.1. imipenem ve Meropenemin Enterobacteriaceae ve NFGN bakteriler igin MIK degerleri

MIK(ug/ml)  Sonug¢

<4 Duyarh
8 Orta Duyarl
>16 Direncli




2.4.2. Meropenem

Meropenem, dihidropeptidaz  enziminden etkilenmez. Meropenem GN
mikroorganizmalara karsi imipenemden daha etkilidir.

Etki Mekanizmasi; aktivitesinden, bakteri icine miikemmel penetrasyonu,
penisilin baglayan proteinlere kars1 yiiksek affinitesi ve beta laktamazlara stabilitesi
sorumludur™.

Direng; Imipenem gibi meropenem de S.maltophilia’da bulunan ¢inko bagimli
beta laktamazlarla hidrolize olur. E. faecium’un hiicre duvarinda bulunan PBP5 ve
PBP6’ya baglanamaz. Meropenem GN mikroorganizmalarin D2 porinlerinden
imipenemden daha hizl1 gectigi icin permeabilite yoluyla gelisen diren¢ nadirdir’”. Bu

etkin maddeyi igeren ilaglar: Meronem, Merosid, Merozan, Mopem.

2.4.3. Ertapenem

Karbepenemler, kullanimda olan antibiyotikler arasinda bilinen en genis
antibakteriyel etki spektrumuna sahip antibiyotiklerdendir. Antimikrobiyel aktivite ve
kullanim alanlarina gore li¢ gruba ayrilmaktadir. Grup 1 i¢inde yer alan ertapenem
digerlerinden farkli olarak NFGN etkileri sinirlt olup toplum kdkenli enfeksiyonlarda da
kullanilabilmektedir. Hastaneye yatmasi gerekmeyen hastalarda ayaktan parenteral
antibiyotik tedavi uygulamasinda iyi bir alternatif olabilir”. Klinik kullamm igin
ABD’de 2001, Avrupa’da 2002 ve Tiirkiye’de 2008 yilinda onay almistir. Ertapenem,
Tiirkiye’de eriskin hastalarda duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu orta ve siddetli
enfeksiyonlarin tedavisinde, ayrica etken mikroorganizma bilinene kadar komplike
intra-abdominal enfeksiyon, komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
osteomiyelit dis1 diyabetik ayak enfeksiyonlari, komplike idrar yollar1 enfeksiyonlari,
akut pelvik enfeksiyonlar ve toplum kokenli pnomonilerin ampirik tedavisinde
endikasyon almistir’=*.

Ertapenemin GN ve GP bakteriler ile anaeroplar dahil genis bir etki spektrumu
bulunmaktadir. Ancak anyonik karakteri, lipofilik ve yiiksek molekiil agirlig
ozelliginden dolay1 bakterinin OprD porininden girmez. Bundan dolayr hem
Pseudomonas’lara hem de Acinetobacter gibi NFGN etkinligi yoktur veya diisiiktiir.

Bakterinin hedef molekiildeki degisiklikler ertapenem direncinde 6nemli rol oynar.



Ertapenem metallo-B-laktamaz ve bazi diger karbapenemazlar hari¢ GSBL ve amp C

tipi B-laktamaz iireten GN bakterilere oldukca etkili bulunmustur®>>°.

0 beta-dactam
R CH
R=C =N ; penicillin
CHy beta-lactam
¢ | w ™9
& A COOM Ry—C—=N cephalosporin
o’ A R
M
betadactam I
on ™9 ?‘ betadactam
HJC"{ scuzcuzun rl"iq CHCH O
imipenem clavulanate
A COOM 04 COOH

Sekil 2.2. Beta-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapis1

Imipenem
Plasma l|:n'oleir| binding = 20%
Molecular weight:317.37

Meropenem
Plasma protein binding = 2%
Molecular weight: 437.52

o Ertapenem
Plasma protein binding = ~ 94%
0@ . @  Molecular weight: 497.50
a

Sekil 2.3. Karbapenem grubu antibiyotiklerin kimyasal yapisi



2.5. Beta- Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmasi

Beta-laktam ajanlar hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon basamaginda gorev
alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlara PBP baglanarak etki ederler’’*. Bir beta-
laktam ajanin etki gosterebilmesi i¢in, eger varsa dis zardan ve periplazmik araliktan
geemesi, hiicre zarindaki PBP’lere etkin konsantrasyonda ulagmasi ve bu enzimlere
baglanmasi gereklidir’’. Direngli bakteriler bu basamaklarin her birinde beta-laktam
ajanlar igin bir engel olusturabilirler. Ornegin GN bakteriler porin kanallarin1 kapatarak
gecisi zorlastirabilir ve/veya periplazmik araliktaki beta-laktamazlar beta-laktam
antibiyotigi parcalayabilir. Baz1 bakteriler beta-laktamlarin iyi baglanamadig1 yeni veya
degismis PBP’ler eksprese edebilir, P. aeruginosa gibi baz1 bakteriler ise aktif pompa

sistemleri ile beta-laktamlar1 hedefine ulasmadan atabilirler***!4*%.

Beta-laktam ajanlara direng 3 genel mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir*>*,

1. Ilacin hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi,
1.a. D1g membran Porin Degisimleri
1.b. Aktif Pompa (Efluks) Sistemleri ile ilacin Disar1 Atilmasi

2. Hedef PBP molekiillerinin degismesi,

3. Tlaci inaktive eden beta-laktamazlarin tiretimi.

Bu mekanizmalardan bir ve iiclinclisiu GN bakterilerde, ikincisi ise GP
bakterilerde daha sik goriilmektedir. Genel olarak, antibiyotiklere direng birbiri ile
uyumlu c¢alisan bir dizi mekanizma araciligiyla gelismektedir. Beta-laktam
antibiyotiklere diren¢ de siklikla yukarida sayilan mekanizmalarin birkag¢inin ortak

etkilerinin bir sonucudur™®.

2.5.1. ilacin Hedefine Etkin Konsantrasyonda Ulasmasinin Engellenmesi
Bu durum, ilacin hiicre i¢ine alinmasindaki azalmadan veya hedefine

ulasamadan disar1 atilmasim saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanabilir*.
2.5.1.1. D1s Membran Porin Degisimleri

Antibiyotiklerin etki gdsterebilmesi i¢in Oncelikle hedeflerine ulasmasi

gereklidir. Ornegin beta-laktam ajanlar PBP’lere baglanabilmek icin sitoplazmik zarmn
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dis yliziine ulagmalidir. Peptidoglikan tabaka, genis araliklar1 nedeniyle antibiyotiklerin
bakteri hiicresine girisine engel olusturmaz. Ancak, GN bakterilerin dis =zar,
antibiyotikler ve ortamdan alinacak diger molekiiller i¢in yar1 gecirgen bir engel
olusturmaktadir. Bu nedenle dig zar yapisi tiim GN bakterilere GP’lerden farkli bir
avantaj verir. Kii¢iik hidrofilik molekiiller dis zardan ancak i¢i su dolu kanalciklar olan
porinler aracilig1 ile gegebilir*®. Bu nedenle porin proteinlerindeki yapiy1 veya iyonik
yiikii degistirebilecek degisiklikler veya 6zel porinlerin kaybi esas olarak hidrofilik
molekiillerin girisini engellemektedir. Beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogu hidrofilik yan
zincirler icerdikleri icin porin proteinlerdeki degisimlerden etkilenmektedir®’. Ornegin,
P. aeruginosa suslarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan OprD’nin kaybi
sonucunda bu antibiyotik sinifina karst direng gelismekte, E. coli suslarinda dis
membran porinlerinden OmpF ve OmpC’nin kaybi sonucunda beta-laktam MIK’da 8-

16 kat artis goriilmektedir*’**

. Sefoksitine direngli E. coli suslarinin ¢ogunda, bu
direncin OmpF kayb1 ile AmpC tipi enzimlerin asir1 liretiminin sinerjik etkilerinden
kaynaklandigi belirlenmistir®. K. pneumoniae suslarinda, molekiiler simif A beta-
laktamazlarin varligi, bir dis membran porini olan OmpK 35’in kaybi ile birlikte

gitmektedir™.

2.5.1.2. Aktif Pompa (Efluks) Sistemleri ile ilacin Disar1 Atilmasi
Bu mekanizma, beta laktamazlardan sonra en 6nemli diren¢ mekanizmalar1 aktif
disa pompalama sistemleridir ve en iyi P. aeruginosa’da gosterilmistir. Aktif diga

pompalama sistemleri yapisal olup normalde diizenleyici genler ile kontrol altindadir™.

2.5.2. Tlacin Hedef Bolgesi Olan PBP’lerde Meydana Gelen Degisiklikler

Hedef PBP’lerin yapisindaki degisim sonucunda antibiyotigin baglanamamasi
beta-laktam antibiyotiklere direngte Onemli bir diger mekanizmadir. Bu direng
kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya cikar*~*’. Bakterilerde iki grup PBP
belirlenmistir. Birincisi, diisiik molekiil agirlikli PBP (DD-karboksipeptidazlar), ikincisi
de yiliksek molekiil agirlikli PBP’dir (transpeptidaz ve transglikozidoslar). Yiiksek
molekiil agirhikli PBP’deki degisiklige bagli olusan penisilin direnci GP’de GN’den

daha fazladir’>.
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2.5.3. Ilac1 inaktive Eden Enzimlerin Uretimi: Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta laktam antibiyotiklerin beta laktam halkasindaki karbonil
grubu ile bir ester kopriisii kurarak siklik halkasinin amid baglarin1 parcalayarak bu
antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerdir”. Beta laktam antibiyotiklerin ortak
Ozellikleri beta laktam adi verilen 4 atomlu halka tasimalaridir. Bu halkaya baglanan
farkl1 halka ve yan zincirlerle farkli Ozelliklere sahip degisik grup beta laktam
antibiyotikleri elde edilir’®. Beta laktam antibiyotiklere direng esas olarak beta-laktamaz
tiretimine baghdir. Beta laktamazlar1 kodlayan genler, bakteri kromozomlarinda,
plazmidlerde veya transpozonlarda yerlesmis olabilirler. Son yillarda pek ¢ok bla geni
(beta-laktamaz geni) integronlar iizerinde tanimlanmuslardir™®. Beta-laktamazlar aktif
bolgelerinde ya bir serin kokii (Ambler siuf A, C, D) veya bir metal iyonu (Zn"?)
(Ambler sinif B) tasirlar ki bunlar beta laktam halkasindaki amid bagina baglanip
hidrolize olmasin1 saglar. Beta-laktamazlarin ii¢ boyutlu yapilart Sekil 4’de
belirtilmistir>. Beta laktam antibiyotiklere kars1 klinikte en c¢ok gozlenen direng
mekanizmasidir. Beta-laktamazlar; GP, GN ve anaerob bakteriler tarafindan sentezlenir.
Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon, integron gibi

hareketli genetik elemanlarda bulunabilir*®.

GN bakteriler daha ¢ok sayida beta-
laktamaz iiretirler. Basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak lizere GN bakterilerin beta-

laktam direncindeki en énemli mekanizma beta-laktamaz iiretimidir®’.

n' %
EHV-1 beta-laktamaz, Suuf A
. .

"‘_‘"1 R
b ’_ ’ o 1\*‘-‘3\-»‘

[F-9% beta-laktama=, Sonaf C D34 -1 beta-laktama= Syoaf D

-4

Sekil 2.4. Beta-laktamazlarin ii¢ boyutlu yapilari
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Cizelge 2.2. Beta-Laktam antibiyotiklere direng

Beta-laktam sinifi Direng problemi

Penisilinler Metisiline direngli S. aureus®
Penisiline duyarhlig azalms S. pneurnoniae
Ampisiline direngli /. influenzae
Beta-laktamaz inhibitorleri Enterobacteriaceae tliyelerinin kromozomal AmpC tipi
beta-laktamazlarin asin tretimi
Plazmid kokenli AmpC tipi beta-laktamazlar
Inbitérlere direncgli TEM enzimleri (IRT)
TEM-1 asin iretimi
Sefalosporinler Kromozamal AmpcC tipi beta-laktamazlan asin treten
Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa
GSBL tireten Enterobacteriaceae tiyeleri
Plazmid kékenli AmpC tipi beta-laktamazlar
Monobaktamlar Kromozomal veya plazmid kékenli AmpC tipi enzim tireten tiirler
GSBL yapan Enterobacteriaceae tiyeleri
Karbapenemler Metallo-beta-laktamaz (IMP ve VIM-tipi)
OXA-tipi karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz iireten
nonfermentatif basiller

* Tiim beta-laktamlara direnglidir

2.6. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalari

Karbapenemlere kars1 bilinen 3 etki mekanizmasi ile direng gelisebilmektedir:

2.6.1. Ilacin Hiicre icinde Etkin Konsantrasyona Ulasamamasi:

2.6.1.1. Porin Degisimleri

Bu, oOzellikle P.aeruginosa suslarindaki temel direng mekanizmasidir. P.
aeruginosa suslarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan OprD’nin kayb1 bu grup
antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olmaktadir. OprD kaybi 6zellikle imipenem

tedavisi sirasinda gelismektedir’ .

2.6.1.2. Aktif Pompa Sistemlerinin Indiiklenmesi

Aktif pompa (effluks) mekanizmalar1 P.aeruginosa’da tipiktir. Bu regiilator
genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama sistemlerinin asir1 ¢alismasint ve
antimikrobiyal maddelerin disar1 atilmasina neden olur®. Bakterilerdeki pompa
sistemleri, substratlar1 olan ilaglardan herhangi birinin kullanim ile indiiklenebilir ve

tiim substratlara kars1 direng gelisimine neden olur®'~®.
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2.6.2. Karbapenemleri Hidroliz Eden Enzimlerin Varh@
(Karbapenemazlar)

En genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta laktam sinifi olan

karbapenemlerden birini, en azindan imipenem veya meropenemden birini, belirgin

olarak hidrolize eden beta-laktamazlar olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin ¢ogu yalniz

karbapenemlere degil, diger beta-laktam ajanlara da etkilidirler

a)

b)

22,59

Ekstrinsik (Kazanilmis) Karbapenemazlar: Ambler molekiiler siniflamasina
gore A, B veya D molekiiler siniflarina ait olabilirler. Bunlar; imipenem,
meropenem, penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama direng
gelismesine neden olan ve tazobaktam basta olmak {izere beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarli olan enzimlerdir. Acinetobacter spp., P.aeruginosa ve
Enterobacteriaceae’de bulunur. Sinif D tipleri sadece Acinetobacter spp.’de,
sinif A tipleri ise birka¢ Enterobacteriaceae izolatinda bulunurlar®.

Intrinsik (Kromozomal) Karbapenemazlar: Molekiiler sif B’de yer alan bu
enzimler aktif bolgelerinde ¢inko iyonlari bulundurduklarindan beta-laktamazlar
icinde kendine ait 0zgiin Ozellige sahiptir. Katalitik aktivite ¢inko iyonuna
baghdir ve EDTA ile birlestiginde kaybolur. Diger molekiiler siniflara (A, C ve
D) ait beta-laktamazlar ¢inko i¢ermezler, serin bazli mekanizmalar1 vardir ve
birkag istisna diginda 6nemli kromozomal karbapenemaz etkinlikleri yoktur. Bu
grupta, B.cereus I, B.fragilis’in CcrA, B.cepacia’nin PCM-1, S.maltophilia’nin
L1, Chryseobacterium indologenes’in IND-1-4, C.meningosepticum’un BlaB
enzimleri sayilabilir. Bunlarin tiimii Bush siniflandirmasinda grup 3’te yer alan

metallo beta laktamazlardir'.

2.6.3. Hedef PBP Degisimleri:

Tek basina nadir goriiliir, ancak diger mekanizmalar ile birliktedir.

2.7. Beta Laktamazlarin Tarihcesi

Beta-laktamaz enzimi ilk kez 1928 yilinda Fleming tarafindan fark edilmistir. Bu

arastirict bazi bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe olmadigin1 gézlemlemis,

1940°da Abraham ve Chain, E. coli’den izole ettikleri ekstraktin penisilin etkisini
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ortadan kaldirdigim1 gostermisler ve elde ettikleri bu enzime ‘penisilinaz’ adimi
vermislerdir. 1960’larin sonlarinda ampisilin ve diger aminopenisilinlere kars1 E.
coli’nin direng gelistirmesi HE da biiyiik bir problem olmaya baslamistir®’. Bu direng
cok cabuk bir sekilde E. coli suslarina yayilmis ve E. coli’de bu dirence neden olan [3-
laktamaza TEM adi verilmistir. GN basillerde ortaya ¢ikan B-laktamazlar 25 yil
boyunca birka¢ cesit ile smirli kalirken, 1978’den sonra pek ¢ok yeni [B-laktam
antibiyotigin (sefamisinler, karbapenemler, sulfonlar ve monobaktamlar) kullanima
girmesi ve tanimlama yoOntemlerindeki gelisme ile birlikte B-laktamazlarin sayr ve
cesidinde hizli bir artis gézlenmistir™.

