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OZET

Celik N. (2007). Cogul Direngli Nozokomiyal Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Beta
Laktamazlarin Fenotipik ve Genotipik Olarak Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Doktora

Tezi. Istanbul.
Anahtar Kelimeler : Pseudomonas aeruginosa, cogul direng, beta laktamaz.

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

T-639/17032005 no’lu proje olarak desteklemistir.

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan
24’1 cocuk, 26°s1 eriskin 50 hastadan izole edilmis olan ¢ogul diren¢li Pseudomonas

aeruginosa suslarinda beta laktamaz enzimleri aragtirilmigtir.

Suslarin  duyarhiliklart disk difiizyon ve agarda diliisyon ydntemleriyle
arastirilmistir. Cift disk sinerji yontemiyle dokuz (%18) susta genislemis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) varlig1 saptanirken, 16 (9%32) susta indiiklenebilir beta laktamaz
varlig1 pozitif bulunmustur. Beta laktamazlarin pl degerleri izoelektrik nokta tayini
yontemiyle 4.5 ve 8.2 arasinda bulunmustur. Kloksasilinli besiyeri ile dort (%8) susta
GES tiirevi GSBL enzimleri saptanmistir. Bioassay yontemi ile yalniz 10 (%20) susta
karbapenem hidrolize eden enzim varlig1 saptanirken, E-test ile 14 (%28) susta metalo
beta laktamaz (MBL) bulunmustur. 0,5 M EDTA ile yapilan ¢ift disk sinerji testinde 12
(%24) ve kombine disk testinde 26 (%52); 0,1 M EDTA ile yapilan ¢ift disk sinerji
testinde iki (%4) ve kombine disk testinde bir (%2) sus MBL pozitif olarak
bulunmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 22 (%44) susta PER-1 enzimi, 43
(%86) susta GES/IBC tiirevi, 23 (%46) susta OXA-10 tiirevi ve 14 (%28) susta OXA-2
tiirevi enzimler pozitif olarak saptanirken; TEM, SHV, VEB, IMP, VIM, SPM tiirevi

enzimler negatif bulunmustur.

Sonug olarak GSBL oran1 %96 olarak bulunmustur. Bunlarin %86’s1 Tiirkiye’de
ilk kez bu c¢aligmada arastirilmis olan GES/IBC genlerini igermektedir. EDTA ile
fenotipik olarak MBL pozitifligi saptanan suglardan hi¢biri PCR ile dogrulanmamustir.
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ABSTRACT

Celik N. (2007) The Phenotypic and Genotypic Study of Beta Lactamases in
Nosocomial Pseudomonas aeruginosa Strains with Multiple Resistance. Istanbul
University. Institute of Health Sciences, Department of Microbiology and Clinical

Microbiology. Doctoral Thesis. Istanbul.
Key Words: Pseudomonas aeruginosa, multiple resistance, beta lactamases.

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T-639/17032005.

Beta lactamase enzymes in 50 multiply resistant Pseudomonas aeruginosa isolates from
24 pediatric and 26 adult patients hospitalized in Istanbul University Cerrahpasa Faculty

of Medicine were investigated.

Susceptibilities of the strains were tested with disk diffusion and agar dilution methods.
Nine (%18) strains were positive for extended spectrum beta lactamases (ESBL) with
double disk synergy test, while 16 (%32) strains showed inducible beta lactamases with
the disk induction method. pl ranges of the beta lactamases were between 4.5 and 8.2 by
isoelectric focussing. Using cloxacillin-containing media, GES-like ESBLs were
determined phenotypically in four (%8) strains. Bioassay method conferred 10 (%20)
strains to produce carbapenem hydrolising enzymes while E-test found 14 (%28) strains
positive only for metallo beta lactamases (MBL). Using 0,5 M EDTA and imipenem,
double disk synergy test showed 12 (%24) and the combined disk test 26 (%52) strains
as MBL producers. Double disk synergy and combined disk tests with 0,1 M EDTA
found 2 (%4) and 1 (%2) MBL-positive isolates. TEM, SHV, VEB, IMP, VIM, and
SPM enzymes were all found negative by polimerase chain reaction (PCR), although
PER-1 enzyme was positive in 22 (%44), GES/IBC derivatives in 43 (%86), OXA-10
derivatives in 23 (%46) and OXA-2 derivatives in 14 (%28) strains.

As a whole, the ESBL rate was 96%. Of these, 86% harboured the GES/IBC genes,
which were investigated for the first time in Turkey in this study. None of the positive

MBL findings in the EDTA-using phenotypical tests were verified by PCR.



1. GIRIS VE AMAC

Ilk kez 1882°de tamimlanan Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak
bulunan, insan ve diger memelilerin gastrointestinal sisteminde hastalik yapmadan
bulunabilen, 6te yandan en 6nemli nozokomiyal patojenler arasinda ilk siralarda yer

alan bir gram negatif comak tiirtidiir (1,2).

Normalde saglikli kisilerin florasinda bulunan ve bu kisilerde nadiren hastalik
olusturan P.aeruginosa kistik fibrozlu hastalarin solunum yollarinda, nétropeni, yanik
ve AIDS gibi olgularda, prematiire bebeklerde ve yatan hastalarda siklikla enfeksiyona

neden olan 6nemli bir firsat¢1 patojendir (2,3).

Nemli ortamlarda kolay iiredigi i¢in hastanelerde solunum destek sistemleri,
temizleme soliisyonlari, dezenfektan maddeler ve hasta atiklari, endemik P.aeruginosa
enfeksiyonu i¢in potansiyel kaynak olabilmektedir. Antibiyotiklere kolay direng
gelistirme ve ¢ok farkli diren¢ mekanizmalarini ayni susta bulundurabilme o6zelligi

P.aeruginosa’nin klinik 6nemini daha da artirmaktadir (1,2,3).

Bu calismada Cerrahpasa Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan 24’ ¢ocuk, 26’s1
eriskin olmak tizere 50 farkli hastanin gesitli 6rneklerinden izole edilmis olan ve en az
lic antibiyotik grubuna direngli oldugu i¢in “g¢ogul direngli” olarak tanimlanan
P.aeruginosa suslarinda beta laktamaz enzimlerinin fenotipik ve genotipik olarak

saptanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Daha onceki tarihlerde yaralarda, ozellikle de ameliyat yaralarinda mavi-yesil
renkli cerahat etkeni olarak goze carpan Pseudomonas aeruginosa 1882’de Gessard

tarafindan tanimlanmstir (1,2).

Dogada yaygin olarak bulunan; suda, toprakta, bitkilerde, boceklerde, baliklarda,
amfibialarda, kuslarda ve ayrica insan ve diger memelilerin gastrointestinal sisteminde
hastalik yapmaksizin bulunabilen P.aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesi i¢indeki

Pseudomonas cinsinin en 6nemli nozokomiyal patojeni ve en iyi tanimlanmis tiiriidiir
(1-5).

Distile suda bile cogalabilecek kadar minimal besin maddesine ihtiyac
gostermesi, sicaklik dahil, farkl: fiziksel sartlara uyum gdstermesi firsat¢1 patojen olarak
onemli rol oynamasina yardimei olur (6). P.aeruginosa suslari dezenfektan ve sivi
sabunlar, temizlik sivilari, hasta odalarindaki ¢icekler gibi bir¢ok ortamdan izole

edilmislerdir (2,5).

2.1. Mikroskopik Ozellikler

Degisiklik gostermekle birlikte P.aeruginosa yaklagik olarak 1,5-3 um
uzunlugunda ve 0,5 um genisliginde, gram negatif comaktir. Rutinde kullanilan boyama
yontemleriyle kolay boyanir. Bir ya da birden fazla polar konumlu kirpigi vardir ve bu

nedenle ¢ok hareketlidir (1,2).