Beta laktamazlar cesitli kriterlere gore siniflandirilirlar. Beta laktamazlarin
siniflandirilmasinda kullanilan en 6nemli parametrelerden biri substrat profili olup
enzimin ¢esitli beta laktam antimikrobiyalleri hidroliz etme aktivitesini gdsterir. Bazi
beta laktam anti-mikrobiyaller bu kiyaslamada referans olarak secilmistir. Kiyaslamada
inhibisyon profili bir diger 6nemli parametredir. Beta laktamazlarin inhibitor etkilerini
gormek i¢in klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam kullanilir. Kloksasilin ve
aztreonam zayif inhibitorlerdir®.

Beta laktamazlarin molekiil agirliklar, izoelektrik ve molekiiler yapilar fiziksel
karakterlerini belirler. Bu fiziksel 6zellikler siniflandiriimalarinda kullanilir®.

B-laktamazlar cesitli sekillerde isimlendirilmislerdir:

» Etkiledikleri substratlara gore: CARB (karbenisilin), IMP (imipenem), OXA
(oksasilin)

» Biyokimyasal 6zelliklerine gore: SHV (siilfidril hiper variabl) (SHV enzimi:

aktif bolgede serin vardir).

[lk izole edildikleri bakterilere gore: AER (4deromonas), PSE (Pseudomonas)

I1k izole edildikleri suslara gére: P99

[lk izole edildikleri hasta isimlerine gére: TEM (Temioniera), BIL (Bilal)

[lk izole edildikleri eyaletlere gére: OHIO

[lk izole edildikleri hastaneye gore: MIR ( Miriau Hospital in Providence), DHA

(Dhahran Hospital in Saudi Arabia)

YV V V VYV V
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Giliniimiize kadar yaklasik 400 civarinda beta-laktamaz enzimi tanimlanmis ve
beta-laktamazlarin say1 ve ¢esitlerindeki artis bu enzimlerin gruplandirilmasini zorunlu
kilmistir. Beta laktamazlarin ¢ok g¢esitli olmalar1 ve sayilarmin gittikce artmasi
nedeniyle, hidrolitik etki spektrumlarina, inhibitorlere karsit duyarliliklarina, aminoasit
ve niikleotid dizilimine, kromozom veya plazmid aracili olarak kodlanmalarina,

biyokimyasal 6zelliklerine, izoelektrik noktalarina gore smiflandiriimislardir®.

2.7.1. Ambler Simiflandirmasi

1980°de Ambler tarafindan molekiiler yapilarina gore 4 siifa ayrilmiglardir.
Ambler tarafindan yapilan siniflandirma amino asit ve niikleotid dizilerine dayanilarak
yapilmustir. Beta laktamazlar A,B,C,D olmak iizere dort grupta incelenmistir. Her dort
siifinda kromozomal ve plazmid kokenli temsilcileri vardir. Klinik olarak en énemli
beta laktamazlar simf A ve sinif C’ye aittir®.

Smif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tastyan, oncelikle penisilinleri
hidroliz eden beta-laktamazlardir. GN bakterilerde en sik bulunan TEM-1 enzimi bu
gruba iyi bir ornektir.

Sinif B: Sinif B beta-laktamazlar; aktif bolgelerinde Zn’ bagiml bir thiol grubu
bulunan metallo-enzimlerdir. Bunlarin ¢cogu karbapenemaz aktivitesi gostermektedir.
Aminoasit sekans analizleri temelinde B sinif enzimler ii¢ alt gruba ayriimaktadir®. B1
ve B2 alt gruplar sekans homolojileri bakimindan benzerdir, fakat B3 alt grubunun
protein yapisi bu iki gruba benzemekle beraber sekans homolojileri benzer degildir.
Diger yandan B1 ve B3 grubu enzimler genis etki spektrumuna sahip iken B2 grubu

enzimler zayif etki spektrumuna sahiptir®’

. Baz1 P. aeruginosa, A.baumannii,
K.pneumoniae ve S.marcescens klinik izolatlarinda bulunabilen IMP tipi enzimler ve
yine P. aeruginosa suslarinda goriilebilen VIM tipi enzimler yer almaktadir®®.

Smif C: Aktif bolgelerinde serin  aminoasit  tasiyan, Oncelikle
sefalosporinazlardan olusan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle
AmpC enzimler olarak da adlandirilan enzimlerdir.

Smif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir®.

Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi, 1995 yilinda Bush, Jacoby ve

Mederios tarafindan biyokimyasal Ozellikleri ve substrat profillerine goére beta-
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laktamazlar1 4 gruba ayirdiklar: simflandirmadir®. Bu gruplarin genel dzellikleri ¢izelge

3’de goriilmektedir’.

2.7.2. Bush-Jacoby-Medeiros Siniflandirmasi

1995 yilinda Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan gelistirilmis olan ikinci
siniflandirma ise substrat profilleri ve -laktamaz inhibitorlerine duyarlilik gibi
biyokimyasal Ozellikleri esas kriter alinarak yapilan siniflandirmadir. Bugiin i¢in en
gecerli smiflandirma olarak kabul edilmektedir. Siniflandirma dort grupta yapilmistir.
Substrat 0zgiilligii ve beta-laktamaz inhibitorlerine duyarhiliginin temel alindigi
fenotipik simiflandirma ile tiim enzimleri simiflandirmis ve klinik mikrobiyoloji

laboratuvarin antibiyogram ile iliski kurulabilmesini saglamistir®.

2.7.2.1.Grup 1 Kromozomal Enzimler (Amp C Beta-Laktamazlar)

Kromozomal beta-laktamazlar GN basillerin birgogunda yaygin olarak
bulunmaktadir, ancak bunlarin miktari, sentez yolu ve direncteki rolleri farklidir’""2.
Enterik bakterilerin biiylik ¢cogunlugunda bulunan kromozomal enzimler Ambler grup
C'dedir ve Amp C olarak da tanimlanmaktadir. Bu enzimler aktif bolgelerinin 6zellikleri
nedeniyle 1., 2., 3. kusak sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlar1 hidrolize
edebilirler””. Karbapenemler iizerine etkileri son derece az olmasina ragmen, bu
enzimlerin agir1 liretimi dig membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile
birlestiginde karbapenem direncine yol agabilmektedir. Bu nedenle de bu beta-laktamaz
inhibitdrlerine direnclidirler’®.

Grup I beta-laktamazlar indiiklenebilir 6zelliktedir. Bu tip beta-laktamazlar
tireten tiirlerde esas sorun, indiiksiyona gerek olmaksizin yliksek oranda beta-laktamaz
iireten (dereprese) mutantlarm bulunmasidir’>. Normalde bakteriler tarafindan bu
enzimler bir baskilayict mekanizma ile diisiik diizeyde sentezlenirken ortama bir beta-
laktam antibiyotik eklendiginde enzim sentezinde artis olabilmektedir. Bu nedenle
kalic1 direng s6z konusu olmaz. Kullanilan antibiyotik, enfeksiyon yeri, bakteri sayis1 ve
antibiyotigin dagilimi dereprese mutantlarin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Bu mutantlarda
beta-laktamaz enzimlerinin sentezi siirekli ve yliksek diizeyde olmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda kullanilan antibiyotik duyarli bakterilere etki ederken

antibiyotik etkisine diren¢li dogal mutantlarin ortamda ¢ogalmasini saglayarak direngli
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HE’nin ortaya c¢ikmasmma neden olmaktadir. Karbapenemler hem indiikleyici
kromozomal hem de dereprese mutantlara etkilidir. Bu nedenle dereprese mutantlarin
seleksiyonuna neden olmazlar. indiiklenebilir kromozamal enzimler GN bakterilerde

25,64.75,76
daha fazla bulunur®*7>7,

2.7.2.2. Grup 2 Plazmid Kontroliindeki Beta Laktamazlar

Bu grup beta laktamazlar en genis kategoriyi olusturmakta olup, A ve D molekiil
sinifin1 icermektedirler. Bu beta laktamazlar penisilinleri, sefalosporinleri, kloksasilini,
karbapenisilini, karbapenemleri ve monobaktamlari1 hidrolize etmelerine gore 6 alt
gruba ayrilirlar. Bunlarin en biiylik grubu tiirler arasinda kolayca yayilabilen genis
spektrumlu beta laktamazlardir. Molekiiler sinif A’da olan ve 2b, 2be ve 2br alt
grubunda bulunan TEM ve SHV grubu enzimler, sik soyutlanan tiirlerde yaygin
olmalar1 ve plazmidlerce tasinmalar1 nedeni ile klinik agidan 6nem tasimaktadirlar.
Grup 2b’de yer alan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 “genis spektrumlu” enzimlerdir. Bu
enzimlere ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi beta laktam antibiyotiklere
diren¢ olusturmalart nedeniyle genis spektrumlu denilmistir. TEM-1, TEM-2, SHV-1,
OXA beta laktamazlar1 Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur. Klavulanik
64,70

asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz inhibitorlerine duyarhdirlar

(Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Beta-laktamazlarin gruplari ve genel 6zellikleri

77-82.

Beta-Laktamaz | Molekiil Smmifi | Tercih Eilen Klavulanik asitle | Ozellikler
Grup(Bush) (Ampler) Substrat inhibisyon
1 C (serin) Sefalosporinler | - Cogunlukla Gram-negatif
Bakterilerdeki kromozomal
Amp C enzimleri: MIR-1
2a A(Serin) Penisilinler + Gram pozitif bakterilerin
penisilinazlar1
2b A Penisilinler, + Cogunlukla gram negatif
Sefalosporinler bakterilerdeki GSBL (TEM-
1,TEM-2,SHV-1)
2be A Penisilinler, + Monobaktamlara direngli olan
Sefalosporinler, GSBL’ler
Monobaktamlar TEM-3 ila TEM-26, SHV-2
ile SHV-6, Klebsiella oxytoca
K 1.
2br A Penisilinler + Inhibitorlere direncli beta
laktamazlar: TEM-30 ile
TEM-36, TRC-1
2¢ A Penisilinler, + Karbensilini inhibe eden
Karbenisilin enzimler: PSE-1, PSE-3,
PSE-4
2d D Penisilinler + Oksasilini hidroliz eden
enzimler OXA-1 ila OXA-
11(Ttiirkiye’dei k), PSE-2
(OXA-10)
2e A Sefalosporinler | + Proteus vulgaris’in
indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, + Enterobacter cloacae’nin
Sefaloporinler NMC-A,
Karbapnemler Serratia marcescens’in Sme-1
3a,3b,3c B(Cinko) Karbapenem Metallo-Beta-Laktamazlar
dahil bir ¢ok (Stenotrophomonas
beta-laktam maltophilianin L 1,
Bacteroides fragilis’in CcrA)
4 nD (?) Penisilinler - Pseudomonas cepacia’nin

penisilinazi.(Kromozomal)
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2.7.2.3. Grup 3 Beta Laktamazlar (Metallo-Enzimler)

Metallo-beta-laktamazlar, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3 veya Ambler
siniflamasinda simif B’de yer alan ve diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif
bolgelerinde Zn** iyonu bulunan enzimlerdir. Dolayisiyla bu enzimler klavulanat,
tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezken,
EDTA gibi bir metal selatorii ile inaktive olurlar®. Bu gruptaki enzimler hem
kromozomal hem de plazmid kokenlidirler. MBL’larin IMP, VIM, SPM-1 ve GIM-1
gibi enzimlerinin sayis1 glinlimiizde oldukg¢a artmistir. Bu enzimleri kodlayan genler

integronlar iizerinde yer almaktadir®™®.

Bu enzimlerin en Onemli 0&zelligi
monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktamlar1 ve bu arada karbapenemleri de hidroliz
edebilmeleridir®. S.maltophilia'nin kromozomal L-1 enzimi, B. fragilis’in CcrA
enzimi gibi metallo-enzimler bu grupta yer alir®. Son yillarda hizla yayilmakta olan
IMP ve VIM gibi metallo-enzimleri kodlayan genler integronlarda bulundugundan
kolaylikla yayilma 06zelligine sahiplerdir ve bu nedenle klinikte ciddi problem
olustururlar. Karbapenemler gibi 6nemli bir antibiyotik grubunu hidroliz etmelerinin
yani sira klinikte kullanilabilecek bir inhibitorlerinin olmamasi da bu enzimlerin
onemini arttirmaktadir®®. Tiim MBL'lar imipenemi hidrolize edebilirler ancak
basarabilme giicleri olduk¢a degiskendir. Hidroliz orani, bakterinin direng¢ diizeyine
gore degiskenlik gosterebilir veya gostermeyebilir®’. Buna uygun olarak bu enzimlerin
siiflandirilmasi, Oncellikle imipenem ve beta laktam hidrolizi baz alinarak alt gruplara
ayrilmistir™,

Metallo-beta-laktamazlar 1995 yilinda Bush ve Rasmussen tarafindan substrat

profillerine gore siniflandirilmis ve 3 fonksiyonel grup belirlenmistir.

Alt grup 3a’da bulunan enzimler genis bir hidrolitik aktiviteye sahiptir ve

penisilinleri karbapenemlerden daha hizli hidroliz ederler. Bu enzimler maksimum
aktivite i¢in ¢inko eklenmesini gerektirirler. Bu da ¢inko i¢in diisiik baglanma affinitesi
anlamuna gelir®. Bu grup igerisinde B. cereus 11, B fragilis’in CcrA, B. cepaceae’nin
PCM-1, S.maltophilia’nin L-1, C.indologenes’in IND-1-4, C.meningosepticum’un BlaB
enzimleri yanmi sira S. marcescens, P. aeruginosa, A. baumannii, S. flexneri, K.
pneumoniae gibi gesitli tiirlerde saptanan IMP 1-18 ve VIM 1-13 enzimleri de yer

almaktadir™. Bu enzimler yapisal olarak B1 alt smifinda bulunur. Bu enzimlerin tiimii
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penisilinleri hidroliz eder. Katalitik ¢inko ilavesine ek olarak grup 3a enzimleri,
maximum Katalitik aktivite icin suplemental iki degerlikli ¢cinkoya ihtiya¢ duyar **.

Alt grup 3b’de bulunan enzimler 6ncelikle karbapenemleri hidroliz ederler ve

bunlara “gercek karbapenemazlar” denmektedir. Aeromonas tirlerinin metallo
enzimlerini kapsar. Grup 3b’deki biitiin enzimler EDTA ile inhibe olur. Bu da aktif
bolge metal iyonunun selasyonunu gosterir. EDTA eklenmesinden sonra ¢inko
eklemenin enzimlerin gogunun aktivitesini geri kazandirdig gosterilmistir®™.

Alt grup 3c’de ise sadece Legionella gormanii’nin MBL enzimi yer almaktadir.

Bu enzimler genis spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil olmak {izere
yiiksek sefalosporinaz aktivitesi gostermeleri ile diger gruplardan ayrilmaktadir®>***,
Karbapenemler dahil beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogunu hidrolize eden ve
yapisal siniflamaya gore B1 ve B3 alt siniflarinda bulunan enzimlerde aktif alan 2 ¢inko
iyonu igerir. B2 alt sinifinin iiyelerinde ise daha sinirli substrat 6zgiilliigiinii agiklayacak

sekilde sadece 1 ¢inko iyonu bulunur’.

2.7.2.3.1. Metallo-Beta-Laktamazlarin Biyokimyasi

Hem MBL hem de serin-beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki amid bagini
kirarak antibiyotik direncine neden olurlar, ama iki grup enzimin etki mekanizmasi
tamamen farklidir. Serin beta laktamazlar ve MBL'larin ikisi de beta laktam halkalarinin
amidlerinin baglanma noktasina etki ettikleri halde bu isi farkli sekillerde yaparlar.
MBL'lar serin beta laktamazlardan farkli olarak genis bir aktif bolgeye sahiptirler ve
buna bagli olarak da beta laktamlar i¢in uygun bélge olusturmaktadirlar’’. Farkli MBL
enzimleri %25’ten daha az ortak amino asit yapilarina sahip olsa da, hepsinin ortak
ozelligi ofPo katlantisininin bulunmasi ve aktif bolge yapilarinin siliperimpoze
olmasidir’",

MBL lar aktif yapiy1 belirleyen bir aminoasite etki eder ki bunun sonucu ¢inko
iyonlar1 koordine edilmis olur. Siif B2 enzimleri disinda kalan MBL’lerde genellikle
¢inko baglanma motifi histidin-X-histidin-X-aspartik asit (HXHXD) seklindedir®**"*.

Metallo beta laktamazlarin ¢ogu esnek bir halka yapisina sahiptir ve bu yapinin
beta laktam substratlarin baglanmasini ve hidrolizini baslattig1 diistiniilmektedir. Beta
laktamazlardan farkli olarak, bircok beta laktam MBL’lara substrat olabilir ve bu

ozellikleri cok genis spektrumlu aktivitelerinin olmasini saglayabilir. ilging olarak,

21



MBL’larin higbirisi aztreonami iyi sekilde hidrolize etmez ve aztreonamin bu 6zelligi
nedeniyle teraptik MBL inhibitérii olabilecegi ileri siiriilmiistiir’. Enzimler aktif bolge
yapisinda ortak Ozellikleri paylassa da, beta laktamlar1 baglama ve hidrolize etme
ozellikleri degisken olabilir. Bunun en onemli 6rnegi yapisal olarak birbirine ¢ok
benzeyen VIM-1 ve VIM-2 arasindaki farktir. Ornegin, VIM-2 bircok beta laktama

VIM-1"den daha siki baglanmaya yatkindir®”*>.

2.7.2.3.2. Kromozomal Olarak Kodlanmis Metallo-Beta-Laktamazlar

Kromozomal olarak kodlanmis MBL enzimlerinin Onemli 6zellikleri
indiiklenebilir 6zellikte olmalaridir. Genelde dogada bulunan bazi bakteriler, ayni
zamanda MBL enzimi de tasimaktadirlar. Bu enzimleri tasiyan cogu bakteriler
genellikle beta laktamlar antibiyotiklere direnglidir ya da diren¢ kazanabilir. Bu
enzimleri sentezleyen mikroorganizmalar firsat¢i patojenlerdir; Bu bakterilerin ¢ogu
firsatg1 patojenler olup S. maltophilia ve B. anthracis disinda nadiren ciddi
enfeksiyonlara neden olurlar. Kromozomal olarak MBL kodlayan bakteriler arasinda; B.
cereus (BC2) (52), B. anthracis (53), S. maltophilia (L1) (54), A. hydrophilia (CphA)
(55), C. meningosepticum (BlaB ya da GOB—1) (56), C. indologenes (IND—1) (57), L.
gormannii (FEZ-1) (58), Caulobacter crescentus (Mbll B) (59), Myroides spp (TUS-1,
MUS-1) (60), Janthinobacterium lividium (THIN-B) (61), Flavobacterium johnsoniae
(JOHN-1) (62) ve Serratia fonticola (SFH—1) (63) olarak say11abi1ir94.

Kromozomal kokenli bu enzimler genellikle serin beta-laktamaz enzimleri ile bir
arada bulunurlar’. Bacteroides spp. ile ilgili genellikle kromozomal olarak tammlanan

bir grup MBL geni aslinda aktarilabilir 6zelliktedir’.

2.7.2.3.3. Transfer Edilebilir Metallo-Beta-Laktamazlar

2.7.2.3.3.1. Metallo-Beta-Laktamazlarin Aktarilmasinda Kullanilan Genetik
Aracilar

Genis spektrumlu sefalosporinlerin veya karbapenemlerin kullaniminin

9697 Transfer

artmastyla MBL enzimi tasiyan genlerin yayildigi distiniilmektedir
edilebilir MBL i¢inde en yaygin bulunanlar VIM, IMP, GIM ve SPM olarak
adlandirilan ailelerdir. Bu enzimleri kodlayan genler c¢esitli integron yapilar1 i¢gindeki

gen kasetlerinde bulunmaktadir. Bu integronlar plazmid veya transpozonla birlestiginde
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bakteriler arasi transfer kolaylagsmaktadir. Sadece onlari iireten tiirlerin yayilmasiyla
yayilabilen kromozomal MBL’lerin aksine, kazanilmis ya da transfer edilebilen
MBL’larin yayiliminda ¢ok biiyiik hizlanma gériilmiistiir®.

Transfer edilebilir MBL i¢inde bulunan IMP, VIM ve GIM-1 tipi enzimlerin
biiylik ¢ogunlugu smif 1 integronu igindeki gen kaseti olarak bulunsa da, IMP tipi
MBL- ler bazen smif 3 integronu icinde bulunabilirler. Integronlar; biri integronda
digeri gen kasetinde bulunan iki DNA bélgesi arasindaki bolgeye 6zgii rekombinasyon
olaylarinda gen kasetlerini elde etme yetenegine sahiptir. Integronlar, 5> korunmus
bolge, 3° korunmus bdlge ve degisken bolge olmak iizere 3 farkli bolge icermektedir™.
5’ bolgesinde integraz genini (intl), bitisik rekombinasyon bdlgesini yani integraz
geninin yaninda (attl) ve degisken bolgede elde edilen gen kasetinin ekspresyonunu
baslatan bir promoter (tetikleyici) igerir. 3’ korunmus bolgesinde ise sulfonamidlere ve
antiseptiklere diren¢ gelisimine neden olan sul/ ve gac geni bulunmaktadir. Gen
kasetleri, yaklagik 1 kb boyutunda, tek bir gen ve 59 baz element adi verilen
rekombinasyon bdlgesini igeren, kiigiik dairesel, DNA parcalarindan olusmaktadir’®.
Gen kaseti tek bir genin yaninda 59-baz adi verilen rekombinasyon bdlgesini de
icermektedir. Bir integronda birden fazla gen kaseti bulunabilmektedir. Genellikle MBL
enzimini kodlayan gen kasetleri yaninda aminoglikozid grubu antibiyotikleri kodlayan
aacA4 geni de bulunmaktadir. Boylece amikasin, gentamisin, tobramisin, neomisin gibi
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin hepsine direng gelisimi gozlenmektedir.
Aminoglikozid ve beta-laktam diren¢ genlerini tasiyan gen kasetleri bir integrondan
digerine serbestce dolasabilir, bir organizmadan digerine kendi baslarina hareket
edemezler bu nedenle plazmidler ve transpozonlar gibi baska genetik elemanlarin
yardimma ihtiya¢ duyarlar MBL genlerini tasiyan plazmidlerin 120-180 kb
biiyiikliigiinde olduklar1 belirlenmistir”™”.

MBL enzim genlerini tagiyan integronlarin bakteriler arasi yayilimindan sorumlu
olan diger genetik elemanlar ise transpozonlardir. 2003 yilinda italya’da P.aeruginosa
izolatinda blaIMP—-13 MBL enzimi ve bu enzimi kodlayan geni tasiyan Tn5051-tip
transpozona goémiilii integron rapor edildi. Polonya’da izole edilen P. aeruginosa’da
ayni noktada blaIMP—13 ve blaVIM-2 enzim genlerini tagiyan integronun transpozonda
tagindig1 ve her iki taraftaki transpozonlarin tnpR genlerinin ayni1 oldugu saptanmistir.

Bu bulgular klas 1 integronlarin yayilimindan transpozonlarin sorumlu oldugunu
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diisindiirmiistiir. Bununla birlikte biitin  MBL genlerinin integronlar ya da

transpozonlarla iliskili olmadigina dair raporlar da vardir'®.

2.7.2.3.3.1.1. IMP Tipi Metallo- Beta- Laktamazlar

Transfer edilebilen ilk MBL 1988 yilinda Japonya’ da P. aeruginosa nin
GN17203 susuna ait konjugatif plazmidle tasman MBL geni tammlanmistir'®.
Imipenemi parcaladigi icin enzime IMP-1 adi verilmistir. Bu izolatin imipenem MIC
degeri 50 pg/ml olarak tesbit edilmis ve genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere de
(0rnegin seftazidim MIC >400 pg/ml) direngli oldugu bildirilmistir. 1991 yilinda
Japonya Okazaki’deki Aichi Hastanesinde iiriner sistem enfeksiyonundan izole edilen S.

marcescens Tn9106 susunda birebir ayn1 gen bulunmustur'®.

Daha sonra Japonya’'nin
cesitli bolgelerinden ayni geni tasiyan farkli izolatlar bildirilmistir. Belirlenen tiim
enzimlerin ayni aminoasit yapisina sahip oldugu belirlenmis ve beta laktam ajanlarla
birlikte imipenemi hidrolize etme 6zelliginden dolay1 bu enzime IMP-1 (bla IMP) ad1
verilmistir. Bu IMP—1 enzimi sinif 3 integron {izerinde aac(6’) Ib benzeri ve 120 kb
bityiikligiinde bir plazmidde bulunmustur'®.

IMP-1 P. aeruginosa’da tanimlanan ilk MBL’dir. Enzimin gen bdlgesi olan
blaIMP genin varligi, Japonya’da P. aeruginosa suslar1 ve diger GN basiller arasinda
tespit edilmeye baslanmis, daha sonra da Singapur ve Giliney Kore’de bildirilmistir.
blaIMP genin integron elementler ile iligskisi ve karbapenem antibiyotiginin yogun
kullanimi, Japonya’da bu direncin yayilmasma katkida bulunmustur'®. S. flexneri,
S.marcescens, P.aeruginosa ve Alcaligenes spp. izolatlarinda MBL enzimi varligi
aragtirtlirken Japonya’da IMP-1’in 3 mindr varyanti, IMP-3, IMP-6 ve IMP-10
tanimlanmistir. Genetik ve kinetik calismalarda 169’uncu pozisyondaki serin yerine
glisin ge¢mesinin penisiline kars1 aktivitede bir azalmaya yol actig1 belirlendi. IMP-6’da
izlenen bu ayni amino asit degisikligi; sadece penisilin G ve piperasiline kars1 diistik
aktivite gostermemis, ayn1 zamanda, IMP-1’in aksine; imipenemle kiyaslandiginda daha
yiiksek seviyede meropenem hidrolizi gostermistir'®”. Bu enzimlerden biri olan IMP-3
ise S. flexneri izolatindan elde edilmis ve IMP-1 den yalnizca iki aminoasit bakimindan
farklilik gosterir. Ancak bu farklilik, IMP-3 enziminin penisilinlere olan aktivitesinin

diisiik olmasina neden olmustur'®.
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IMP ailesinden Avrupa’da bulunan ilk enzim, Italya’ da A4.baumannii susunda
saptanan IMP-2’dir'”’. Transfer edilebilir MBL’lerin sadece Japonyada smnirli kaldig
diisiinceleri IMP-2’nin 1997 yilinda ve IMP-5" in 1998 yilinda italya ve Portekiz’de
goriilmesinden sonra degismistir. IMP-2, IMP- 1’den 36 aminoaist ve IMP-5, IMP-
1’den 17 amino asit degisikligi ile ayrilir. BlaIMP-2 geni aminoglikozid direncinden
sorumlu aacA4 ve aadAl allellerinin yaninda bulunurken, IMP-5 tek bir gen kaseti
seklindedir®®. IMP-3 ve IMP-6 'daki gen degisimlerinin MBL'larin atasi sayilan BCII'de
de goriilmesi, IMP-3'lin IMP-1'in varyanti1 olmasindan ziyade IMP-3'tin IMP-1'in atas1
olabilecegi hipotezini ortaya koymustur®”'*®

1995-2001 yillar1 arasinda Japonya’da P. aeruginosa ve Alcaligens spp.
suslarinda IMP enziminin {iretimi incelenirken IMP-10 bulunmustur. BlaIMP-10 geni
blaIMP-1 geninden farkli olarak 49. pozisyondaki valin yerine fenilalanin gelmesine
sebep olan tek baz degisikligi ile birbirinden ayrilmaktadir. {1k baslarda MBL genlerinin
sadece Japonya'da oldugu diistiniiliirken 1997'de bla IMP-2, 1998'de bla IMP-5 sirasiyla
ftalya ve Portekiz'de goriilmiistiir'®.

Yapilan galigmalar da italya’da 2 farkli IMP varyant: daha tanimlanmistir. 2000
yilinda Varessa’da bulunan klinik bir izolat olan P. putida tarafindan tiretilen IMP- 12°
nin 50 kb’lik transfer edilmeyen bir plazmid iizerinde bulundugu saptanmistir'®.
IMP-12’nin IMP-1°den 36 amino asit bakimdan fark gdosterdigi ve bu farkin
penisilinlere kars1 aktivitesini azalttig1 gosterilmistir. IMP-13 enzimi ise Roma’da izole
edilen P. aeruginosa susunda bulunmus ve IMP-1’ den 19 amino asit bakimindan

1% Yakin zamanda Ingiltere'de A. baumanii ve A. junii

farklilik gosterdigi bulunmustur
kokenlerinde IMP-1 genini gdstermislerdir. Bulunan A.junii kokeninin Ispanya'da
tatilde olan ve Ingiltere'ye geri donmeden &nce, 4 hafta gibi siire oradaki hastanede
kalan kadin hastadan izole edildigi bildirilse de genetik agidan detayli bilgiler heniiz
tam anlamaya agikliga kavusmamaistir.

1994 ve 1995 yillarinda Hong Kong ve Kanada'da IMP-4 ve IMP-7
tanimlanmistir. MBL geni olan bla IMP-4 1994-1998 yillar1 arasinda, imipeneme
direncli kokenlerin %66'sinda ortaya cikarilmistir''®. Kanada'da IMP-7 klonal
P.aeuroginosa salgimina yol agmis, Tayvan'da IMP-8 bulunmustur. IMP-8, IMP-I'e
kiyasla IMP-2'ye daha benzer bulunmustur'''. IMP varyant1 olan IMP-8 Tayvan’daki

Uluslararast Cheung Kung Hastanesinde bulunmus ve bu enzime ait gen bdlgesinin,
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1998 yilinda izole edilen K. pneumoniae’da bulunan aacA4 gen golgesinin yaninda ki
siif 1 integronu icinde yer alidig1 belirlenmistir' 2.

Diinya ¢apindaki SENTRY calismasinda Brezilya'dan 5 tane IMP-1 ve yeni bir
IMP olan IMP-16 tanimlanmigtir. New Mexico'da P. aeruginosa'da IMP-18

bulunmustur' .

2.7.2.3.3.1.2. VIM Tipi Metallo-Beta-Laktamazlar

Kazanilmis MBL’lerin ikinci dominant grubu VIM tipi (Verona Integron
Encoded Metallo-B-Lactamase) enzimlerdir. VIM-1 ilk olarak 1997 yilinda Verona
Italya’da bir P.aeruginosa izolatinda tanimlanmistir. 1997'de elde edilen bu klinik izolat
piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam gibi ¢esitli beta laktamlara direngli
bulunmustur. Imipenem MIK degerinin >128 pg/ml oldugu goriildii. Biyokimyasal
analiz, EDTA ile inhibe olan ve Zn" eklenmesiyle yeniden kazanilan karbapenem
hidrolizi gdsteren bu kdkenin kaba ekstresinden yapilmistir. Bu gozlemler bir metallo
enzim tretimini diglindiirmistiir. Beta laktamaz geni klonlanmis ve diger MBL'lardan
uzaktan iliskili olan VIM (Veronese Imipenase) ortaya konmustur. VIM-1 diger metallo
enzimlerle yapisal benzerlikler gostermistir. Sadece %39 aminoasit ortakligi olan BCII
daha yakin iligskide oldugu bulunmus, daha sonra aztreonam digindaki ¢gogu beta laktami
hidrolize eden tipik B sinifi enzimi olan VIM-I'in hidrolitik profili analiz edilmistir. Bla
IMP gibi bla VIM geni de smif 1 integron i¢indeki bir gen kasetindedir Bu integron,
smif 1 integronlarin tipik bir integraz genini ve blaVIM gen kasedine ek olarak,
aminoglikozid direnci kodlayan bir aacA4 gen kasedini tasimaktadir''. Sonrasinda, bir
bla VIM-1 geni Verona'daki ayni hastanede Achromobacter xylosoxidans’ta bulundu.
Karbapenemler dahil biitiin beta laktamlara direng gostermekteydi. Ayrica, VIM-1
Italya’da HE kaynag olup, P. putida izolatlarinda da tespit edilmesi ¢evresel izolatlarin
MBL’lerin kaynagi ya da en azindan vektorleri oldugu goriisiinii desteklemistir'".
VIM-1 ayrica Yunanistan’da E. coli ve birka¢ K. pneumoniae izolatinda tespit
edilmigtir''°.

Bla VIM-2 ilk olarak 1996'da Fransa'nin giineyinde ndtropenik bir hastanin kan
kiiltiirindeki P. aernginosa izolatinda identifiye edilmistir®™'"’. Bu izolat, seftazidim,

sefepim ve imipenem gibi bir¢ok beta-laktama direngli iken aztreonama duyarlidir.