2.2. Kiiltiir Ozellikleri

P.aeruginosa aerop iireme 6zelligi gosterir. Ureyebilmek icin oksijene ihtiyac
duydugundan sivi besiyerlerinde yiizeyde zar olusturacak sekilde iirer ve zarin hemen
altinda mavi-yesil pigmenti ayirt edilebilir. Laboratuvarlarda triptik soy agar, koyun
kanl1 agar, ¢ukulata agar, Mueller Hinton agar (MHA), endo ve Mac Conkey gibi
besiyerlerinde 30-37°C’de kolaylikla tireyebilir; 42°C’de ireyebilme ozelligi diger
Pseudomonas tirlerinden ayrilmasinda énemlidir (1,2,5,6).

P.aeruginosa kanh jelozda beta hemoliz yapar. Kolonileri genellikle 3-5 mm
biiylikliigiinde, kenarlar1 diizensiz ve iizeri diizglin goriinlimdedir. Kistik fibrozlu
hastalardan izole edilen ve aljinat (mukoid ekzopolisakkarit) olusturan suslari ise

mukoid tiptedir (1,2,5).



2.3. Biyokimyasal Ozellikler

P.aeruginosa oksidaz pozitif olmast ve glikozu fermente etmemesi ile
Enterobacteriaceae’den ayrilir. Laktoz ve sakkaroza etkisizdir. Katalaz ve l-arginin
dihidrolaz olusturur; lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturmaz; indol ve
H,S iiretmez. Metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer reaksiyonlari negatiftir; potasyum
siyaniire direnglidir; nitrat1 nitrite ¢evirir. Hem organizmada, hem de kiiltiir ortaminda
hidrosiyanik asit yapma 0Ozelligine sahiptir. P.aeruginosa ve P.fluorescens ayni
bakterilerin diger kokenlerine etki ederek onlar1 eriten bakteriyosinler yaparlar.
Bakteriyosin tiplendirmesi, P.aeruginosa kaynakli hastane enfeksiyonu salginlarinda

epidemiyolojik takip i¢in kullanilan yontemlerden biridir (1,2,5,6).

2.4. Virulans Faktorleri

P.aeruginosa’nin pigment, hemolizinler, ekzotoksin A, ekzoenzim S, proteazlar
(alkali proteaz ve elastaz), ylizey adhezinleri ve aljinat gibi virulans faktorleri vardir.
Bunlar bakterinin konaga yerlesmesine ve konaga ait hiicreleri hasara ugratmasina
yardimci olurlar (7).
Pigment olusumu: P.aeruginosa kokenlerinin biliyiik ¢ogunlugu bir yada daha fazla
sayida pigment olusturur. Bunlardan en sik rastlananlar1 yesil renkli floresein ve baska
hicbir bakteri tiirlinde bulunmayan, turkuaz mavisi renkli piyosiyanin pigmentidir. Bu
ozellik P.aeruginosa’nin tanist i¢cin 6nemlidir. Her iki pigment hayvan deneylerinde
toksik bulunmamigsa da, diger tiirlerden bazilarinin {iremesini yavaslatarak kendi
kolonizasyon sanslarini artirdiklar1 saptanmistir. Ayrica piyosiyanin pigmenti bakteri
hiicresinin demir aliminda da rol oynamaktadirlar (2,7,8). Baz1 P.aeruginosa suslarinin
ise sar1 renkli piyoverdin, kirmizi renkli piyorubin veya kahverengi piyomelanin
pigmenti yaptiklar1 saptanmistir. Bu suslar besiyerlerinde sari-yesil, mavi-yesil, kirmizi,
mor ya da kahverengi liremeleriyle 6zellik kazanirlar. Bakteriler tarafindan hiicre disina
salman bu pigmentler, oksijensiz kosullarda goriilmezler fakat oda 1sisinda daha
belirginlesirler (1,2,6).
Hemolizinler (ramnolipid ve fosfolipaz C): P.aeruginosa’nin hemolitik aktivite
gosteren bilesiklerinden biri glikolipid yapisinda olan ramnolipiddir. Isiya dayanikli
olan ramnolipid, ramnoz ve beta-hidroksidekanoid asitten ibarettir. Bu molekiil deterjan
benzeri bir etki gostermektedir. Fosfolipaz C ile birlikte fosfolipidler iizerinde

olusturdugu c¢oziicii etki ile akciger yiizey gerilimini inaktive etmektedir. Ayrica silli



trakea hiicreleri tizerindeki etkisiyle siliyostaza neden olmaktadir. Ramnolipidin bir
diger etkisi monositlerden oksijen radikalinin jenarasyonunu arttirarak P.aeruginosa ile
enfekte kistik fibrozlu hastalarin akcigerlerinde doku hasarina neden olmasidir (2,9).
P.aeruginosa’nin hemolitik aktivite gosteren bir diger bilesigi fosfolipaz C’dir.
Istya duyarli olan fosfolipaz C, lesitinden fosforilkolini ayiran bir lesitinazdir.
Fosfolipaz C’nin kistik fibrozlu hastalarda solunum yollarinin kolonizasyonunda énemli
bir rol oynadig1 saptanmistir. Kan kiiltiiriinden izole edilen suslarin, diger kiiltlirlerden
izole edilen suslardan daha fazla fosfolipaz C iirettikleri saptanmistir (2,9,10).
Ekzotoksin A: Ekzotoksin A’nin monositlerden toksik oksijen radikallerinin salinimini
artirmasi bu bakteri ile enfekte hastalarda olusan kronik akciger enfeksiyonlarinda doku
hasarina neden olmaktadir. Ekzotoksin A kornea, yamk, yara ve akciger
enfeksiyonlarinda 6nemli bir virulans faktoriidiir. Ekzotoksin A difteri toksini ile ayni
intraselliiler etki mekanizmasina sahip olmasina ragmen, neden oldugu enfeksiyon tipi
farklilik gostermektedir. Bunun nedeni ekzotoksin A’nin, difteri toksininde goriildiigi
gibi kana karisarak viiciidun diger béliimlerine yayilmayip, yerel etki gostermesidir. Bir
diger neden ise bakterinin olusturdugu ekzotoksin A miktarinin susa bagli olarak
degismesidir. Kronik akciger enfeksiyonlarinda bakterinin nonmukoid fenotipinin
mukoid sekle donlismesi sonucu kandaki ekzotoksin A’nin miktar1 geriye dontistimli
olarak belirgin bir sekilde azalmaktadir (2,11-14).
Ekzoenzim S: Ekzoenzim S okaryotik hiicrelerde bulunan bir veya birden fazla proteini
modifiye etmektedir. Sadece ekzotoksin A veya ekzoenzim S olusturan suslara gore, her
ikisini de olusturan suslarla enfekte olan hastalarda mortalite oram1 daha yiiksektir.
Ekzoenzim S olusturan suslarla daha yiiksek mortalitenin goriilmesi, bu enzimin
P.aeruginosa’nin etken oldugu kronik akciger enfeksiyonlarinda gozlenen progresif
pulmoner patolojide dnemli rol oynadigin1 gostermektedir (2,15,16).
Proteazlar (alkali proteaz ve elastaz): Alkali proteaz ve elastaz P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynayan en 6nemli virulans faktorleri arasindadir.
Jelatini, kazeini, laminini ve immiinoglobulinleri parcalarlar. Elastaz, alkali proteazdan
farkl1 olarak albiimin, fibrin ve elastini de par¢alamaktadir. Proteazlar P.aeruginosa ile
kronik  olarak enfekte kistik  fibrozlu hastalarin  tiikiiriigiinde  saptanan
konsantrasyonlarda, insan periferik kan nétrofillerinin kemotaksisini inhibe ederler. Bu

da P.aeruginosa’nin konagin ilk savunma hattindan kagisinda onemlidir. Bu kagis



mekanizmasi bakterinin liremesine, cogalmasina ve sonugta kolonizasyon olusturmasina
neden olmaktadir (12, 17-19).