VIM-2 VIM-1’e ¢ok benziyordu ve bir gen kaseti tarafindan kodlanmisti, VIM-1 ve
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VIM-2 arasinda % 90 aminoasit ortaklig1 s6z konusudur. Dizi heterojenligi VIM-1 ve
VIM-2'nin ¢ogunlukla NH, ve karboksi terminal bolgelerinde goriilmektedir. blaVIM-2

118
. Daha sonra,

pozitif sinif 1 integronlarda tespit edilen tek direng geni bu izolattaydi
Marsilya Fransa’da 1995-1999 yillar1 arasinda 10 ayr1 VIM-2 pozitif P. aeruginosa
izolat1 identifiye edilmistir. Bu izolatlar ayn1 genotipik paterne sahipti, ama blaVIM-2
geni tastyan smif 1 integronlar biiyiiklik ve yapt bakimindan degisiklik gosteriyordu''®.
Benzer sekilde VIM-2 iireten P. aeruginosa izolatlar1 Italya ve Yunanistan'da salgin
kaynagi olarak bulunmustur. VIM-2 iireten P. aeruginosa izolatlar1 Giiney Kore,
Portekiz, Ispanya, Polanya, Hirvatistan, Sili, Venezuela, Arjantin, Belgika gibi
iilkelerden bildirilmistir®'"’.

VIM-3, yakin zamanda Tayvan’da P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2 ve VIM
serisinin yeni ortaya ¢ikan varyanti olarak identifiye edilmistir. VIM-3’iin amino asit
yapist VIM-2’den 2 amino asit oynamayla degisir. blaVIM-3 geninin kromozom
{izerindeki yeri fark edilmesine ragmen kesin genetik yapisi hala bilinmemektedir' .

VIM-4 Yunanistan'da bir P.aeruginosa izolatinda bildirilmistir. Bu koken daha
once imipenem kullanmig bir hastadan elde edilmisti ve bu da beta laktamlara direngli
iken, aztreonama kars1 aktivitesini korumaktaydi. VIM-4, VIM-2 ve VIM-3 te oldugu
gibi, VIM-1"den sadece bir amino asit degisikligiyle (Ser175Arg) ayrilir. VIM-1'den 1
aminoasit degisikligi ile ayrilan VIM-4 iireten, P.aeruginosa izolati Isvec'te de
tanimlanmustir ancak izolatin Yunanistan'dan gelen bir hastadan oldugu gériilmiistiir'>'.
Bla VIM-4 'iin bu iki izolatta da ayn1 plazmid tarafindan kodlandig1 halde karbapenem
MIK diizeylerinin cesitliligi oldukca ilging karsilanmistir. Polonya'da yiiriitiilen bir
calismada klonal olarak ayri cesit VIM-4 iireten P.aeruginosa kokenleri oldugunu
gostermistir' ',

VIM-5, VIM-1l'den 5 aminoasit degisikligi ile ayrilmaktadir ve ilk olarak
Tirkiye’de Ankara’da K. Pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda izole edilmistir.
Bla VIM-5’in identifiye edildigi P. aeruginosa izolati aztreonem dahil biitiin beta
laktamlara direngli oldugu goriilmiistiir'*.

VIM-6 Singapur’dan iki P. putida izolatinda identifiye edildi. Bu izolatlar [-
laktamlara yiiksek derecede direngliydi, imipenem ve meropenem MIC degerleri
>32pg/ml, seftazidim i¢in >256pug/ml ve aztreonam igin 128pug/ml bulundu. VIM-6 ise

VIM-2’den iki amino asit degisikligi (59. pozisyonda glutamin/arjinin ve 165.
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pozisyonda asparajin/serin) ve VIM-3’den sadece bir amino asit degisikligi ile
ayriliyordu'>.

VIM-7, Houston Teksas’tan bir karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda
tanimlanmistir. VIM—1 ile %77 ve VIM-2 ile %74 benzerligi olup, VIM-tipi p—
laktamazlar arasinda yeni bir ligiincii subgrup olusturur. BlaVIM-7 integron kokenli
gibi goziikmektedir. Aztreonam ve polimiksin B hari¢ diger antibiyotikler ve [-
laktamlara direngli olan klinik bir izolattan identifiye edilmistir 124,

Yeni blaVIM genlerinin ilki Kolombiya’da P.aeruginosa’dan izole edilen
blaVIM-8, Giiney Amerika’da sayilar1 hizla artan blaVIM genlerine bir yenisini eklemis
oldu. Ayrica, ingiltere’den blaVIM-9 ve blaVIM—10 Arjantin ve italya’dan blaVIM—11
bildirilmistir. Son olarak Tiirkiye’den VIM-38 bildirilmistir'*’(Cizelge 5).

VIM-1 ve VIM-2 birka¢ degisik Enterobacter tiirlerinden identifiye edilmis olsa

da, bu enzimlerin bilinen en énemli rezervuari P. aeruginosa’dir.

2.7.2.3.3.1.3. SPM Tipi Metallo-Beta-Laktamazlar

1997 yilinda Brezilya Sao Paulo’da bir P.aeruginosa klinik izolati, SENTRY
arastirma programi parcast olarak tanimlanmig ve blaSPM-1 (Sao Paulo MBL) olarak
adlandirilan yeni bir gen tasidig1 gosterilmistir. Izolatin, aztreonam ve kolistin disinda
standart biitlin GN bakterilere etkili antibiyotiklere direncli oldugu gdsterilmigtir. SPM—
1, beta laktamlardan penisilin, ampisilin, piperasilin, karbenisilin, azlosilin ve sefalotini
hizli hidrolize etme yetenegine sahipken enzimin sefalosporinlere afinitesi daha
fazladir'>. SPM-1 diger MBL’ler ile kiyaslandiginda benzerlikler, IMP-1 ile %35,5,
ImiS ile %32,2, BCII ile %30 oldugu goriilmiistiir. IMP ve VIM'den 6nemli oOlciide
farklilik gostermektedir. Aktif bolgeden sonra gelen, 24 aminoasitlik bir insersiyon
bulunmaktadir. Bu insersiyonun beta laktamlar1 hidrolize eden bir halka olarak calistig1
gdsterilmistir'*.

Bla SPM’nin genetik icerigi tektir ve digerlerinden farklidir. Bu enzimin genetik
analizler sonucunda integronda ya da transpozonda bulunmayip, CR4 adi verilen yeni
bir ortak bolgede yer aldigi goriilmiistiir. 180 kb’lik bir plazmidde bulundugu
belirtilmistir. IMP-1 ve VIM-1'deki gibi SPM-1 de klavulanik asit ya da aztreonami

hidroliz etmez, yarigsmaci inhibitor olarak caligir' .
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2.7.2.3.3.1.4. GIM-1 Tipi Metallo-Beta-Laktamazlar

2002 yilinda Almanya Dusseldorf’da farkli tip merkezlerinden farkli hastalardan
bes P.aeruginosa izolat1 elde edildi ve GIM—1 diye adlandirilan yeni bir smif-B beta
laktamaz icerdigi gosterildi (German Imipenemase). IPM ve VIM benzeri enzimlerden
tamamen farkli oldugu belirlenmistir. Bu isolatlar sadece polimiksin B ye duyarliydi.
Pulsed-field jel elktroforez analizi ile bes P.aeruginosa izolati ayirt edilemiyordu.
GIM-1 enziminin amino asit dizilimi IMP-6 (% 43.5), IMP-1(%43.1) ve IMP-4 (%43.1)
ile benzerlik gostermektedir. GIM—1 VIM enzimleri ile VIM-7 (% 31,2), VIM-1,
VIM—4 ve VIM-5 (% 28,8) ve SPM-1 (% 28.0) ile de benzerlik gostermektedir.

MBL’lerin ¢ogunda oldugu gibi (SPM-1 enzimi disinda) bla GIM-1, 45 kb‘lik
kiigiik bir plazmidde taginan smif 1 integronda bulunur. Bu integron igerisinde ayrica iki
aminoglikozid diren¢ genleri (aaaA4 ve aadAl) ve bir beta laktamaz geni (blaOXA-2)
gibi ii¢ tane daha direng gen kaseti de bulunmaktadir®'?°,

IMP ve VIM tipi transfer edilebilir MBL’ler tiim diinyada yayilmaya devam
ederken, SIM, GIM ve SPM tipi enzimlere halen ilk rapor edildikleri iilkeler disinda

7

rastlanmanustir'”. GIM-2 Almanya’da P. aeruginosa’da saptanmustir ve yapilan

calismalarda GIM-1 ile molekiiler farki olmadig: belirlenmistir™™.

2.7.2.3.3.1.5. NDM-1 (New Delhi Metallo-Beta-Lactamase)

Yeni Delhi metallo-beta laktamaz yeni tanimlanmis bir beta laktamazdir. NDM-
1 ilk defa 2009 yilinda Isveg'te Hindistan’li USE’lu bir hastadan izole edilen
karbapenem direncli K. pneumoniae susunda saptanmistir. Bu sus kolistin ve aztreonam
disinda biitlin antibiyotiklere direng¢ gostermistir. NDM’in molekiiler biiytikliigii 28 kD
dur ve monomeriktir ve diger MBL’ler gibi EDTA ile inhibe olur'?’.

NDM’in ilk olarak rapor edilmesinden sonra, Hindistan Mumbai’de 22 olgu
daha belirtilmistir. NDM -1 daha sonra Ingiltere’de ve Amerika’da da goriilmiistiir'>®.
2010 yilinda Kanada'?, Japonya’da ve Orta Dogu’da (Umman) NDM ilk olgu olarak
gorillmiistir>’. 2011 mayis ayinda Isvigre’de NDM-1 ilk olgu olarak gosterilmis daha
sonra aynit yilin haziran ayinda Balkan iilkelerinde ilk olgu olarak rapor edilmistir.
NDM-1 ayrica daha sonra E. coli, C. freundii, E. cloacae, and M. morganii gibi GN

bakterilerde de iiretilmistir."*""'*2.
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NDM-1 f{iretebilen patojenlerin ortaya c¢ikmasi diinya genelinde &nemli bir
problemdir. NDM-1 iireten bakteriler, bircok diger antibiyotik gruplarinda oldugu gibi,
karbapenemleri de iceren beta-laktamlara oldukca direnclidir. Bu genis spektrumlu
direng, NDM-1 iireten bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar icin tedavi seceneklerini
kisitlamaktadir. NDM-1 iireten suglarin diger bakterilere diren¢ genlerini transfer
edebilme oOzelliklerinden dolayi, bu diren¢ paterninin diinya genelinde yayilma
potansiyeli meveuttur'*”.

Ilk DIM-1 tipi MBL Hollanda’da P. stutzeri kokeninden izole edilmistir. Stmif 1
integrona gomiilmiis DIM-1 aztreonam hari¢, genis spektrumlu sefalosporinleri ve
karbapenemleri 6nemli &lgiide hidrolize eder. Ilk AIM-1 tipi MBL enzimi de
Avustralya’da P. aeruginosa kokeninde tespit edilmistir'>*.

KHM-1 ise, 1997 yilinda Japonya’da Kyorin Universitesi Hastanesi’nde kateter
iligkili {riner sistem enfeksiyonu olan hastadan iiretilen C. freundii’den izole
edilmistir'®®>. Cogu beta-laktam antibiyotige direnclidir. Libya’nin Tripoli Merkez
Hastanesi’'nde DIM-1 ve GIM-1 tipi MBL ile benzerligi yiiksek olan simnif 1 integronda
tasinan TMB-1 tipi MBL, 4. xylosoxidans kdkenlerinde saptanmustir. Son olarak Italya
Floransa’dan bildirilen, FIM-1 tipi MBL vaskiiler greft enfeksiyonu olan bir hastadan
izole edilen P. aeruginosa kokeninde saptanmistir. FIM-1 en yiiksek benzerligi NDM

. . ; . 136,137
tip enzimlere gostermektedir ™",
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Cizelge 2.4. Imipenemaz tipi MBL’lerin bulundugu bakteriler ve bildirilen iilkeler

Imipenemaz tipi Metallo-Beta-Laktamazlar

Beta- Bulundugu bakteri Bildirilen iilke
laktamazlar
IMP-1 P.aeruginosa Japonya
Enterobacteriaceae(Klepsiella, Achromobacter,Alcalig | Japonya
ens, Citrobacter, Enterobacter, E.coli, Proteus,
Providencia,Serratia
A. baumannii Japonya
A. xylosoxidans Japonya
P. stutzeri Japonya
P. putida Japonya
P. fluorescens Singapur
IMP-2 A.baumannii Italya
A.lwoffi Japonya
P. aeruginosa Japonya
IMP-3 Enterobacteriaceae Japonya
IMP-4 A.baumannii Cin-Hong Kong
Enterobacteriaceae Cin
IMP-5 A.baumannii Portekiz
IMP-6 Enterobacteriaceae Japonya
P. aeruginosa Japonya
IMP-7 P. aeruginosa Kanada
IMP-8 Enterobacteriaceae Tayvan
A.baumannii Cin
P. mendocina Portekiz
IMP-9 P. aeruginosa Cin
IMP-10 P. aeruginosa Japonya
A. xylosoxidans Japonya
A.baumannii Japonya
IMP-11 Enterobacteriaceae Japonya
P. aeruginosa Japonya
IMP-12 P. putida Italya
IMP-13 P. aeruginosa Italya
IMP-14 P. aeruginosa Tayland
IMP-15 P. aeruginosa Meksika
IMP-16 P. aeruginosa Brezilya
IMP-18 P. aeruginosa USA
IMP-19 A. caviae Fransa
IMP-20 P. aeruginosa Japonya
IMP-21 P. aeruginosa Japonya
IMP-22 P. aeruginosa Avusturya
IMP-24 Enterobacteriaceae Tayvan
IMP-25 P. aeruginosa Cin
IMP-26 P. aeruginosa Singapur
IMP-29 P. aeruginosa Fransa
IMP-35 P. aeruginosa Hollanda,Almanya
sinirinda
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Cizelge 2.5. VIM, SPM, GIM tipi MBL enzimleri

VIM Tipi Metallo-Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar | Cografik yayilim Kodlayici gen
yerlegimi
VIM-1 Italya(P.aeruginosa, A.xyloxidans, P.putida), Fransa, |Plazmid veya
Yunanistan (E.coli, K. pneumoniae) Kromozomlardaki
integronlar
VIM-2 Fransa, Italya, Yunanistan, Ispanya, Almanya, «
Portekiz, Polonya, Rusya, irlanda, Tiirkiye,
Venezuela, Kore, Japonya, Cin, Suudi Arabistan,
Hindistan, ABD, Kolombiya, Kanada. P. aeruginosa
VIM-3 Tayvan (P. aeruginosa) “
VIM-4 Yunanistan (P.aeruginosa), Macaristan, Polonya, “
Isveg (P.aeruginosa), italya (K. pneumoniae)
VIM-5 Tirkiye (P. aeruginosa, K pneumoniae) “
VIM-7 ABD (P. aeruginosa) “
VIM-8 Kolombiya (P. aeruginosa)
VIM-9 Ingiltere (P. aeruginosa)
VIM-10 Ingiltere ( P. aeruginosa)
VIM-11(a,b) | Arjantin, italya (P. aeruginosa) “
VIM-13 Ispanya «
VIM-15 Bulgaristan “
VIM-16 Almanya “
VIM-38 Tiirkiye (E.coli) Integron
SPM-1 Brezilya Plazmid
GIM-1 Almanya Plazmid ve
1ntegron
GIM-2 Almanya Integron
2.7.2.3.4. Metallo-Beta-Laktamazlarin Arastirilmasi

Bakterilerde MBL enzim genlerinin tesbit edilmesi GSBL nin erken tesbiti kadar

onemlidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL enzimi tasiyan bakterilerin

tanimlanmasinda ¢esitli fenotipik yontemler kullanilmaktadir. Ama bugiline kadar
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Enterobacteriaceae ailesinin liyeleri, P.aeruginosa ve A. baumannii nin MBL direng
geni tasidigimi tesbit eden standart fenotipik yoOntem ve test Kkriteri ortaya
konulamamustir. Ornegin Enterobacteriaceae’lerin ¢ogu ve bazi Acinetobacter spp.
tirleri MBL enzimi tasidigi halde 1-2 pg/ml imipenem MIC degerleri ile duyarh
goriinecektir. Bu nedenle MBL tespitinde tarama plagi uygulamasinda bakteri tiirii
dikkate almmalidir. Ornegin Pseudomonas’lar Enterobacteriaceae’lerden daha yiiksek
karbapenem MIC degerlerine sahiptir'**'*°.

CLSI tarafindan MBL {ireten mikroorganizmalarin saptanmasi i¢in bir yonerge
bulunmamaktadir. Bu tiir bakterileri saptamak icin birkag¢ fenotipik yontem vardir. Bu
yontemler EDTA, thiol temelli bilesiklerin MBL aktivitelerini inhibe etme yetenegine
dayanmaktadir. Ancak bugiine kadar duyarliligi ve 6zgiilliigi belirlenip standardize
edilen bir test heniiz bulunmamistir. MBL’lerin aragtirilmasi i¢in tanimlanan yontemler
arasinda fenotipik olarak imipeneme duyarli E.coli nin MBL iireten bakteri ile birlikte
bulundugunda inhibisyon zonunun azalmasiyla degerlendirilen Modifiye Hodge Testi,
EDTA veya 2-merkaptopropionik asitin kullanildigi imipenem veya seftazidimli ¢ift
disk sinerji testi, 2-mercapto-propionik asit ya da EDTA’nin kullanildig1 seftazidim
veya imipenem kombinasyonlu disk testi, MBL E testi, mikrodiliisyon testi ve
molekiiler bazli PCR’dir'*.

Giliniimiizde MBL’lerin saptanmasi i¢in tanimlanan fenotipik yontemlerden g¢ift
disk sinerji ve Modifiye Hodge testi zor ve yorumlanmasi subjektiftir. Bu yontemler
teknik agidan zaman alicidir. Selator olarak kullanilan 2-mercaptopropionik asit
toksiktir ve calisma i¢in 6zel 6nlemler gerekir. Rutinde bu yontemlerin kullanimi uygun
degildir''. MBL iiretimini saptamak icin olduk¢a duyarli basit bir fenotipik yontem
bildirilmistir. Bu yontem EDTA’l1 imipenem kombine diskleri ile yap11m1§t1r142.

MBL inhibitérii olarak tanimlanan CuCl,, FeCl,, EDTA, Thiol Bilesikleri
(mercaptoasetik asit, 2-mercaptopropionic acid, mercaptoethanol) IMP-1 ihibisyonu i¢in

kullamlip degerlendirilmistir. Bu ajanlarin MBL’yi bloke ettigi raporlanmustir'®.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda Haziran-Ekim 2012 ve Subat-Mart 2014 tarihleri arasinda,
Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvarina cesitli kliniklerden
gonderilen orneklerden izole edilen idrar, yara yeri siiriintiisii, abse, bronkoalveolar
lavaj, trakeal aspirat, pily, kan, beyin-omurilik sivist gibi ¢esitli klinik materyallerden

izole edilen 261 adet karbapeneme direng gosteren GN bakteri toplanmistir.

3.1. Klinik Orneklerden Izolasyon

Kliniklerden gelen 6rnekler MacConkey agar (MCK; bioMerieux) ve %5 Koyun
kanli agara (COS; bioMerieux) ekim yapilarak 35-37°C’de, 24 saat inkiibe edildi.
Bunlarin pasajlar1 yapilarak saf kiiltiirleri elde edildi. GN susglarin koloni morfolojileri
ve laktoza etkileri incelendi. Mikroskobik morfolojinin incelenmesi Gram boyama
yonteminin uygulanmasiyla gerceklestirildi. Klasik identifikasyon ydntemlerini
kapsayan Gram boyama, oksidaz testi yapilmasinin ardindan kesin identifikasyon i¢in

de Vitek 2 (Biomerieux, France) tam otomatize sistemine ait identifikasyon kartlari

kullanildi.

3.1.1. Vitek 2 Otomatize Sistem

Suslarin identifikasyonu icin rutin olarak kullanilan Vitek 2 otomatize sistem
kullanild1. Gram negatif identifikasyon kart1 (bioMerieux) kullanildi. Steril tuzlu sudan
(% 0.45-0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) sistem i¢in 6zel kullanilan seffaf plastik deney tiipiine
(12x75 mm) 3 ml konuldu. Tiipe 6ze ile saf koloniler aktarildi ve 0,5 McFarland’a (10
CFU/ml) esdeger yogunlukta homojen bir siispansiyon hazirlandi. Siispansiyon tiipii,
GN kart1 kasete yerlestirildi. Veri girisi ve kasetin cihaza yiliklenmesi Vitek 2 otomatize
sistem kullanim talimatina uygun sekilde yapildi. Sonuglar bilgisayar sisteminden

kontrol edildi.
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Sekil 3.1. 0.5Mc Farland bulaniklig1

3.2. Antibiyotik Duyarhhlik Testleri ve Karbapenem Direnci

Izolatlarn antibiyotik paternleri Vitek 2 (bioMérieux. SA, France) otomatize
sistemi ile yapildi. Bu c¢alismada antimikrobiyal ajan olarak amikasin,
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin/sulbaktam, piperasilin/tazobaktam, ampisilin,
piperasilin, sefazolin, sefoksitin, seftriakson, sefuroksim, trimetoprim/siilfametaksazol,
seftazidim, ertapenem, gentamisin, ciprofloksasilin, levofloksasin, tetrasiklin,
imipenem, doripenem, meropenem, sefepim, ve tigesiklin kullanildu.

Bu suslardan VITEK 2 otomatize sistemi ile Imipenem (IMP) ve/veya
Meropenem (MEM) ve/veya Ertapenem (ERT)’ne direngli oldugu goriilen suslar
calismaya dahil edilmek tizere ayrildi. Bu karbapeneme direngli 261 GN
mikroorganizma daha sonra kullanilmak {izere mikrobank saklama tiipline pasajlanarak

-20°C’de saklandi.

3.3. MBL Tesbitinde Kullanilan Fenotipik Yontemler

3.3.1. Modifiye Hodge testi

“Modifiye Hodge Test” (MHT), diger testlerin aksine MBL enziminin EDTA
varliginda inhibe olmasi prensibi tizerine kurulmamistir. MHT, imipeneme duyarli bir
bakteri izolatinin, MBL iireten bir bakteri ile birlikte bulundugunda, inhibisyon zonunun
bozulmasi temeline dayanmaktadir. MHT inde imipeneme duyarli olan E.coli ATCC
25922 standart susu kullanildi. Taze pasajlarindan elde edilen E.coli ATCC 25922

standart susu, steril tuzlu su soliisyonunda 0,5 Mc Farland bulanikliginda hazirlanarak
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CLSI’ nin 6nerdigi disk difiizyon yonteminde oldugu gibi Miiller-Hinton agar plaginin
ylzeyine ekildi. Plagin ortasina steril pens yardimiyla imipenem (10pg ) diski
yerlestirildi. Test edilecek olan bakteriler, diskin kenarindan plagin dort tarafina
merkezden perifere dogru 6ze yardimiyla diiz ¢izgi seklinde ekildi. Plaklar 36-37°C lik
etlivde bir gece inkiibe edildikten sonra degerlendirildi. Test sonuglar1 imipeneme
duyarli olan E.coli ATCC 25922 susunun duyarlilik zon ¢apmin ¢izgi ekimi yapilan
bakteri taraflarinda yonca yapragi (cloverleaf shaped) seklinde bozulmasi ve bu bolgede
E. coli iremesinin goriilmemesi MBL iiretimi yOniinde pozitif test sonucu olarak

degerlendirildi.

3.3.2. Kombine Disk Difiizyon Testi (KDD)

Taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin steril tuzlu su
soliisyonunda 0,5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile ticari
olarak temin edilen suglart CLSI’ nin 6nerdigi disk diflizyon yonteminde oldugu gibi
Miiller-Hinton agar plagimin yiizeyine ekildi. Besiyerinin kurumasini takiben plak
igerisine aralarinda 22 mm olacak sekilde steril pens yardimiyla 2 tane imipenem (10
ug) diski yerlestirildi. Imipenem disklerinden bir tanesinin iizerine daha onceden
hazirlanan 0,5 M’lik EDTA soliisyonundan 10 pl pipetle eklendi. Plaklar 36-37°C lik
etiivde bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda EDTA’li ve EDTA’s1z imipenem
disklerinin zon ¢aplart Olgiildi. EDTA solusyonunun eklendigi imipenem/EDTA
diskinin inhibisyon zonu, tek basina imipenem diski zon ¢apindan > 7 mm ise MBL

pozitif bakteri izolat1 olarak kaydedildi.

3.3.2.1. EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) Hazirlanisi

Ticari olarak hazir elde edilen EDTA tozu ile 0,5 M EDTA soliisyonu
hazirlandi. Bunun i¢in 9,305 g disodium EDTA.H20 tozu 50 ml’lik steril distile suda
coziilerek pH 8.0’e ayarlandi. pH ayarlanirken %1 lik NaOH kullanildi. MBL inhibitori
olarak, IMP/EDTA Kombine disk ve Cift disk sinerji testlerinde kullanildi.

3.3.3. Cift disk Sinerji Disk Testi (CDS)

Cift disk sinerji testinde amag, imipenem inhibisyon zonunun EDTA varliginda

genisleyip genislemedigini tesbit ederek MBL pozitif bakteri izolatlarin1 tanimlamaktir.
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Bunun i¢in taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0,5 Mc Farland
bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile ticari olarak alinan Mueller-Hinton agar
besiyerine CLSI'nin onerdigi sekilde yayildi. Plak iizerine imipenem (10ug) diski
yerlestirildi. Imipenem diskinin merkezinden 20 mm uzagina daha dnce hazirlanan steril
bos disk yerlestirildi. Bos disk iizerine 6nceden hazirlanan 0,5 M EDTA soliisyonundan
mikropipetle 10ul eklendi. Plaklar 36-37°C lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra
degerlendirmeye alindi. Inkiibasyon sonrasinda imipenem diski inhibisyon zonunun,
EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak
degerlendirildi. Bu genislemenin goriildiigii bakteri izolatlar1 MBL iireten pozitif sus

olarak kaydedildi.

Sekil 3.2. Mueller Hinton agarda diskler aras1 20’mm lik mesafe

Sonuglarin kalite kontrolii olarak, Modifiye Hodge testinde imipeneme duyarh
E. coli “American Type Culture Collection” ATCC 25922 ve daha 6nce MBL iirettigi
fenotipik ve genotipik yontemlerle belirlenmis ve enzim tipi tayin edilmis P.aeruginosa
ATCC 27853 izolatlartyla yapildi. Bu pozitif kontrol susu VIM-1, VIM-2, VIM-4,
VIM-5, IMP-1, IMP-2 ve SPM-1 iireten P.aeruginosa izolatindan olusmaktadir.
Istatistiksel Degerlendirme: istatistik analiz, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dali’nda SPSS ve Chi-square programi kullanilarak yapildi.
Istatistik analizlerde kategorik veriler ki-kare test istatistigi ile incelendi ve p<0.02 ise

sonuclar anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiz Haziran-Ekim 2012 ve Subat-Mart 2014 tarihleri arasinda,
Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Mikrobiyoloji Birimi’ne
cesitli kliniklerde yatan ya da ayakta tedavi goren hastalardan gonderilen idrar, yara yeri
sliriintiisii, abse, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat, pily, kan, beyin-omurilik sivisi
gibi ¢esitli klinik materyallerden izole edilen 261 adet karbapeneme direng gosteren GN
bakteri ¢aligmaya alinmistir. Suslarin identifikasyonu ve antibiyogrami Vitek 2
otomotize cihazinda (Imipenem, Meropenem, Ertapenem ve Doripenem’den az birine

direng gosteren toplam 261 adet GN bakteri) gerceklestirildi.

4.1. Karbapenem Direncliligi

Suslarin karbapenem grubu antibiyotiklere diren¢ dagilimi incelendiginde 261
susun 236’s1 Imipeneme, 194’{i Meropeneme, Ertapenemin kullanildig1 panellerde 89
susun 41’1 Ertapeneme ve Doripenemin kullanildigi 31 susun 25’1 doripeneme direng
gdstemistir. Ayrica 7 sus Imipeneme orta hassas, 12’si Meropeneme orta hassas, 6°s1 da

Doripeneme orta hassas olarak bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Suslarin karbapenemlere direng oranlar1 (Say1/%)

Imipenem 236 (90.4)
Meropenem 194 (74.3)
Ertapenem 41 (46.06)
Doripenem 25 (80.6)
Imipenem OH 7 (2.6)
Meropenem OH 12 (4.5)
Doripenem OH 6 (19.3)
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4.2. Cahlisilan izolatlarm Tiir Dagilim

Calismada 1zole edilen karbapeneme direngli GN bakteriler: P. aeruginosa, A.
baumannii, K. pneumoniae, P. mirabilis, E. coli, S. maltophilia, B. cepacia, E. cloacae,
M. morganii, P. stuartii, S. marcescens, E. meningoseptica, A.xylosoxidans, K.oxytoca,

P. rettgeri, Proteus spp. ve Acinetobacter spp. (Cizelge 4.2 ve 4.3).

izelge 4.2. Calismaya alinan 261 susun tir dagilimi (Say1/%
Cizelg Calismay $ g (Say1/%)

A. baumanni 104 (39.8)
P.aeruginosa 58 (22.2)
K. pneumoniae 37 (14.2)
P. mirabilis 17 (6.5)
E.coli 12 (4.6)
S. maltophila 9(3.4)
M. morganii 7(2.7)
E. cloacae 6(2.3)
P. stuartii 2 (0.8)
S. marcescens 2 (0.8)
Digerleri* 7(2.8)

Cizelge 4.3. Calismaya alinan 261 susun Enterobacteriacea ve non-enterobacteriaceae’ye gore dagilim

Enterobacteriaceae Sayr/Yiizde:86/33.04 Non-enterobacteriaceae | Sayy/Yiizde:175/67.12
K. pneumoniae 37 (14.2) A. baumanni 105 (40.3)
P. mirabilis 17 (6.5) P.aeruginosa 58 (22.2)
E.coli 12 (4.6) S. maltophila 9(3.4)
M. morganii 7(2.7) Digerleri* 3(1.14)
E. cloacae 6(2.3)
P. stuartii 2 (0.8)
S. marcescens 2 (0.8)
Digerleri* 3(1.14)

k.

Spp.

. A. xylosoxidans, B. cepacia, E. meningoseptica, K. oxytoca, P. rettgeri, Acinetobacter spp., Proteus

Calismaya dahil edilen 261 susun 158’1 (%60.5) erkek, 103’1 (%39.5) ise kadin
hastadan izole edilmistir (Sekil 4.1).
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Cinsiyet Dagilimi

KADIN ERKEK
Sekil 4.1. Hastalarin cinsiyet dagilimi

4.3. Materyallerin Gonderildigi Kliniklere Gore Dagilimlar:
Merkez laboratuvarina gelen orneklerin servis ve/veya polikliniklere gore
dagilimi incelendiginde; en cok Ornegin sirastyla; Dahiliye YB, Yanik {initesi,

Reanimasyon, Cocuk YB’dir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Suslarin gonderildigi klinikler (Say1/%)

Dabhiliye YB-2 40 (15.3)
Yanmik Unitesi 37 (14.2)
Reanimasyon 27 (10.3)
Cocuk YB 23 (8.8)
Genel Cerrahi YB 13 (5.0)
Beyin Cerrahi YB 12 (4.6)
Dahiliye Onkoloji Servisi 934
Cocuk Sagligi 1 ve 2 servisi 934
Noroloji YB 7(2.7)
Plastik ve Rekonstriiktif Cerr. Servis 7(2.7)
Dahiliye Hematoloji Servisi 6(2.3)
Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H 6(2.3)
Gogls Hastaliklar1 Servisi 6(2.3)
Dahiliye Nefroloji Servisi 5(1.9)
Cocuk Nefroloji Poliklinigi 4 (1.5)
Genel Cerrahi Servisi 4 (1.5)
Kadin hastaliklari ve Dogum Polikli. 4(1.5)
Cocuk Cerrahi Poliklinigi ve Servisi 3(1.1)
Dahiliye Gastroentoloji Servisi 3(.1)
Siit cocugu Servisi 3(L.D
Cocuk Yenidogan YB 3(1.1)
Digerleri ** (‘her birinden ikiser tane) 20 (7.6)
Digerleri * (birer tane) 10 (3.8)

*: Beyin Cer. Ser., Cocuk Alerji-imm. Polik., Cocuk Cerrahi Poliklinigi, Cocuk Yenidogan Ser.,
Dermatoloji Polik.ve Ser., Dahiliye Romatoloji ve Imm. Ser., Dogumhane, Gz Hast. Servisi, Koroner
YB, Uroloji Ser.ve YB.