Yiizey adhezinleri: P.aeruginosa’nin ylizeyinde iki adhezin bulunmaktadir. Bunlardan
biri polar yapidaki pili veya fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarittir.
Piliye baglh tutunma, immiin sistemi baskilanmig hastalarin iist solunum yollarmin ve
hasar gormiis alt solunum yolu epitellerinin kolonizasyonunda 6énem kazanmaktadir.
Enfeksiyon siireci ilk olarak bakterinin pilileri aracilifiyla yanak epiteli ylizeyindeki
belirli reseptdrleri tanimasi ve yapismasiyla baglamaktadir. P.aeruginosa kistik fibrozlu
hastalarin yanak epiteline normal kisilerinkinden daha iyi tutunabilmektedir. Hastalarin
tiikkiirtigiinde bulunan proteazlar hiicre yiizeyinden fibronektini ayirmakta ve bu sekilde
pilinin tanidig1 yanak epitel hiicreleri ve trakeal epitel hiicre ylizeyindeki reseptorler
aciga cikmaktadir. P.aeruginosa’nin mukoid suslar1 hasar gérmemis normal trakeal
epitel hiicrelerine nonmukoid suslardan daha fazla miktarda tutunabilmektedir. Piliye
bagl tutunma iist solunum yollarinin kolonizasyonunda 6nem kazanirken, aljinata bagh
tutunma, mukosiliyer atilimin hasar gordiigi durumlarda, alt solunum yollarinin
kolonizasyonunda ilk basamagi olusturmaktadir. Ancak burada epitel hiicrelerinde
belirgin bir hasar gerekmemektedir (2,20,21).

Aljinat (Mukoid Ekzopolisakkarit): P.aeruginosa’nin aljinatt anyonik bir
polisakkarittir ve antifagositik etki olusturan bir yapiya sahiptir. Bu etki notrofillerin
kemotaksisini inhibe etmesi, kompleman:1 alternatif yoldan aktive etmesi ve bakteriye

kars1 zay1f opsoninlerin olugsmasindan kaynaklanmaktadir. (22).

2.5. P.aeruginosa Enfeksiyonlari

2.5.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Kistik fibroz olgularinda goriilen morbidite ve mortalitenin en basta gelen
nedeni kronik bronkopulmoner kolonizasyon ve enfeksiyondur. Kistik fibroz
olgularinda gelisen bu enfeksiyonlarin patogenezinde yatan temel neden, kistik fibroz
transmembran regililatér geninde saptanan defektlere bagli olarak gelisen ve epitel
diizeyinde anormal klor iyonu transferi seklinde eksprese olan bir metabolik
bozukluktur ( 23 ).

Solunum yollarinin ilk kolonizasyonu nonmukoid Pseudomonas suslariyla
olmakla birlikte, baz1 ¢evresel kosullarin baskisi altinda bu suglar mukoid fenotipe

dontiserek akciger enfeksiyonlarinda dominant hale gegmektedirler. Nonmukoid susun



mukoid sekle doniisebilmesi icin bakteride mukoid ekzopolisakkarid yani aljinat
sentezinin uyarilmasi gerekmektedir. P.aeruginosa’nin aljinati anyonik bir polisakkarid
olup asidik sekerler olan beta-D-mannuronik ve alfa-L-gluronik asidin gelisigiizel
dizilmesiyle olusan bir polimerdir. Mukoid P.aeruginosa suslart nonmukoid suslarda
bulunan poli-G bloklarindan yoksundurlar ve bu durum da bakterinin mikrokoloniler
halinde iiremesine imkan vererek etrafin1 saran genis hacimli elastik bir matriksin
olugmasini saglamaktadir (2,24,25).

P.aeruginosa’nin mukoid susglari kistik fibrozlu hastalarda bir yasin altinda %21
oraninda, 26 yasin iizerinde ise %80’e kadar yasla birlikte artan oranda alt solunum yolu
enfeksiyonuna neden olur. Progresif akciger enfeksiyonu olusmasinda P.aeruginosa
kritik bir role sahiptir (1,2,5).

P.aeruginosa’nin aljinat iiretimiyle olusturdugu biyofilm, kronik akciger
enfeksiyonlu kistik fibroz hastalarinda en sik goriilen sekildir. Biyofilm bakterinin kati
ylizeye yapisip burada ¢ogalarak iginde gomiili oldugu hiicre disi bir polimer
tiretmesiyle olugmaktadir. “Scanning confocal laser microscopy” verilerine gore
nonmukoid suslarin olusturdugu biyofilm paketleri 6 um’den kiiclikken, mukoid
suslarin olusturdugu biyofilm paketleri 40 um civarindadir. Bu da aljinat varliginin
biyofilm olusumunu attiran bir 6zellik oldugunu gostermektedir. Biyofilm olusumuyla
bakteri hem hastanin immiin sistemine, hem de bir¢ok antibiyotige karsi korunur.
Biyofilm olusturan bakteriler olusturmayanlara gore antibiyotiklere daha direnglidirler.
Eger bakteri biyofilm olusturmussa antimikrobiyal ilaglarin minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri 100 ila 1000 kat artabilir. P.aeruginosa’nin mukoid,
aljinat iireten fenotipiyle olusan kronik endobronsiyal enfeksiyonlarin antibiyotiklerle
tam eradikasyonu neredeyse imkansizdir (26-29).

Mukoid suslarin yardimi ile P.aeruginosa’nin varliginin uzun siireli olmasi
dokularin iki yoldan hasar gormesine neden olmaktadir. Bunlardan birincisi ortama
saldig1 virulans faktdrlerinden kaynaklanmaktadir. Ikincisi ise kronik enfeksiyonlara
karsit olugan immiin yanitin doku hasarina neden olmasidir. Mukoid P.aeruginosa
suslart ile enfekte kistik fibrozlu hastalarin bronsiyal sivilarinda bulunan immiin
komplekslerin, bu hastalarin akcigerlerinde enflamatuar reaksiyonlarin artmasindan ve
akciger fonksiyonlarinin bozulmasindan sorumlu olduklari gosterilmistir. Immiin

komplekslere bagli doku hasarmin yanisira solunum yollarindaki antiproteaz



inhibitdrlerinin varhigina ragmen fagositik hiicre ve bakteri orijinli proteolitik enzimler

de doku hasarina neden olabilmektedirler (2,26,28).

2.5.2. Diger P.aeruginosa Enfeksiyonlar
P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezi bakterinin hem invazif hem de
toksinojenik olmasi nedeniyle karmasiktir. Enfeksiyonlar ii¢ asamada gercgeklesirler. Bu

asamalar;
1. Bakterinin tutunmasi ve kolonizasyonu,
2. Lokal invazyon,
3. Sistemik yerlesme ve sistemik hastalik seklindedir.

P.aeruginosa’nin mukozaya kolonizasyonu pili veya fimbria araciligi ile
bakterinin epitel hiicrelerine baglanmasi sonucu olusmaktadir. Solunum yollarinda
cesitli faktorlerle doku hasarinin olugsmasi bu baglanmay1 kolaylastiracak yonde etki

yapmaktadir (2,3).