**: Cocuk Acil Tip, Cocuk Cerra. Servisi, Cocuk Enfek. ve Hematoloji Ser., Dahiliye Endokrinoloji
Polik. ve Ser., Fiziksel Tip-Rehabilitasyon Ser., Girisimsel Radyoloji Ser., Gogiis Cer. Ser., Kalp Damar
Cer. Post-Op YB, Noroloji Ser.
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4.4. Izolatlarin Materyallere Gore Dagilim
Karbapenem direncinin belirlendigi suslarin izole edildikleri 6rnek tiplerine gore
dagilimi incelendiginde en fazla 6rnegin sirasiyla trakeal aspirasyon, siiriintli, kan ve

idrardan elde edildigi goriilmiistiir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.5. izolatlarm klinik 6rneklere gore dagilimi-1 (Say1/%)

Trakeal aspirasyon 85 (32.6)
Siiriintii 46 (17.6)
Kan 40 (15.3)
Idrar 27 (10.3)
Balgam 13 (5.0)
Abse 8 (3.1
Piiy 8 (3.1
Vajen siiriintiisii 7 (2.7)
Periton mayi 5 (1.9
Dren ucu 4 (1.5)
BAL 3 (L.
BOS 3 (L.
Plevral mayi 3 (1.1)
CVP Katateri 2 (0.8)
Diyabetik ayak 2 (0.8)
Digerleri *** 5 (1.9

**%: Anaerob, Arter Katateri, Bogaz Siiriintiisli, Kornea, Serviks siirtintiisii.
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Gelen Orneklerin Dagilimi

Sekil 4.2. Klinik 6rneklerin dagilimi-2

Suslarin izole edildigi materyallere gore tiir dagilimi incelendiginde en sik izole

edilen suslar su sekildedir; Trakeal aspirasyondan P. aeruginosa (n:43) ve A. baumannii
(n:21); Siiriintii 6rneginden A.baumanni (n:20) ve P. aeruginosa (n:15);_Kandan
A.baumannii (n:18) ve K. pneumoniae (n:11); Idrardan P. aeruginosa (n:7) ve P.
mirabilis (n:5); Balgamdan A. baumannii (n:5); Abseden P. mirabilis (n: 3) ve Dren

ucundan A. baumannii (n: 4) gibi suslar izole edilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Klinik materyallere gore tiir dagilimin (Say1)

Bakteri Tiirii

Say1

A. baumannii

P. aeruginosa

K.pneumoniae

S. maltophila

Trakeal aspirasyon (n:85) S
. marcescens

P. stuartii

E.cloaceae

E. coli

E. meningoseptica

A.baumannii

P. aeruginosa

K. pneumoniae

Siiriintii (n:46) P. mirabilis

E. cloaceae

E. coli

S. maltophila

A. baumannii

K. pneumoniae

— | OO

Kan (n:40) P. aeruginosa

. cloacae

coli

. mirabilis

o ==

. aeruginosa

E. coli

A. baumannii

K.pneumoniae

Idrar (n:27) Momorganii

S. maltophila

P. rettgeri

P. stuartii

Proteus spp.

— | = = = = W W DN Q] =] W Q| = = = = =W D

A. baumannii

K. pneumoniae

Balgam (n:13) P. aeruginosa

E. cloacae

S. maltophila

S. maltophila

A. xylosxidans

—_— = == N DN N
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Cizelge 4.6. Devami

A. baumannii 2
P. mirabilis 2
Piiy (n:8) P. aeruginosa 2
K. pneumoniae 1
E. coli 1
P. mirabilis 3
M. morganii 2
Abse (n:8) K. pneumoniae 1
E. coli 1
A. baumannii 1
E. coli 2
P. aeruginosa 2
Vajen Siiriintiisii (n:7) K. oxytoca 1
K. pneumoniae 1
M.morgani 1
M.morgani 2
Periton Mayi (n:5) P. aeruginosa 2
A. baumannii 1
Dren ucu (n:4) A. baumannii 4
A. baumannii 2
Plevral Mayi (n:3) S. maltophila 1
A. baumannii 2
BOS(Beyin Omurilik Sivisi) (n:3)
K. pneumoniae 1
BAL (n:3) A. baumannii 2
P. mirabilis 1
CVP Katateri (n:2) A. baumannii 2
M. morganii 1
Diyabetik Ayak (n:2)
P. aeruginosa 1
Anaerob (n:1) K. pneumoniae 1
Bogaz Siiriintiisii (n:1) P. aeruginosa 1
Arter Katateri (n:1) S. maltophila 1
Kornea (n:1) B.cepacia 1
Serviks Siiriiniitiisii (n:1) E.coli 1
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4.5. Antibiyogram Sonuglari

Calisilan izolatlarin antibiyogram sonuclarina gore en yiiksek direng sirastyla %
94.8 Ampicillin / Sulbactam, % 84.6 Piperacilin ve % 80.0 Tetracyline seklinde
siralanmistir (Cizelge 4.7). Antibiyotiklere en yiiksek hassasiyet ise %83.8 Colistin, %
49.7 Tigecyclin ve % 46.3 Amikasin seklinde siralanmistir (Cizelge 4.8).

Suslarin antibiyogrami Vitek 2 cihazi ile yapilmistir. Ve bu cihaz igin farkli
klinik materyallere farkli antibiyogram panelleri kullanilmistir. Bunlardan idrarda
tireyen fermantatif bakteriler (E.coli, K pneumoniae vs.) i¢in 266 nolu panel
kullamilmustir. Panellerde kullanilan antibiyotikler cizelge 4.9°da gdsterilmistir. Idrar
harici klinik materyallerde iireyen non-fermantatif (4.baumanni ve P.aeruginosa)
bakteriler icin 261 nolu panel; idrar ve diger klinik materyallerde iireyen non-
fermantatif GN bakteriler i¢in 262 nolu panel kullanilmistir (Cizelge 4.9).

Ayrica suslarin bazilari Amikacin, Cefepim, Cefopeazone / Sulbactam,
Ceftazidime, Ciprofloxacin, Tigecycline, Piperacillin, Tetracycline, Gentamicin,

Levofloxacin gibi antibiyotiklere orta hassasiyet gostermisti

Cizelge 4.7.Suslarin antibiyotiklere direng oranlar1 (Say1/%)

Ampicillin / Sulbactam 183(94.8)
Piperacilin 176 (84.6)
L Tetacyling oo eir e eeneeeenad)e 178.(80.0)..cuneeeil b
Trimethoprim / Sulfamethoxazole 198 (75.9)
Ciprofloxacin 166 (69.4)
Ceftazidim 178 (68.2)
Ceftazidim 178(68.1)
Gentamisin 172 (65.9)
Cefepim 162 (62.0)
Levofloxacin 129 (56.3)
Cefoperazon Sulbactam 111 (51.6)
Amikasin 126 (48.3)
Tigecycline 96 (41.9)
Colistin 38 (15.6)

45



Cizelge 4.8. Suslarin antibiyotiklere hassasiyet oranlar1 (Say1/%)

A & LN CEN) R J

;Tigecyclin 114 (49.7)

Amikasin L lnr@sy)
Cefoperazone / Sulbactam, 75 (34.8)

Gentamicin 81 (31)

Levofloxacin 59 (25.7)
Ciprofloxacin 59 (24.6)
Trimethoprim / Sulfamethoxazole 63 (24.1)

Ceftazidime 60 (22.9)

Cefepim 46 (17.6)

Tetracycline 28 (10.7)

Piperacillin 19 (9.1)

Ampicillin / Sulbactam 11 (4.2)

Cizelge 4.9. Panellerde kullanilan antibiyotikler

261 nolu panel 262 nolu panel 266 nolu panel
Amikacin Amikacin Amikacin
Amoxicillin/clavulanic Acid | Ampicillin/Sulbactam Amoxicillin/clavulanic Acid
Ampisilin Cefepime Ampisilin

Cefepim Cefoperazone/Sulbactam Cefepime

Cefoxitin Ceftazidime Cefoperazone/Sulbactam
Ceftazidime Ciprofloxacin Cefoxitin

Ceftriaxone Colistin Ceftazidime

Cefuroxime Gentamicin Ceftriaxone
Ciprofloxacin Imipenem Cefuroxime

Colistin Levofloxacine Ciprofloxacin
Ertapenem Meropenem Ertapenem

ESBL Netilmicin Fosfomycin

Gentamicin Piperacillin Gentamicin

Imipenem Piperacillin/Tazobactam Imipenem

Meropenem Tetracycline Meropenem
Piperacilin/Tazobactam Tigecycline Nitrofurantoin

Trimethoprim/Sulfamethoxazole

Trimethoprim/Sulfamethoxazole

Trimethoprim/Sulfamethoxazole
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4.6. Metallo-Beta-Laktamaz Enziminin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi
Karbapenemlere direncli 261 izolatta MBL {iretimini belirlemek amaciyla

fenotipik olarak MHT, KDD ve CDS testleri uygulanmustir.

4.6.1. Modifiye Hodge Testinin Sonuclar:

Karbapenem direncli 261 izolatin 199’unda (%76.2) MHT ile pozitif sonug elde
edilmistir. 62°sinde ise (%23.8) negatif sonu¢ elde edilmistir. MHT ile pozitif sonug
veren suslarin yonca yapragi goriintliisinden birer 6rnek sekil 4.3 ve 4.4’de
gosterilmigtir.  MHT ile pozitif sonu¢ alinan suslarin tiir dagilimi ¢izelge 4.10 ve
4.12°de; pozitif suslarin izole edildigi klinik materyaller ise c¢izelge 4.11°de

gosterilmistir.

Sekil 4.3. Pozitif MHT 6rnek-1 Sekil 4.4. Pozitif MHT 6rnek-2

Cizelge 4.10. MHT pozitif 199 susun tiir dagilimi (say1/%)

J A. baumannii 88 (33.7)
P.aeruginosa 40 (15.3)
K.pneumoniae 32 (13) ]
] P m zrabllzs ............. 13 - ( 50) .....
E.coli 9 (3.5)

E. cloacae 5 (2.02)

S. maltophila 5 (2.02)

M. morganii 4 (1.5)
Digerleri* 3 (.2
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Cizelge 4.11. MHT ile 199 susun izole edildigi klinik materyaller (Say1/%)

ETrakeal 1
f Aspirasyon 65(26.3)
" Siiriintii 37(15)
Kan 36(145) |
prasssssssssssssssatasss - 6(64) ......
Abse 7(2.8)
Balgam 7(2.8)

Piy 6(2.4)

Vajen Siiriintiisi 6(2.4)

BAL 3(1.2)

BOS 3(1.2)
Plevral mayi 3(1.2)

CVP Katateri 2(0.8)

Dren ucu 2(0.8)
Periton Mayi 2(0.8)
Digerlen** 4(1.5)

Cizelge 4.12. MHT pozitif 199 susun Enterobacteriaceae ve non-enterobacteriaceae’ ye gore dagilim

MHT (+) Say1/Yiizde:65/2 | MHT +Non- Say1/Yii de:
Enterobacteriaceae |4.9 enterobacteriae 134/51.3
A.baumannii ve Acinetobacter
K.pneumoniae 32 (12.2) Spp. 89 (35.44)
P. mirabilis 13 (5.0) P.aeruginosa 40 (15.3)
E.coli 9 (3.5 S. maltophila 5 (2.02)
E. cloacae 5 (2.02)
M. morganii 4 (1.5)
Digerleri*** 2 (0.76)

*: S.marcescens, Proteus spp., Acinetobacter spp.
** : Anaerob, Bogaz Siiriintiisii, Diyabetik Ayak Siirlintiisli, Serviks Siirlintiisi.
**%: S.marcescens, Proteus spp.,
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4.6.2. Kombine Disk Difiizyon Testi

Imipenem ve Imipenem (10pg) + 0.5 M EDTA ile yapilan bu testte, karbepeneme
direng gosteren 261 GN bakteri izolatinin 71’inde (%27.2) MBL enzimi pozitif iken,
190 (% 72.8) sus negatif olarak saptanmistir. KDD testi ile MBL enzimi pozitif bulunan
toplam 71 izolatin IMP ve IPM/EDTA inhibisyon zon ¢aplar1 arasindaki farklar 7-20
mm arasinda degismekte olup, ortalama fark 11.3 mm olarak bulunmustur (Sekil 4.5,
4.6 ve 4.7). KDD testi ile en ¢ok MBL pozitif olan izolatlar sirasiyla; A. baumannii 39
(%15), P. aeruginosa 16 (%6.13)’dir (Cizelge 4.13 ve 4.14). KDD testi ile MBL

negatif izolatlarin inhibisyon zon ¢aplar1 arasindaki farkin 1-6 mm arasinda degistigi

goriilmiistiir (Sekil 4.8). MBL negatif izolatlardan bir 6rnek sekil 4.8’de gosterilmistir.

Sekil 4.5. KDD testi pozitif K.pneumoniae MBL-1 ~ Sekil 4.6. KDD testi pozitif 4.baumannii MBL-2

Cizelge 4.13. KDD testi ile MBLpozitif 71 susun dagilimi (say1/%)

. A. baumannii 39 (15

E P.aeruginosa 16 (6.13)
K. pneumoniae 4 (1.5
S.maltophila 4 (1.5
E. cloacae 3 (1.19)
P.mirabilis 3 (1.19)
E. coli 1 (0.38)
E. meningoseptica 1 (0.38)
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" IMP+EDTA

| 27 mm

Sekil 4.7. KDD testi pozitif P.aeruginosa MBL-3

Sekil 4.8. IMP-EDTA KDD testi negatif sus

Cizelge 4.14. KDD testi ile MBL 71 pozitif susun Enterobacteriaceae ve non-enterobacteriaceae’ ye
gore dagilimi

KDD + KDD + Non-

Enterobacteriaceae | Say/Yiizde:11/4.21 | Enterobacteriacea Say1/Yiizde:59/23.0
K. pneumoniae 4 (1.5) A. baumannii 39 (15)

E. cloacae 3 (1.14) P.aeruginosa 16 (6.13)
P.mirabilis 3 (1.14) S.maltophila 4 (1.5)

E. coli 1 (0.38) E. meningoseptica 1 (0.38)

KDD testi ile MBL pozitifligi en ¢ok Trakeal aspirasyon (n:29), kan (n:11) ve

stiriintii (n:9) 6rneklerinde saptanmigtir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. KDD testi ile MBL 71 pozitif susun izole edildigi klinik materyaller (Say1/%)

Trakeal Aspirasyon 29 (11.2)
Kan 11(4.2)
Strinti 9(3.5
Idrar 8 (3.06)
Balgam 2 (0.7)
Plevral Mayi 2 (0.7)
Vajen siiriintiisii 2 (0.7)
Digerleri *(Birer drnek) 8(2.4)
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KDD testi ile MBL iiretimi pozitif izolatlarin servislere gore dagilimi
incelendiginde, en fazla pozitiflik DahiliyeYB (n:17), Reanimasyon (n:12), Yanik
tinitesi (n:9) ve Cocuk YB’dan (n:8) geldigi goriilmiistiir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. KDD testi ile MBL 71 pozitif susun servislere gore dagilim1 (Say1)

Dahliye yogun bakim 17
Reanimasyon 12
Yanik Unitesi 9
Cocuk yogun bakim 8
Beyin Cerrahi Servisi ve YB 3
Digerleri ** 12
Digerleri *** 10

*: Abse, Arter Katateri, BAL, BOS, CVP Katateri, Dren Ucu, Periton mayi, Pily .
**: Cocuk sagligr servisi, Dahiliye hematoloji ve onkoloji servisi, Kadin hastaliklar1 ve Dogum Polikli.,
Plastik ve rekonstriiktif cerr. Servis.
*#%. Cocuk Hematoloji ve Nefroloji Servisi, Cocuk acil tip ve Yeni dogan YB, Dabhiliye nefroloji ve
romatoloji ve imm. Ser.,Gogiis hastaliklart ve cerr. Servisi, Klinik bakteriyoloji ve enfeksiyon H ve
Noroloji YB.

4.6.3. Cift Disk Sinerji Testi

Caligmaya alinan 261 susun 37’sinde (% 14.2) IMP diski inhibisyon zonunun
EDTA eklenmis bos diske dogru genisleyerek sinerji gosterdigi goriildii ve MBL pozitif
olarak kabul edildi (Sekil 4.9 ve 4.10). Suslarin 224 (% 85.8)’linde ise sonu¢ negatif
olarak bulundu (Sekil 4.11). CDS testi ile MBL pozitif izolatlar; P. aeruginosa 11 sus
(%4.2), E.cloacae 6 (%2.3) ve K. pneumoniae 5 (%1.9) olarak siralanmaktadir (Cizelge
4.17 ve 4.18).
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Sekil 4.9. CDS testi pozitif MBL -1 Sekil 4.10. CDS testi pozitif MBL-2

Sekil 4.11. CDS testi negatif

Cizelge 4.17. CDS testi ile MBL 37 pozitif susun tiir dagilim1 (Say1/%)

P. aeruginosa 11 (4.2)
E. cloacae 6 (2.3)
K. pneumoniae 5(2.0)
E. coli 4(1.5)
A. baumanni 3(1.1)
P. mirabilis 2 (0.8)
S.maltophila 2 (0.8)
Digerleri * 4(1.2)

*: B.cepacia, E. Meningoseptica, S. Marcescens, Proteus spp.,
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Cizelge 4.18. CDS testi ile MBL pozitif 37 susun Enterobacteriacea ve non-enterobacteriaceae’ye gore

dagilim
CDS (+) CDS (+)
Enterobacteriaceae Sayy/Yiizde:19/7,27 Non-enterobacteriaceae | Sayr/Yiizde:18/6.85
E. cloacae 6(2.3) P. aeruginosa 11 (4.2)
K. pneumoniae 5(2.0) A. baumanni 3(1.1)
E. coli 4(1.5) S.maltophila 2 (0.8)
P. mirabilis 2 (0.8) Digerleri** 3(1.2)
Digerleri* 2(0.76)

*. S. marcescens, Proteus spp.
**: E. meningoseptica, B.cepacia.

CDS testi ile MBL pozitif olan suslarin en sik izole edildigi klinik materyal
strast ile trakeal aspirasyon 12 (%4.5), kan 8 (%3.06) ve idrar ise 7 (%2.6) izolat olarak

stralanmstir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. CDS testi ile MBL pozitif 37 susun klinik 6rneklere gore dagilimi (Say1/%)

Trakeal aspirasyon 12 (4.5)
Kan 8 (3.06)
Idrar 7 (2.6)
Abse 2 (0.7)
BOS 2 (0.7)
Digerleri *** 6 (1.8)

***; Balgam, bogaz siirlintiisii, kornea, periton mayi, yanik siiriintiisii, vajen siiriintii.

CDS testi ile MBL izolatlar en sik yanik iinitesinden 5, ¢ocuk yenidogan servisi

den 4 ve bunu 3’er ornek ile ¢ocuk YB, dahiliye onkoloji, genel cerrahi YB ve

reanimasyon izlemistir. (Cizelge 4.20).

53




Cizelge 4.20. CDS Testi ile MBL 37 pozitif susun servislere gore dagilimi (say1)

Yanik Unitesi 5
Cocuk Yenidogan 4
Servisi ve YB

Cocuk YB 3
Dabhiliye Onkoloji 3
Servisi

Genel Cerrahi YB 3
Reanimasyon 3
Dahiliye YB 2
Digerleri * 14

*: Beyin cerrahi YB, Plastik ve Rekonstriiktif Cerr. Servis, Gogiis H. Servisi, Cocuk sagligi ser., Cocuk
hematoloji servisi ve alerji-immunoloji poliklinik, Cocuk enfeksiyon ser., Dahiliye hematoloji ve
nefroloji servisi, Goz hastaliklari ser., Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon H, Kadin hastaliklar1 ve Dogum
Polik., Koroner YB, Noroloji YB, Uroloji YB.

4.6.4. Modifiye Hodge Testi, Kombine Disk Difiizyon Testi ve Cift Disk

Sinerji Test Sonug¢lar1 ve Uyumlari

MHT ile 261 izolatin 199’unda, KDD testi ile 71’inde, CDS testi ile 37’sinde
MBL pozitifligi saptandi. (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. MHT, KDD Testi ve CDS Test Sonuglari
Testler MHT KDD CDS

Pozitif 199 71 37
Negatif | 62 190 224

KDD ile CDS testlerinin birbirleriyle uyumu asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
KDD testi ile CDS testinin uyum orani su sekildedir:
Uyum (%): a+b/c x100

a: Her iki test ile pozitif sonug veren sus sayisi: 13

b: Her iki test ile negatif sonug veren sus sayisi: 166
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c: Toplam izolat sayisi: 261
d: KDD (+) CDS(-): 58
e: CDS (+) KDD(-): 24

Buna gore; IMP/EDTA KDD ile CDS testi birbirleriyle % 68,5 oraninda

uyumlu bulunmustur.

MHT ile KDD testinin uyum orani su sekildedir:
Uyum (%): at+b/c x100

a: Her iki test ile pozitif sonug veren sus sayisi: 56
b: Her iki test ile negatif sonug veren sus sayisi: 47
c: Toplam izolat sayist: 261

d: MHT (+) KDD (-): 143

e: KDD (+) MHT(-): 15

Buna gore MHT testi ile KDD testini uyum oran1 % 39.4° diir.

MHT testi ile CDS testinin uyum orani su sekildedir:
Uyum (%): a+b/c x100

a: Her iki test ile pozitif sonug veren sus sayisi: 24
b: Her iki test ile negatif sonug veren sus sayisi: 49
c: Toplam izolat sayisi: 247

d: MHT(+) CDS(-): 175

e: CDS(+) MHT(-): 13

MHT testi ile CDS testinin uyum oran1 % 27.9 dur.

Cizelge 4.22. Fenotipik Testlerin uyum orani (%)

MHT- KDD 39.4
MHT- CDS 27.9
KDD- CDS 68.5

55



MHT’nin sonuglari, KDD ve CDS testinden oldukc¢a farkli sonuglar vermistir
(Sekil 4.12). MHT ile 199 (%76.2) izolatta MBL pozitifligi belirlenmis ve bu test
degerlendirilmesi sirasinda test sonuclarinin giivenilirligi sorgulanmis, yalanci pozitif
sonu¢ veren suslarin olabilecegi diisiinlilmiis ve MBL {ireten suslar KDD ve CDS test

sonuclarina gore degerlendirilmistir.

MHT
199(%76.2)

KDD CDS
71(%27.2) 37(%14.2)

Sekil 4.12. Fenotifik testlerin pozitif sonuglari (Say1/%)

Her ¢ testle de MBL pozitif sus sayis1 9 (%3.4), negatif izolat sayis1 38°(%14.5)
dir. Her ¢ testle de pozitif izolatlarin tiir dagilimi, 6rnegin izole edildigi klinik materyal ve
geldigi servislerin dagilimi ¢izelge 23°de gosterilmistir. Fenotipik testlerin birbirleri ile

uyum orani istatistiksel olarak karsilastirildiginda aralarindaki uyumun olmadigi bulunmustur

(ki-kare, kappa degeri <0.20, p<0.001).

Cizelge 4.23. MHT, KDD ve CDS testi pozitif 9 susun servislere, klinik materyale, direngli oldugu
karbapenem grubuna ve tiire gore dagilimi

Klinik Materyalin Geldigi Servis Klinik Materyal Direncli Antibiyotik | MBL Pozitif Sus
Beyin Cerrahi YB Idrar imp,Mem P.aeruginosa
Dahiliye Hematoloji Servisi Kan Imp,Mem P.aeruginosa
Dabhiliye Onkoloji Servisi BOS Imp,Mem,Ert K. pneumoniae
Reanimasyon Trakeal Aspirasyon | Imp,Mem P. aeruginosa
Yanik Unitesi Kan Imp,Mem K. pneumoniae
Yanik Unitesi Kan Imp,Mem,Ert K. pneumoniae
Yanik Unitesi Kan Imp,Mem E. cloacae

Yanik Unitesi Kan Imp,Mem E.cloacae

Yanik Unitesi Siiriintii Imp,Mem E. cloacae
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MBL (+) suslarina karbapenem grubundaki antibiyotiklerin diren¢ oranlarinin
etkileri karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriilmiistiir
(ki-kare, kappa degeri <0.20, p<0.001). Istatistik sonuglarma gore ii¢ testin duyarlilik,

ozgilliik, pozitif ve negatif kestirim degerleri ¢izelge 4.24’de gosterilmistir.

Cizelge 4.24. Fenotipik Testlerin istatistik sonuglari

Pozitif Negatif
Altin Referans Duyarhhk Ozgiilliik Kestirim Kestirim
Standart Test Test (%95CI) (%95CI) Degeri Degeri
(%95CI) (%95CI)
Modifiye
Kombine 78.87 24.74 28.14 75.81
Hodge
Disk
) Cift Disk
Diflizyon o 18.31 87.37 35.14 74.11
Sinerji
Modifiye
64.86 21.88 12.06 79.03
Hodge
Cift Disk
Kombine
Sinerji
Disk 35.14 74.11 18.31 87.37
Difiizyon
Kombine
Disk 28.14 75.81 78.87 24.74
Modifiye )
Difiizyon
Hodge
Cift Disk
12.06 79.03 21.88
Sinerji 64.86
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5. TARTISMA

Son yillarda antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ sorunu tiim diinyay1 tehdit
eder hale gelmistir. Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren
beta-laktamaz enzimi liretimi, basta Enterobacteriaceae liyeleri olmak {lizere bircok
bakteri tliriiniin en onemli diren¢ mekanizmalarindan birisidir. GN bakteriler, hem
toplum hem hastane kokenli enfeksiyonlarin énemli nedenlerindendir. CID gdsteren
Salmonella ve Shigella tiirleri toplum kokenli enfeksiyonlara; CID olan E. coli,
Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas, Burkholderia ve Stenotrophomonas tiirleri ise

144

daha c¢ok hastane kokenli enfeksiyonlara yol agmaktadir ™. Hastanelerde antibiyotik

kullaniminin yaygin ve kontrolsiiz olmasi nedeniyle kullanilan antibiyotiklere karsi
diren¢ 6nemli bir sorun haline gelmistirm.

HE etkeni olan GN bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere direng
gelistirmesinde en 6nemli mekanizma beta-laktamaz iiretimidir'*’. Beta laktam grubu
antibiyotiklerin en genis spektrumlusu olan karbapenemlere de direng gelismektedir.
Karbapenem grubu antibiyotiklere kars1 farkli mekanizmalarla direng gelisebilmektedir
147 Bakteri dig membran proteinlerinde degisiklik sonucu gegirgenligin azalmasi,
karbapenemin disar1 pompalanmasi, AmpC tipi beta-laktamazlarin asir1 {retimi,
karbapenemaz iiretimi enfeksiyonlara tedavi sirasinda imipeneme direng gelistirebilir'*®.

Diinyanin degisik bolgelerinden farkli direng oranlari bildirilmektedir. MYSTIC
(Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) ¢aligmasinin 2007
verilerinde HE etkeni P. aeruginosa‘da diren¢ oranlari imipenem i¢in % 30.2,
meropenem  %14.8, seftazidim % 26.1, piperasilin-tazobaktam i¢in 9%19,6,
siprofloksasin %23.2, gentamisin %37.7 ve tobramisin %25.8; Acinetobacter spp’de
meropenem i¢in %12, imipenem %12,6, seftazidim %47, piperasilin-tazobaktam %38,5,
siprofloksasin %51.2, gentamisin %41,5 tobramisin %26,7 olarak bildirilmistir'®.

European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) 2011 yili
verileri karsilastirildiginda P.aeruginosa izolatlarinin direng oranlari
piperacillin/tazobactam i¢in %2.8, seftazidim i¢in %8.2, karbapenemler i¢in %12,
siprofloksasin icin %12.6, gentamisin i¢in % 6.5 ve CID igin % 4 olarak rapor

edilmistir'™.
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Kaur ve ark.’nin 964 A.baumanni izolat1 ile ilgili calismasinda direng¢ oranlari
imipenem %40.3, amikasin %64.9, gentamisin %88.1, siprofloksasin %88, seftazidim
%89.5, sefepim %86.9, piperasilin-tazobaktam %28.9 olarak bulmuslardir’'. Karthika
ve ark. MBL prevanlansini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada meropenem

152 ++ . . . . . .
>2, Ulkemizde imipenem direnci P.aeruginosa'da ve

direncini %44 olarak bulmuslardir
Acinetobacter spp. farkliliklar gdstermekte olup, P.aeruginosa'da %4 ile %88,
Acinetobacter spp.'de %8,8 ile %74 arasinda degismekte olup, seftazidim i¢in bu oran
stirast ile P.aeruginosa'da %17,7 ile %73 ve Acinetobacter spp.'de %38 ile %81
arasinda goriilmektedir'>>'>+1>>136:157-

Calismamizda, 261 karbapenem direngli susun 236’st (% 90.4) imipeneme 194’1
(%74.3) meropeneme, ertapenemin kullanildigi panellerde 89 susun 41°1 (%46.06)
ertapeneme direncli olarak bulunmustur. Calismamizda ayrica izolatlarin sefepim,
seftazidim ve piperasiline diren¢ oranlari sirasiyla % 62.0, % 68.2 ve % 84.6 olarak
bulunmustur.

Calismamizda amikasin, gentamisin ve ampisilin/sulbaktam diren¢ oranlari
strastyla; % 48.3, % 65.9, % 94.8 olarak bulunmustur. Ampisilin/sulbaktam direncinin
yiiksek olmasi dikkati ¢ekmektedir. Calismamizda kolistin direnci % 16.2 tigesiklin
direnci % 41.9, siprofloksasin direng oran1 % 69.4 dir. Kolistin direncinin diisiik olmasi
hastanemizdeki enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin imipenem, meropenem, seftazidim, siprofloksasin ve gentamisin
sonuglart MYSTIC verilerle kiyaslandiginda yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Bunun
sebebi olarak ¢alisma konusunun karbapenem gibi genis spektrumlu antibiyotiklere
direncli suslarin se¢ilmesi ve bunlarin bir ¢ok beta-laktam grubu ve diger antibiyotiklere
direncli olmasi ve izole edilen suslarin dahiliye YB ve genel cerrahi YB, reanimasyon
ve yanik gibi hayati 6nem tagiyan servislerden gelen orneklerden izole edilen suslar
olmasindan kaynaklandig1 seklinde aciklanabilir. Ayrica direng paternlerindeki
farklilik, antibiyotik kullanim politikalarina ve ¢evresel faktorlere bagli olarak
degisiklikler gosterebilmektedir.

Karbapenemlere karsi direng siklikla gelismekle birlikte; MBL’lerle iliskili
direng, karbapenemlerin yami sira birgok beta-laktam antibiyotige karsi direng

gelisimine de sebep olmalar1 ve bakteriler arasinda hizla yayilabilmeleri nedeniyle

giderek 6nem kazanmaktadir. Karbapenem direncinden sorumlu mekanizmalar arasinda
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MBL enzimleri birinci sirada olmamakla birlikte aktarilabilir  genlerle
kodlandiklarindan hizli bir yayilim gostermektedir'™®. MBL’ler genel olarak
P.aeruginosa suslarinda saptanmakla birlikte, Acinetobacter spp., S. maltophilia, B.
fragilis, Serratia spp., K. pneumoniae, E. cloacae, C. freundii gibi GN bakterilerden de
izole edilmektedir'’

Plazmidik MBL’ler son birkag¢ yilda diinya genelinde hizlanan yayilmalar ile
giindemde yer tutmaktadir®. Ozellikle, NFGN’lerde IMP veya VIM tipi MBL’lerin
yayillmasi iki nedenle epidemiyolojik risk olusturur. Birincisi, MBL’ler sadece
karbapenemlere degil tiim beta-laktamlara diren¢ olusturabilir ve beraberinde
tasiabilen diger direng genleriyle aminoglikozidlere ve florokinolonlara kars1 da CID
gosterebilirler. Ikincisi, IMP veya VIM tipi enzimleri kodlayan genler siklikla mobil
genetik elemanlarin (integronlar) {izerinde tasindiklarindan farkli suslar arasinda
horizontal olarak yayilabilirler'®.

MHT, IMP/EDTA KDD testi, IMP-EDTA CDS, MBL E-Test MBL’nin
belirlenmesinde kullanilan basit tarama testleridir. MBL enzim tayini i¢in PZR gibi
yontemler de kullanilmaktadir. Duyarlilik ve 6zgiilliikk oran1 yiiksek olsa da, bugiin i¢in
sayilar1 artmis olan MBL subtiplerini PZR ile saptamak etkili olmamaktadir®'* 1",

Modifiye Hodge testini gelistiren Lee ve ark. nin PZR ile blaVIM-2 geni pozitif
bulunmus olan P. aeruginosa izolatinda MHT ni % 100 duyarli ve % 88 6zgiilliikte
bulmus'*', 2003 yilindaki ¢alismalarinda ise blaIMP-1 veya blaVIM-2 geni pozitif 39
P. aeruginosa izolatinda MHT nin performansimni degerlendirmis ve 26 pozitif, 10
siipheli ve 3 negatif sonug elde etmisler ve testin duyarlihginda diisme gormiislerdir'®%.
Aymi arastiricilarin yaptiklart baska bir ¢alismada, MHT ile imipeneme direngli 530
kokende Acinetobacter spp. i¢cin % 1.6, Pseudomonas spp. i¢in % 6.4 pozitiflik

saptamuslardir'®

. MHT igin ayni aragtirmacilarin farkli bulgular1 ve yontemi tekrar
modifiye etme ¢alismalart nedeniyle P. aeruginosa suslarinda testin glivenilirligi
tartismalidir. MHT ile ilgili olarak diinyada yapilan diger ¢alismalardan Jesudason ve
ark. imipenem direngli GN bakterilerin %56’sinda  MHT ile MBL {iretimi
saptamiglardir. Ayrica bu testin basit bir test olmakla birlikte besiyerine ¢inko ilavesiyle

daha etkili olabilecegini belirtmislerdir'®*.
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Oh ve ark. MHT’ nin MBL f{ireten izolatlarin hepsini tanimlayamadigini, yanlis
negatif sonuglar alinabildigini ve MHT duyarliligini1 yiikseltmek amaciyla besiyerine
¢inkosiilfat ilave edilerek zeginlestirilebilecegini vurgulamustir'®.