Bu patogenez asamalarin1 P.aeruginosa’nin virulans faktorleri diizenler. Her
asama, bir sonraki agamanin olusabilmesi icin gereklidir fakat hastalik herhangi bir

asamada ortaya ¢ikabilmektedir (2,3).

Normalde saglikli kisilerin florasinda bulunan ve bu kisilerde hastalik
olusturmayan veya nadiren hastalik olusturan P.aeruginosa; 6zellikle mukoid tipleri
kistik fibrozlu hastalarin yani sira, ndtropeni, yanik ve AIDS gibi bagisiklik odiinlii
olgularda, prematiire bebeklerde ve hastanede yatan hastalarda siklikla enfeksiyona
neden olan 6nemli bir firsat¢1 patojendir. Ayrica bu hasta gruplarinda yiiksek morbidite
ve mortalite ile seyreden enfeksiyonlar olusturmasi ve cesitli antibiyotiklere direncli
olmasi nedeniyle hastane enfeksiyonu etkeni olarak 6nem kazanmistir (2,3). Hastane

enfeksiyonlarinin %10-25’inden P.aeruginosa sorumlu tutulmaktadir (30).

Septisemi: Yenidoganda, bagisiklik odiinlii kisilerde, AIDS ve kanser hastalar1 gibi
immunosupresif ila¢ alan bireylerde, yara veya yanik enfeksiyonu gibi c¢esitli lokal
enfeksiyonlardan kaynaklanarak ortaya ¢ikmaktadir. P.aeruginosa sepsislerinde 6lim
orani ¢ok yiiksektir. Hastalik sirasinda vezikiil, biil ve sonunda ektima gangrenozum adi

verilen, hemorajik ve nekrotik yaralar seklinde gelisme gosteren dokiintiiler goriiliir.



Bunlarin olusumu kapiller damarlardaki P.aeruginosa’larin deriye lokalizasyonu ile
olur (1,2).

Endokardit: P.aeruginosa protez kalp kapagi bulunan hastalarda protez kalp kapagina,
ilag bagimlilarinda dogal kalp kapagina yerleserek enfektif endokardite neden
olabilmektedir. Trikiispid kapak tutulumu daha sik olmakla birlikte pulmoner, aortik
veya mitral kapak ve her iki atriyumun mural endokardiyumu tutulabilir (2,5).
Menenjit: Cogu kez lomber ponksiyon ya da lomber anestezi sirasinda bakterinin
kontamine igne veya eriyiklerle BOS’a verilmesi sonucunda olusan agir piiriilan
menenjit geligir. Septisemi sirasinda kan yolu ile bakterinin meninkslere ulagmasi1 da
menenjite neden olabilmektedir (1,2,5).

Yanik ve yara enfeksiyonlari: Cesitli yollarla bulasan bakteriler yara ve yaniklarda
lokal ve ¢ogu kez mavi yesil renkte pii goriilen enfeksiyonlara neden olur. Agir
yaniklarda deride hakim olan gram pozitif flora yerini gram negatif ¢omaklara ve
ozellikle P.aeruginosa’ya birakir. Boylece yanik bolgesinde kolonize olan P.aeruginosa
dokunun bir graminda 10° bakteri konsantrasyonuna ulasir. Alttaki subkutan bolgeye
gecip fibroz septa ve lenfatikler boyunca ilerleyip perivaskiiler dokuda ¢ogalarak kan
dolagimma gecer. Yanikli hastalardaki Pseudomonas sepsisinde tedavideki tiim
gelismelere karsin mortalite %78 gibi ¢ok yiiksek bir orandadir (1,2,5).

Idrar yolu enfeksiyonlari: Bulasma cogu kez yatan hastalarda P.aeruginosa ile
kontamine sonda veya sistoskop gibi aletlerin kullanilmasi sonucu olur. Sistit ve
bakterilerin yukar1 idrar yollarina ulagmalart sonucunda nozokomiyal piyelit ve
piyelonefrit gelisir (2,5).

Goz enfeksiyonlari: Penetran travma sonrasi goze yabanci cisim ile veya kontamine
damlalarin damlatilmasi ile gelisebilen ve bazen goérme kaybi ve endoftalmite neden
olabilecek enfeksiyonlardir. Kontamine kozmetik iiriinleri, kontakt lensler ve lens
sollisyonlar1 saglam gozde bile bu tiir enfeksiyonlarin olugsmasina neden olabilmektedir.
Yenidoganda damlacik enfeksiyonlar1 da bu sonuca ulasabilir. G6z enfeksiyonlari
konjonktivit, keratit, dakriyosistit, blefarit ve panoftalmit seklinde gelisebilirler (1,2,5).
Kulak enfeksiyonlari: P.aeruginosa dis kulak yolu normal florasinda ender olarak
bulunur fakat yaralanma, maserasyon, enflamasyon veya siirekli nem ortaminda
eksternal otit ad1 verilen ve kendiliginden iyilesebilen tabloya neden olabilir. Agirlikli
olarak yagli ve diyabetik kisilerde, kismen de damar hastaligi olan kisilerde malin

eksternal otit adi verilen tablo goriilebilir. P.aeruginosa’nin neden oldugu kulak



enfeksiyonlarindan biri de otitis media’dir. Hem malin eksternal otit hem de primer akut
otitis media, mastoidite neden olabilmektedir (2,5).

Bronsit ve bronkopnomoni: Entlibasyon ve bronkoskopi gibi solunum yoluna ait
invazif girisimlerden sonra P.aeruginosa ile alt solunum yolu enfeksiyonu gelisebilir.
Bronkopnomonilerde lokal abseler gozlemlenir ve balgamda bol miktarda P.aeruginosa
bulunabilir. P.aeruginosa, solunum veya immiin sisteminde bozukluk olan kisilerde
akut fatal bakteriyemik pnémoniye neden olabilir (1,2,5).

Kemik ve eklem enfeksiyonlari: Hematojen veya komsuluk yolu ile enfeksiyon olusur.
Hematojen enfeksiyonlar genellikle intravendz ila¢ bagimlilarinda; iiriner sistem veya
pelvik enfeksiyonu takiben; komsuluk yolu ile enfeksiyon ise penetran travma, cerrahi
girisim ya da yumusak doku enfeksiyonu sonrasinda gelisir (2,5).

Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari: P.aeruginosa orofarinksten rektuma kadar
biitlin  gastrointestinal ~sistemde kolonizasyon yapabilir. Enfeksiyon en sik
yenidoganlarda, hematolojik malinitesi olanlarda ve kemoterapi goren notropenik
hastalarda ortaya cikar. Pseudomonas sepsisi i¢in gastrointestinal sistem onemli bir giris
kapis1 olusturmaktadir (2,5).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari: Yanik, travma, dekiibit iilserleri veya dermatit
ile biitlinliigli bozulmus deride, nem de varsa, primer diffiiz veya lokalize Pseudomonas
deri lezyonlar1 meydana gelebilir. P.aeruginosa bakteriyemisi sirasinda da deri

lezyonlar1 gelisebilmektedir (2,5).

2.6. P.aeruginosa Enfeksiyonlariin Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler

Cok sik goriilen direng sorunlari nedeniyle P.aeruginosa enfeksiyonlarinda
antibiyotik  kullanim1  duyarlilik deneyi sonuglarma goére yonlendirilmelidir.
P.aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin gibi
penisinler; seftazidim, sefoperazon, sefotaksim, seftriakson ve sefepim gibi
sefalosporinler; imipenem ve meropenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi
monobaktamlar; amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler; tetrasiklin
minosiklin ve doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasasin ve
levofloksasin gibi florokinolonlar kullanilmaktadir (1,2,5).