Yurd disinda MHT ile ilgili ¢calismalar P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.’de
%14-100 arasmmda MBL pozitif sonuclar elde edilmistir’''®'**16+167168 " Nepal’de
yapilan bir c¢alisma’da imipenem ve meropenem direngli 216 E.coli susunun
41°1(%18.98) ve 185 K.peumoniae susunun 392u 8%21.08) MHT ile MBL pozitif
bulunmustur' "

Ulkemizde MHT’nin uygulandi1 A.baumannii ile ilgili olarak; %43.6-80

arasinda MBL pozitif olarak bulunmugtur'®!¢16%173176.170.197 =\t pope

iliskin
iilkemizde yapilan diger calismalarda Pseudomonas spp. i¢in MBL pozitiflik orani
%1.4-74 arasinda degisen oranlarda MBL pozitif sonug
bulunmugtyr' *¢110%17LI72ITAT6195.97 (J1kemizde MHT ile hi¢ MBL enzim pozitifligi
bulunmayan ¢aligmalarda vardyr! 06172174.179.191

Calismamizda MHT ile karbapenem direngli 261 susun, 199’u (%76.2) pozitif,
62’s1 (%23.8) negatif sonu¢ vermistir. MHT, karbapenemaz aktivitesini GN bakterilerde
test etmek icin CLSI tarafindan Onerilen fenotipik yontemdir. Karbapenemaz
enzimlerinin varligmi gosteren MHT nin pozitif bulunmasi, kokenlerin diger
karbapenemaz enzimlerini (MBL, KPC, OXA) ve diger direng genlerini de tasidigini
diistindiirmektedir. Ayrica bu testin zayif karbapenemaz iireten bakterilerde
yorumlanmasi gili¢ olabilir. MHT kolay uygulanilabilen bir testtir ve yontemin
karbapenemaz iiretimini test etmede duyarliligi ylksektir ancak tek basina
kullamldiginda karbapenemazlarin ayirimim yapamadigindan ézgiilligi disiktir'’ 7"+

Calismamizda kullandigimiz ikinci fenotipik yontem KDD testtir. Bununla ilgili
olarak Yong ve ark. PZR ile blaIMP-1 veya blaVIM-2 geni pozitif bulunan P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp. izolatinda IMP/EDTA KDD testini ¢aligmis, testin
duyarlilig1 ve ozgiilliigi, sirasiyla, % 95.7 ve % 91 olarak bildirmisler, ayn1 arastirici
Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.’de MBL enzimi iirettigini gostererek, bu testin
rutin laboratuvarlarda MBL taranmasinda kullanilabilecek bir yontem oldugunu

143

belirtmislerdir . Yan ve ark. KDD testi ile imipenem direncli P. aeruginosa’da %86.7

oraninda MBL pozitifligi saptamis ve testin duyarliligimi %70 olarak belirtmislerdir'*.
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Samuelsen ve ark. karbapenemlere direngli 60 P. aeruginosa izolatinda ve MBL
pozitif kontrol suslarinda KDD testini ¢alismiglardir. 60 P. aeruginosa susunun ikisi
genotipik olarak MBL pozitif bulunmus, bu iki sus ve pozitif kontrol amagh ¢alisilan
yedi sus KDD testi ile pozitif sonu¢ vermistir. Bu ¢alisma igin testin duyarliligi % 86,
ozgiilligii % 91 olarak saptanmistir'™.

Pakistan’da CID ve imipenem direngli 90 A. haumannii susunun 83’ii (%96.6);
CID ve imipenem direngli 25 P. aeruginosa susunun hepsi (%100) KDD testiyle MBL
pozitif bulunmus ve bu sonucun fazla karbapenem kullaniminin bir sonucu oldugunu
belirtmislerdir'®'. Hindistan’da yapilan calismalarda MBL oranlar1 P.aeruginosa’da
KDD testi ile  %11.1 ve %69.8; Acinetobacter spp. %41.3 olarak bulunmustur'*>'®.
Aragtiricilar  MBL  {iretiminin  hizla yayilmasiin endise verici oldugunu ve
karbapenemlerin dogru uygulanmasinin gerektirdigini belirtmislerdir'®*.

Tiirkiye’de KDD ile ¢alismalarda MBL siklig1; Pseudomonas spp. igin %8-100
gibi degisen oranlarda goriilmiigtiir'!58161:166.169.174.184.185,186. 187, 191.193.195.197 {yj iz o
KDD ile yapilan calismalarda Acinetobacter spp. igin %29.1-100 arasinda degisen
oranlarda MBL griilmiigtiir'166-16%:175.177.184.187.188.197.19

Cakar ve ark. Pseudomonas spp.’”de MBL’nin tayininde bes fenotipik yontem
uygulanmis ve sonuglar PCR ile karsilagtirilmistir. Fenotipik testlerin MBL tayininde
yeterli olmadig1 goriilmekle birlikte, PCR sonucu ile en uyumlu testin KDD testi
oldugunu bildirmislerdir'®’,

Cesur ve ark. Tiirkiye’ de 7 farkli cografi bolgeyi temsil eden 8 ilden (Ankara,
Konya, Antalya, Istanbul, izmir, Diyarbakir, Van ve Trabzon) toplam 186 karbapeneme
direncli P. aeruginosa kokeninde MBL nin varligi KDD testi ile arastirmiglar. Suslarin
ortalama %31,2’sinde MBL enzimi pozitifligi saptanmistir. MBL pozitiflik agisindan en
yiiksek iller Antalya (%52), Istanbul (%50), en diisiik Diyarbakir (%6) olarak
bulunmustur'””.

IMP-0.5M EDTA ile yapmis oldugumuz c¢alismamizda KDD yontemi ile 261
susun 71’inde (%27.2) MBL pozitif olarak bulunmus ve bu test ile pozitif sonu¢ veren
izolatlar sirasiyla A. baumannii (n:39), P. aeruginosa (n:16), K. Pneumoniae (n:4),
S.maltophila (n:4), E.cloacae ve P.mirabilis 3, E.coli ve E. meningoseptica’dan birer

ornek MBL pozitiftir. Calismamizdaki 4. baumannii ve P. aeruginosa izolatlar i¢in

MBL orani, Tiirkiye’deki verilerle kiyaslandiginda diisiik oldugu goriilmektedir.
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Calismamizda yapilan diger test ise CDS testidir. Bu test ile ilgili cesitli
caligmalar yapilmistir. Lee ve ark. VIM geni enzim iirettigi onceden saptanmis olan
P.aeruginosa’da IMP-EDTA kullanilarak yapilan CDS testinin %100 ozgiilliik ve
duyarliliga sahip oldugu rapor etmislerdir'*’, Ayni arastici, 530 sus ile yaptiklar1 bagka
bir calismada Pseudomonas spp’de %9.8, Acinetobacter spp.’de %?2,5 oraninda bu
yontem ile MBL varligim saptamustir'®.

Jesudason ve ark., imipeneme direngli 50 GN bakteri ile yaptiklar1 ¢alismada
CDS testi ile 36 susta MBL {iretimi saptamis ve bu testin MHT ’inden daha iistiin
oldugunu vurgulamislardir'®*.

Ulkemizde CDS testi ile MBL tarama ¢alismalarinda Pseudomonas spp. i¢in su
sonuclar ¢ikmistir: Cakar ve ark. 110 P.aeruginosa izolatinin 22’si (%20)189, Ding ve
ark. 35 P.aeruginosa izolatinin 6’smi1 (%]11.4) pozitif olarak bulmuslardir ve Ding¢ ve
ark. testin duyarliligin1 %100, 6zgiilliigii ise %96 oldugunu bildirmislerdir'®.

Tiirkiye’de yapilan CDS ile yapilan diger calismalarda Pseudomonas spp. i¢in
MBL %5 ile %100 arasinda degismektedir'>®!66-16%-173 174176189 I0L1960.197 " Giely ve ark-
ise imipenem direngli 58 P. aeruginosa izolatinda CDS yontemiyle hicbir izolatta MBL
enzimine rastlamamislardir'”®. Ulkemizde Acinetobacter spp. ile ilgili yapilan CDS testi
calismalarinda % 45.7-87 arasinda MBL pozitifligi bulunmugtur! 6% 16-175-176.197.

Calismamizda CDS testinde 261 susun 37°sinde (%14.2) MBL enzimi
bulunmustur ve bu test ile pozitif sonug¢ veren izolatlar P.aeruginosa (n:11), E.cloacae
(n:6), K. pneumoniae (n:5), E. coli (n:4) , A.baumannii (n:3), P.mirabilis ve
S.maltophila (n: 2) ve B.cepacia, E.meningoseptica, S.marcescens ve Proteus spp.’den
birer 6rnek MBL pozitiftir.

Migliavacca ve ark. MBL enzim iiretiminin saptanmasi i¢in kulanilabilecek besi
yerleri ve inhibitor maddeleri karsilastirilmig; Mueller Hinton Agar en uygun besiyeri,
EDTA ise en bagarili inhibitér madde olarak bildirilmistir'*>.

Calismamizda, MBL enziminin {iretimini gostermek i¢in yapmis oldugumuz
fenotipik testlerde toksik ve ugucu olmamasi ve kolay uygulanmasi nedeniyle selator
olarak EDTA ve besi yeri olarak CLSI’nin 6nerdigi lizere Mueller Hinton kullanilmistir.

KDD testi ile yapilan testte CDS testine gore daha fazla izolat MBL pozitif

sonu¢ vermistir. MBL enzimlerinin arastirilmasi: ve degerlendirilmesi CDST’ ne gore
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daha objektif olan KDD yonteminin siklikla kullanilan fenotipik bir yontem olabilecegi
distinilmiistiir.

CDS testinin degerlendirilmesindeki kriter, imipenem inhibisyon zonunun
EDTA’ya dogru genislediginin gozlenmesidir. Bu durum subjektiftir. Sinerji
olusumunun; Cevresel faktorlere, testin uygulandigi laboratuvara, testi yorumlayan
kisiye ve c¢alismanin uygulandigi bolgedeki kokenlerin direng oOzelliklerine gore
degisebilecegi diistinlilmiistiir. CDS testinde yanlis pozitif sonu¢ elde edilmesinin en
onemli nedeni, metal selatér olarak kullanilan EDTA ya da 2-MPA’in tek basina da
0zgil olmayan genis inhibisyon zonu olusturabilmesidir.

Fenotipik testlerle elde edilen sonuglarin daha once yapilan ¢alismalarla farkl
oldugu goriilmiis bunun sebebinin ¢alisilan 6rnek sayisina, kullanilan EDTA miktarina,
aragtirmactya ve c¢alismanin uygulandigi bolgedeki kokenlerin direng 6zelliklerine gore
farklilik gostermekte oldugu goriilmektedir. Calismamizda birka¢ hastanin Suriye ve
Irak kokenli oldugu goriilmiis ve bu hastalardan belirli zaman araliginda ayni ya da
farkli bolgeden tekrar klinik 6rnek alindigi belirlenmistir. Ve bu hastalardan farkli sus
tiremis ve MBL {iiretimi goriilmiistiir. MBL pozitifligi gézlemlenen bu hastalarda ayrica
CiD’de gériilmiistir. Bu sonucun nedeninin uzun siire hastanede yatma, fazla
antibiyotik kullanimi, hastalarin farkli boélgeden olmasi ile ilgili olabilecegi
disiiniilmiistiir. Calismamizda fenotipik yontemlerdeki MBL iiretiminin orani,
istatistiksel olarak karsilagtirildiginda testler arasinda uyumun olmadigi goriilmistiir
(p<0.001).

Calismamizda, MBL pozitifliginin en fazla YB iinitelerinden gonderilmis olan
trakeal aspirat, kan, idrar ve siiriintii 6rneklerinden izole edilen suslarda olmasi, bu
birimlerin direngli bakterilerle enfeksiyonlar agisindan en riskli birimler olmalari
gergegi ile ortlismekle birlikte, 6zellikle hastanelerin bu birimlerinden izole edilen
enfeksiyon etkenlerinde bu gibi aktarilabilir direng o6zelliklerinin takibinin 6nemi
dikkatimizi ¢ekmistir.

Heniiz CLSI’da MBL iiretimini saptamak ic¢in Onerilen standart bir yontem
bulunmamaktadir. MBL tespiti i¢in fenotipik testler ile tarama yontemleri ile kesin
sonu¢ elde etmek heniiz miimkiin degildir. Kullanilan yontemlerin hicbirisinin tek
basina yeterli olmadig: bildirilmektedir. Her yontemin kullanim kolaylilig1, duyarlilig

180,183

ve Ozgilligli agisindan avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir . Bu nedenle
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fenotipik yontemlerle saptanan MBL pozitif kokenlerin molekiiler yontemlerle
uygulanmali ve suglardaki gen-enzim varlig1 dogrulanmalidir.

Calismamizda diren¢ genlerinin gosterilememis olmasi nedeniyle fenotipik
testlerden hangisinin daha anlamli olduguna dair bir sonuca ulagilamamistir. Bu sebeple
fenotipik yontemlerle saptanan MBL pozitif kokenlerin molekiiler yontemlerle
dogrulandigi ileri ¢alismalara gereksinim vardir ve daha sonraki zamanlarda suslarimiz
MBL agisindan Tibbi Mikrobiyoloji ABD’de molekiiler yontemlerle dogrulanacak ve
MBL gen varlig1 net bir sekilde ortaya konulabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Karbapenemlere direng gosteren GN bakterilerde MBL enzim iiretmini fenotipik

yontemlerle arastirdigimiz ¢alismamizin sonucunda;

1. Calisma kapsamina karbapeneme direng gosteren 261 Gram negatif bakteri
alimmustir. Karbapeneme en fazla direng gosteren suslar; 4.baumanii (%39.8), P.
aeruginosa (%22.2) ve K. pneumoniae (%14.2) dur.

2. Suslarin %90.4’i imipenem, %74.3’li meropenem ve % 46.6’s1 ertapeneme
direncli bulunmustur. En diistik direng kolistin’de (%16) oldugu goriilmiistiir. Bu
durum MBL pozitif olgularin tedavisinde onemli bir alternatif olabilecegini
gostermistir.

3. Karbapenemlere direngli suslarin ve MBL pozitif izolatlarin ¢ogunlugu
Reanimasyon, Dahiliye YB, Yanik tiinitesi gibi yogun bakim {iinitelerinde tedavi
goren hastalardan izole edilmistir. Yogun bakim {initeleri hastanenin diger
servislerine gore P. aeruginosa ve Acinetobacter enfeksiyonlari agisindan daha
riskli durumdadir. Bu nedenle yogun bakim {initelerinde enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin eksiksiz uygulanmasi, antibiyotik direng profilinin siirekli
izlenmesi ve dogru antibiyotik kullanim politikalarinin  olusturulmasi
gerekmektedir

4. MBL pozitifligin en fazla yogun bakim {initelerinden gonderilmis olan trakeal
aspirat, kan kiiltiirii, idrar ve siiriintii gibi 6rneklerden izole edilmistir

5. MHT ile karbapenem direngli 261 susun, 199’u (%76.2) pozitif, 62’si (%23.8)
negatif olarak elde edilmistir. MHT ile en ¢cok MBL {ireten suslar 4.baumannii
(n:88), P.aeruginosa (n:40) ve K.pneumoniae (n:32)’de saptandu.

6. KDD ile 261 susun 71’1 (%27.2) MBL pozitif, 190’1 (%72.8) negatif olarak
saptanmistir. KDD testi ile fazla MBL {ireten suslar; A.baumannii (n:39) ve
P.aeruginosa (n:16)’dir.

7. CDS testinde 261 susun 37’si (%14.2) MBL enzimi pozitif, 224 ‘i (%85.8)
negatiftir ve bu test ile en ¢ok sik pozitif olan izolatlar P. aeruginosa (n:11) ve

E.cloacae (n:6)’dir.
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8.

10.

Karbapenemlere direngli izolatlarda MBL iretimini belirlemek i¢in
kullandigimiz yontemlerden MHT’nin, diger iki yonteme gore fazla pozitif
sonu¢ alinmasi1 ve fazla oranda yalanct pozitif ihtimalini diistindiirmesi
nedeniyle, rutin laboratuarimizda MBL tarama testi olarak kullanilmasi uygun
goriilmemektedir ve bagka bir yontem daha uygulanarak dogrulanmasi gerektigi
diistinilmiistir.

Uygulanan testler arasindaki uyum su sekildedir: MHT ile KDD % 39.4, MHT
ile CDS testi % 27.9, KDD ile CDS % 68’dir.

Caligmamizda diren¢ genlerinin gdsterilememis olmasi nedeniyle fenotipik
testlerden hangisinin daha uygun bir test olduguna dair bir sonuca ulagilamamais
fakat daha sonraki zamanlarda suslarimiz MBL agisindan Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ABD’de molekiiler yontemlerle dogrulanacak

ve MBL gen varliginin net bir sekilde ortaya konulmasina c¢aligilacaktir.
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