Beta laktamlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkasi tasiyan ve
hiicre duvari sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir antibiyotik

grubudur. Beta laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara gore penisilinler,
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sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta laktamaz inhibitorleri olmak
lizere bes temel alt gruba ayrilirlar. Beta laktam antibiyotikler gerek toplum gerekse
hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibakteriyellerin basinda
gelmektedir. Ancak bu yaygin kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni direng
mekanizmalart gelistirdigi ve beta laktam antibiyotiklere direng oranlarinin giderek

arttig1 gdzlenmektedir (31).

2.7. P.aeruginosa’da Antibiyotik Direnci

Biyofilm direnci: Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar bir 6l¢iide sakli kaldiklar1 i¢in
fagositik hiicreler tarafindan taninamamakta ve bdylece fagositozdan korunmaktadirlar.
Biyofilm ayn1 zamanda antimikrobiyal ilaglar i¢in polianyonik bir bariyer olusturarak
ilag direncine yol agmakta, Ozellikle beta laktam antibiyotiklerin hiicre igine
penetrasyonunu  Onleyerek tedaviyi giiclestirmektedir. Ayrica biyofilmin alt
katmanlarina dogru pH degeri yedinin altina inmekte ve bdylece antibiyotiklerin
islevleri bozulmaktadir. En alt katmanlarda ise oksijen gecisi olmadigi i¢in anaerop
kosullar olusmakta ve bu nedenle antipseudomonal ajanlar tek baglarina etki

edememektedirler (32).

Pompa (efluks) direnci: Pompa direnci eskiden beri bilinen fakat bakterilerdeki
yayginligi ve etkinligi daha yeni anlagilmaya baslayan bir mekanizmadir. Bakterilerdeki
pompa sistemleri transport proteinlerinden olusur. Pompa sistemi, ekspresyon
diizenleyici bir gen kontroliinde ¢alisir. Antibiyotik disar1 pompalaninca bakteride hiicre
ici antibiyotik diizeyi diiser, ribozom antibiyotik etkisinden korunur ve protein yapimi
yani bakteri liremesi devam eder. Substratlardan herhangi biri ile karsilasma sonucu
pompa sistemi indiiklenirse, diizenleyici gende mutasyon ile pompa proteinlerinin asiri
tiretimi baglayabilir. Sonug¢ bir ya da birden ¢ok substrata direng¢ seklindedir. Gelisen
direng diisiik diizeylidir fakat bir mutasyon baska mutasyonlar1 tetikleyebildigi i¢in,
genellikle diizenleyici gen mutasyonunun ardindan bakteride antibiyotigin baglandigi
hedefin degismesi, antibiyotige gecirgenliginin azalmasina yol agacak sekilde porin
iretiminin bozulmas1 veya antibiyotigi parcalayan bir enzimin sentezlenmesi gibi diger

bir mutasyon gelisir ve direng diizeyi katlanarak artar (33, 34).

2.7.1. Beta Laktamaz Enzimleri
Beta laktamaz enzimleri ile inaktivasyon beta laktam antibiyotiklere karsi

direngte en sik gozlenen mekanizmadir (35,36). Beta laktamaz etkisiyle beta laktam
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halkas1 hidrolize ugrayarak a¢ilir ve sonugta antibiyotik etkisiz hale gelir. Her gram
negatif bakteri tiire 0zgiil olmak Ttizere genellikle az miktarda kromozomal beta
laktamaz sentezlemektedir (37).

[k beta laktamaz enzimi penisilinin ticari olarak kullanima girmesinden gok
daha 6nce bir Escherichiae coli susunda tanimlanmstir (38). Ilk plazmid kdkenli beta
laktamaz TEM-1 adiyla 1965°te bir E.coli izolatinda bildirilmistir (39).

Penisilinin  tedavide kullanilmaya baslamasindan sonra ilk olarak
Staphylococcus aereus’ta ve daha sonralar1 da farkli bakterilerde plazmid kokenli
penisilinaza bagli penisilin direnci saptanmistir (35,38,40).

Abraham ve Chain’in 1940 yilinda bildirdikleri penisilinaz ile birlikte beta
laktamazlarin ilk siiflandirilmasi yapilmistir. Bundan sonra yapilan ve kabul goren ilk
simiflandirma, Sawai ve arkadaslarinin yaptigi smiflandirma olmustur. Sawai 1968
yilinda enzimleri penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayirmistir. Richmond ve Sykes ise
1973 yilinda yaptiklar1 siniflandirmada o giine kadar bilinen tiim gram negatif bakteri
beta laktamazlarini substrat profillerine gére bes grupta toplamislardir (35). Daha sonra
Matthew ( 41 ) 6zgiil beta laktamazlarin izoelektrik nokta tayini (Isoelectric Focusing,
IEF) yoOntemi ile tanimlanacagini gosterdikten sonra 1976’da bu sema Sykes ve
Matthew tarafindan tekrar diizenlenmistir. 1981°de Mitsuhashi ve Inoue’nin yaptigi
siiflamaya sefuroksimi hidrolize eden beta laktamazlar kategorisi de eklenmistir.
Molekiiler yapr ile ilgili siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler tarafindan
yapilmistir. Simif C sefalosporinazlar 1981 yilinda Jaurin ve Grundstrom tarafindan
tanimlanmigtir. Oksasilini hidrolize eden D siifi enzimler ise 1980’lerin sonunda diger
serin-enzimlerden ayrilmistir. 1989’da Bush (42) tarafindan 6nerilen gruplamada tiim
bakterilerin beta laktamazlar1 yer almis ve ilk kez substrat ve inhibitdr ozellikleri

molekiiler yapi ile iligkilendirilmistir.
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Tablo 2-1: Beta Laktamazlar icin Bush Simflamasi (35)*

Ambler
Bush Molekiil | Tercih edilen substrat Klav | EDTA | Enzimler

grubu | sinifi

Gram negatif bakterilerin AmpC

1 C Sefalosporinler - - emzimleri
Gram pozitif bakterilerin
2a A Penisilinler + - penisilinazlar
2b A Penisilinler, sefalosporinler + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
TEM-3 ile TEM-125 arasi, SHV-2 ile
2be A Penisilinler, dar ve genis + SHV-56 arasI GSBL enzimleri
spektrum sefalosporinler, Klebsiella oxytoca K1

monobaktamlar

PSE-1, PSE-3, PSE-4,

2c A Penisilinler, karbenisilin + - HMS-1, ROB-1, SAR-1
OXA-1 ile OXA-58 arasi GSBL

2d D Penisilinler, kloksasilin +/- - enzimleri, PSE-2

2e A Sefalosporinler + - Proteus vulgaris'in indtklenebilir
sefalosporinazlari
Stenotrophomonas maltophilia'nin

3 B Monobaktamlar harig tim - + L1

betalaktamlar Bacteroides fragilis'in Ccra'si

Pseudomonas cepacia'nin

4 ND Penisilinler - ? penisilinaz

* 35 No’lu kaynaktan uyarlanmstir.
Bush Grup 1: Bush tarafindan yapilan siniflandirmaya gére Grup 1°de P.aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Morganella morganii ve Serratia
marcescens gibi, klinikte sik karsilasilan gram negatif bakterilerdeki indiiklenebilir
kromozomal AmpC enzimleri yer almaktadir (36,43). Bakteri tarafindan normalde az
miktarda sentezlenen bir enzim, ortamdaki bir indiikleyicinin etkisiyle daha fazla
miktarda sentezlenmeye baslar. Farkli beta laktam antibiyotikler degisik oranda Grup 1
beta laktamazlari indiikleyebilirler. Fakat bu geri doniisebilen bir olaydir ve s6z konusu
beta laktam antibiyotigin ortamdan ayrilmasiyla bakteri, enzimi tekrar eski diisiik
seviyede sentezlemeye devam eder. Sonugta bu mekanizma klinikte kalict bir dirence
yol agmamaktadir (42). Ancak bu enzimleri dogal olarak fazla miktarda sentezleyen
mutant susglar da bulunmakta veya indiikklenme sirasindaki mutasyonla enzim
hiperprodiiksiyonu kalic1 hale doniismektedir. Bu mutantlar yukarida saydigimiz bakteri
tiirlerinde 10°-10® arasinda bir siklikta bulunmaktadirlar (44,45). Bir ¢ok P.aeruginosa
susu Bush siniflandirmasina gore Grup 1’de, Ambler siniflandirmasina gére Simif C’de
ve Richmond ve Sykes siniflandirmasina gére de Sif 1’de yer alan indiiklenebilir
kromozomal beta laktamaz enzimine sahiptirler (46).

Kromozomal beta laktamaz enzimlerinden AmpC proteini ampC ad1 verilen bir
gen tarafindan kodlanmaktadirlar. Bu gen normalde ampR adi verilen komsu bir gen

lokusunun iiriini olan AmpR adli protein molekiilii tarafindan baskilanmaktadir.
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Indiikleyici beta laktam antibiyotigin bakteri sitoplazmik membran1 iizerindeki penisilin
baglayan proteinlere (PBP) baglanmasi ile peptidoglikan sentezi bozulur. Ortaya ¢ikan
peptidoglikan yikim {riinlerinin periplazmik boslukta artan yogunlugu sitoplazmik
membran iizerinde bulunan AmpG adli protein tarafindan hissedilir. Bu etkilesim
sonucunda AmpG duyarl hale gelerek AmpR’de protein modifikasyonuna neden olur
ve baskilayici formdan aktive edici hale doniislir. Aktive olan AmpR, ampC’nin
ekspresyonunu ve dolayisiyla da beta laktamaz sentezinin artisim saglar. Indiiksiyon
olmadig1 bazal kosullarda AmpD proteini AmpE adi verilen baska bir proteinle
birleserek AmpR’yi baskilayici formda tutar. Ortamda bir indiikleyici olmasi halinde
AmpG ve AmpD arasindaki denge AmpG lehine bozulur ve beta laktamaz indiiksiyonu
baslar. Eger bakteri hiicresinde olusacak bir mutasyonla AmpD ortadan kalkacak olursa
AmpG’nin etkisi siirekli hale gelir ve ampC siirekli olarak eksprese edilerek yiiksek
miktarda beta laktamaz sentezlenir. Bu durumda dereprese mutant suslar ortaya ¢ikar.
Pseudomonas’larda AmpC disinda diger genler tarafindan NMC-A, Sme-1, Sme-2,
Sme-3 ve IMI-1 enzimleri kodlanmaktadir ve bu enzimler kromozomal A sinifi serin
karbapenemazlardir (40,47,48).

Bush Grup 2: Yine Bush tarafindan yapilan siniflamaya gore Grup 2’de plazmid
araciligl ile sentezlenen enzimler ile, {igiincli kusak sefalosporinleri ve aztreonami
hidrolize eden genis spektrumlu beta laktamazlar bulunmaktadir (43). Genislemis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) grubu enzimler TEM-1 veya SHV-1 beta
laktamazlarin aminoasit dizilerinde meydana gelen nokta mutasyonlart sonucunda
ortaya c¢ikmislardir (37,40). Baslangigta sadece Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae’de tanimlanan bu enzimler giderek diger Enterobacteriaceae iiyelerinde de
hizla yayilmislardir (40,49). Bagka bakterilerin plazmidlerini alarak Grup 1
sefalosporinaz iiretme kapasitesi kazanmig bu bakterilerde buna ilaveten farkli
kromozomal enzimler de bulunmakta ve kodladiklar1 direngle birlikte ortaya genis bir
diren¢ spektrumu ¢ikmaktadir (42).

Bush Grup 3: Klavulanik asitle inhibe olmayan metalo enzimleri igermektedir. Bunlar
EDTA ile inhibe olan enzimlerdir. Aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarina gereksinimleri
vardir. Bu gruptaki en 6nemli enzimler, S.maltophilia’nin L1 enzimi, A.hydrophila’nin
kromozomal enzimleri ve B.fragilis’in CcrA enzimidir (43).

Bush Grup 4: Bu grupta klavulanik asitle inhibe olmayan penisilinazlar yer almaktadir.

Alcaligenes faecalis, B.fragilis, Campylobacter jejuni’den izole edilen enzimler,
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Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi, E.coli’nin plazmid kontroliindeki

SAR-2 beta laktamazi bu gruba sokulmustur (43).

Karbapenemazlar: Karbapenemazlar beta laktamazlarin A, D (Bush Grup 2 ve 3) veya
B (Bush Grup 3) molekiiler sinifina ait olabilirler (43).
A smifi karbapenemazlar: Serin karbapenemazlardir, klavulanik asitle inhibe olurlar
ve enderdirler. KPC-1 ve GES-2 plazmidik serin-karbapenemaz grubuna giren
enzimlerdendir (42,43).
B siifi karbapenemazlar: Metalo beta laktamazlardir ve klinik agidan en Onemli
karbapenemazlardir. Aztreonam disindaki tiim beta laktamlar1 hidrolizleyen IMP ve
VIM serisi metalo enzimleri igerirler. Metalo beta laktamaz iireten bakteriler genellikle
penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere ve beta laktamaz inhibitérlerine direngli
olarak saptanirlar (41,42).
D smfi karbapenemazlar: D smifindaki karbapenemazlar Acinetobacter
baumannii’de rastlanan ve karbapenemlere diisiikk diizeyde diren¢ ya da azalmisg
duyarliliga yol agan oksasilinazlar, yani OXA tipi enzimlerdir. D smnifi
karbapenemazlar;

e 1. alt grup: OXA-23, OXA-27 ve OXA-49

e 2. alt grup: OXA-24, OXA-25, OXA-26 ve OXA-40

e 3. alt grup: OXA-58

e 4. alt grup: OXAS51/69 olmak iizere 4 alt grupta toplanmiglardir (38,42,50,51).

2.7.1.1. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)

Geniglemis spektrumlu beta laktamazlarin (GSBL) ¢ogu plazmid kaynaklidir.
Genis spektrumlu enzimler olan TEM-1, TEM-2 ya da SHV-1’den tliremislerdir ve ilk
tiredikleri enzimlerden nokta mutasyonlariyla farklilik gosterirler (50). Cogunlukla
Ambler siniflamasina gére Sinif A’ya, Bush siniflamasina gore ise Grup 2’ye aittirler.
Genel olarak genis spektrumlu sefalosporinlere direng saglarlar. 1980’lerin baglarindan
beri Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde, ozellikle de K. pneumoniae ve E.coli’de
yaygin olarak bildirilirlerken son zamanlarda P.aeruginosa’da da goriilmektedirler
(52,53). Bu enzimler penisilinlere, 1-4. kusak sefalosporinlere ve aztreonama direng
olusturmakta; karbapenemlere, sefoksitin ve sefotetan gibi sefamisinlere ve beta

laktamaz inhibitorlerine duyarli kalmaktadirlar. GSBL tanimlama testlerinde bu
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enzimlerin klavulanik asit ile inhibe olma 6zelliginden yararlanilir (39,53). Bugiin
GSBL’ler;

1. TEM grubu enzimler

2. SHV grubu enzimler

3. CTX-M grubu enzimler

4. GSBL tipi OXA enzimleri

5. Smiflandirilamayan diger GSBL’ler (PER, VEB, GES, IBC, vb.) olmak {izere bes

grupta toplanmislardir.

TEM grubu GSBL enzimleri: ilk TEM tipi beta laktamaz enzimi 1965°te bir E.coli
klinik izolatindan bildirilmis ve TEM-1 olarak adlandirilmistir (53). Bu ad1 ilk izole
edildigi hastanin adi olan ‘Temoniera’dan almistir (54). Daha sonra sadece bir
aminoasit farkiyla TEM-1’in varyant1 olan TEM-2 P.areuginosa’da bulunmustur. Bazi
inhibitor enzimler disinda TEM-3’ten baslayarak TEM enzimleri GSBL
ozelligindedirler. TEM-125 en son bulunan TEM varyantidir (55).

SHV grubu GSBL enzimleri: SHV enzimi adini, bu beta laktamazin biyokimyasal
yapisini tanimlayan ‘sulphydryl variable’ soézciiklerinden almistir. SHV-1 penisilinlere
kars1 etkili olan dar spektrumlu bir beta laktamazdir. Kromozomal kaynakli bir beta
laktamaz olarak ilk kez Klebsiella spp.’de bulunmustur. {1k genislemis spektrumlu SHV
enzimi olan SHV-2, 1983’te K.pneumoniae, K.ozaenae ve S.marcescens izolatlarinda
bulunmustur (54). En son bulunan SHV varyanti seftazidime direngli, sefazoline duyarl
bir E.coli susundan izole edilmis olan SHV-57°dir. SHV grubunda da inhibitér direngli
SHYV tiirevleri bulunmaktadir (56).

CTX-M grubu GSBL enzimleri: CTX-M tipi GSBL’ler diinyadan yaygin bir sekilde
bildirilmekte ve Enterobacteriaceae’de plazmidler {izerinde tasinmaktadir. CTX-M’in,
Kluyvera ascorbata’nin  kromozomal beta laktamazindan mutasyonla olustugu
diisiiniilmektedir (57). Sefotaksime direng sagladigi i¢in bu adi almistir (54,58). CTX-
M tipi enzimler ilk olarak 1989’da Almanya’dan, 1992°de Fransa ve Arjantin’den, daha
sonra diinyada bir¢ok iilkeden; E.coli, K.pneumoniae ve Salmonella enterica serovar
typhimurium basta olmak iizere Enterobactericeae ailesine ait bir¢ok klinik izolattan
bildirilmistir. En yliksek CTX-M prevalansi bugiin i¢in Latin Amerika, Dogu Avrupa ve

Uzak Dogu iilkelerindedir. Giiniimiizde CTX-M ailesinde 40’tan fazla enzim
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bulunmaktadir ve bunlar aminoasit dizilerindeki benzerliklerine gore CTX-M-1, CTX-
M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 olmak iizere bes gruba ayrilmistir.

e (CTX-M-1 grubunda; CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15(UOE-1), -22, -23, -28,-

29, -30

e (CTX-M-2 grubunda; CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20, Toho-1

e CTX-M-9 grubunda; CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19, -21, -27, Toho-2

e (CTX-M-25 grubunda; CTX-M-25, -26 bulunmaktadir.

o (CTX-M-8 tek basina bir grup olusturmaktadir.

CTX-M tipi enzimlerin genel olarak sefotaksime kars1 seftazidimden daha gii¢lii
aktivite gosterdigi bilinmektedir. CTX-M-15 Kamerun, Hindistan, Japonya, Rusya,
Italya, Polonya, Fransa, Bulgaristan, Romanya ve Tiirkiye’den bildirilmistir (57,58).
CTX-M-15 Tiirkiye’de ilk olarak Ekim 2001°de cerrahi iinitesinde yatan bir hastanin
idrar kiiltiirlinde tireyen ¢ogul direncli bir K. pneumoniae susundan izole edilmistir. Bu
sus imipenem disinda biitiin beta laktam antibiyotiklere direngli bulunmustur (58).
CTX-M tipi GSBL enzimleri diinyanin farkli bolgelerinde izole edilirken 2001 yilina
kadar ABD’den bildirilmemistir. Ancak, 2001-2002 yillarin1 kapsayan ve Virjinya,
Idaho, Ohio, Washington ve Teksas eyaletlerini i¢eren ¢alismada dokuz izolatta CTX-
M tipi GSBL’ye rastlanmistir (59).

GSBL tipi OXA enzimleri: OXA grubu icinde genis spektrumlu, genislemis
spektrumlu ve karbapenemaz Ozellikli alt grup enzimler bulunmaktadir. OXA-10
enzimi, OXA-1’den OXA-10’a kadar olan enzimlere oranla daha genis spektrumlu bir
enzimdir. Sefoperazona yiiksek diizey diren¢ olusturmakta; eger ¢ok miktarda
sentezlenirse, aztreonam, sefotaksim ve seftriakson duyarliliklarinda azalmaya yol
acabilmektedir. Son yillarda bu enzimlerin de genislemis spektrumlu mutantlarinin
ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Bunlardan ilki OXA-11 enzimidir. OXA-11 ilk olarak
1991°de Ankara’da yanik nedeniyle hastanede yatan bir hastanin kan kiiltiiriinden izole
edilen bir Pseudomonas susunda bulunmustur (60). Daha sonra ayni hastanede izole
edilen farkli Pseudomonas suslarinda OXA-14, OXA-15, OXA-16, ve OXA-17 beta
laktamazlar1 tanimlanmistir (61-64). OXA-15 enziminin OXA-2’den, digerlerinin ise
OXA-10 dan tiiredigi saptanmisgtir. OXA-11, OXA-14, OXA-15, ve OXA-16 seftazidim
direncine yol acarken OXA-17 sefotaksime diren¢ olusturmaktadir (60-63,65).
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Tirkiye’de izole edilen P.aeruginosa izolatlarinda OXA-10’dan tiiremis GSBL tipi
OXA tiirevi beta laktamazlara sik rastlanmaktadir (66).

Siiflandirilamayan diger GSBL enzimleri:

PER: Bu grupta yalniz PER-1 ve PER-2 bulunmaktadir. PER-1 enzimi sefalosporinlere
(seftriakson, sefotaksim, seftazidim) ve daha az olarak da aztreonama direng
gelismesine neden olur (67,68). Hibridizasyon deneyleri sonuglarina gore bu beta
laktamazin daha once bildirilen genis veya genislemis spektrumlu beta laktamazlardan
tirememis olmasi ilgi cekmektedir (69). PER-1, TEM ve SHV grubuna bagli olmayan
GSBL’lere en oOnemli oOrnektir. PER-1 enziminin aktivitesi klavulanik asitle,
sulbaktamla ve nadiren de moksalaktam ve imipenemle inhibe olur (67,68). PER-1
tireten suglarda beta laktam direncinin yani1 sira gentamisine yiiksek ve amikasine diisiik
diizeyde direng goriiliir. Imipenem ve meropenem ise PER-1 den etkilenmez (67).
PER-1 ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastanin idrar kiiltiiriinden izole edilen
P.aeruginosa izolatinda bulunmus, daha sonra S.&yphimurium izolatlarinda
tanimlanmistir (68,69). PER-1 enzimi Tiirkiye’de Acinetobacter spp. ve P.aeruginosa
izolatlarinda sik olarak identifiye edilmektedir. Tiirkiye ve Fransa disinda Kore ve
Belcika’da da PER-1’e rastlanmistir (68,70,71). PER-2 Arjantin’de K.pneumoniae,
E.cloacae ve E.coli suslarindan izole edilmistir (72).

VEB: VEB-1 ilk olarak Vietnam’da bir E.coli klinik izolatinda bulunmustur ve bu
nedenle adin1 Vietnam’dan almistir (Vietnamese Extended-Spectrum Beta-Lactamase),
daha sonra Tayland’da iki P.aeruginosa klinik izolatindan identifiye edilmistir. VEB
tipi beta laktamazlara sahip olan izolatlar seftazidime, sefepime ve piperasiline
direnclidir. VEB grubu i¢inde VEB-1, VEB-2 ve VEB-3 olmak {izere {i¢ enzim tipi
bulunmaktadir (73,74).

GES/IBC: ilk GES enzimi 1998°’de Fransa’da bir cocuk hastadan izole edilen
K.pneumoniae susunda bulunmus ve bu enzime GES-1 adi verilmistir (75). GES-1,
TEM veya SHV kaynakli GSBL’ler ile yalniz %30 aminoasit benzerligine sahiptir
fakat GES tiirevleri olan GES-1 ve GES-2, IBC-1 ve IBC-2 ile yapisal olarak ¢ok
benzer bulunmustur. IBC-2, GES-1 enziminden sadece bir, IBC-1’den ise iki aminoasit
farkliligma sahiptir (50). GES tipi enzimler klavulanik asitle inhibe olan beta
laktamazlardandir (76). GES-1 serin GSBL enzimi olmakla birlikte, bir cok GSBL’den

fakli olarak aztreonama karst hidrolitik aktiviteye sahip degildir; sefoksitine afinitesi
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vardir ve Ozellikle seftazidimi hidrolize eder (77). GES-2 de serin enzimdir fakat
karbapenemazlar grubuna girer, ¢linkli meropeneme etki etmemekle birlikte, imipeneme
kars1 diistik diizeyli hidroliz 6zelligi bulunmaktadir (78). GES-1’in son varyanti olan
GES-9 karbapenemleri hidrolize etmez ancak monobaktamlara karsi aktivitesi diger

GES-1 tiirevlerinden daha fazladir (79).

Tablo 2-1: GES tiirevi enzimlerin aminoasit degisiklikleri ve bununla ilgili hidroliz
profilleri (77,78,79)

GES Tdrevleri Ambler pozisyonu Hidroliz profilleri
62 170 243 CAZ FOX AZT IMP

GES-1 R G G + - - -
GES-2 R N G + - - +
GES-3 R S G + + - +
GES-5 T G G + - - +
GES-7 (IBC-1) R G C + + - -
GES-9 R G S + - + -

2.7.1.2 Metalo Beta Laktamazlar (MBL)

MBL’ler Ambler siniflamasina gére Smif B’de, Bush siniflamasina gére Grup
3’te yer alirlar. MBL aktivitesi ¢inkoya bagimlidir ve EDTA veya merkaptopropionik
asit ile inhibe olabilmektedir. MBL tanimlama testlerinde bu enzimlerin EDTA ile
inhibe olma o&zelliginden yararlanilir (80,81). Metalo enzimler imipenemi ve
meropenemi 1iyi hidrolize ederler ancak aztreonama etkisizdirler. Bu enzimler aktif
bolgelerindeki ¢inko iyonu aracilifiyla karbapenemleri hidrolize ettikleri igin
karbapenamazlar olarak adlandirilirlar (82). MBL’lerin metal iyonlar1 beta laktam
halkasiin siklik amid bagini kiran niikleofillere yardimer nitelikteki su molekiillerini
koordine ve biyolojik olarak antibiyotigi inaktive ederler. MBL’ler genis spektrumlu
beta laktam antibiyotikleri yiiksek oranda hidrolizlerler. MBL iireten gram negatif
bakteriler genellikle oksiiminosefalosporinler, sefamisinler ve karbapenemlerin de dahil
oldugu bir¢ok genis spektrumlu beta laktam antibiyotige direng gostermektedirler (81).
MBL’ler  Bacillus  cereus,  B.fragilis,  S.malthophilia, = Chryseobacterium
meningosepticum, Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii,
Janthinobacterium lividum, Aeromonas spp. ve Caulobacter crescentus’un dahil oldugu

saprofit veya patojen bircok bakteride identifiye edilmislerdir (82,83). Bu bakterilerden



19

S.malthophilia ve B.fragilis disindakiler klinik 6rneklerden seyrek olarak izole edilirler
(82). Nozokomiyal patojenlerin en onemlileri MBL {ireten gram negatif bakterilerdir.
Bu suslarin yayginlagmasinin gelecekte bir seri global probleme neden olabilecegi
diisiiniilmektedir (81). Gilinlimiize kadar bildirilmis olan bes ayr1 MBL tiirii
bulunmaktadir. Bunlar IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1 (Sau
Paulo Imipenemase), GIM-1 (German Imipenemase) ve SIM-1 (Seul Imipenemase)
olarak tanimlanmistir. Bunlardan IMP ve VIM tipleri en sik rastlananlardir ve diinya
capinda yaygindirlar. SPM-1 Giiney Amerika’da (Brezilya) yaygindir ve heniiz baska
bolgelerden bildirilmemistir. GIM-1 ve SIM-1 ise yalniz birer susta tanimlanmistir
(84).

IMP: Ik kez 1991 yilinda Japonya’da izole edilen bir S.marcescens susunda
bulunmustur (82). IMP-1 kromozomal ya da plazmid kaynakli olabilen bir MBL dir.
Penisilinlere, sefalosporinlere, sefamisinlere, oksasefamisinlere ve karbapenemlere
diren¢ saglamaktadir fakat monobaktamlara etki etmemektedir (80,85). IMP tipi
enzimler Enterobacteriaceae, P.aeruginosa ve diger gram negatif nonfermentatif
bakterilerden izole edilen ilk MBL’lerdir. IMP-1’in Uzak Dogu’nun diger iilkelerinde,
Avrupa’da, Kanada’da, ABD’de, Giiney Amerika’da ve Kuzey Afrika’da da goriilmesi
bu enzimin genis bir yayilim gosterdigine isaret etmektedir (81,86,87). IMP-1’in bir
varyant: olan IMP-2 talya’da bir A4.baumannii susundan izole edilmis ve bu ilk Avrupa
ornegi olmustur (87). 2002 yilinda Brezilya’da bronkojenik karsinomu olan bir hastadan
izole edilen P.aeruginosa susunda bulunan IMP-16 en son bulunan IMP tipi enzimdir
(88).

VIM: ilk VIM enzimi olan VIM-1 Italya’da 1997°de bir P.aeruginosa susunda
bulunmus ve kromozomal kaynakli oldugu saptanmistir (80,81). P.aeruginosa
enfeksiyonlarinda kullanilan penisilinleri, sefalosporinleri, sefamisinleri,
oksasefamisinleri ve karbapenemleri hidrolize eder fakat monobaktamlara etkisizdir.
VIM-1, IMP-2 ile %28 aminoasit benzerligine sahiptir (80). VIM tipi enzimler Avrupa
ve Giliney Asya’da P.aeruginosa izolatlarinda bulunmuslardir ancak VIM-7 varyanti
ABD’den de bildirilmistir (76,89). VIM-tipi MBL’ler ilk olarak P.aeruginosa’da
tanimlanmig, daha sonra diger nonfermentatif gram negatif c¢omaklarda ve
Enterobacteriaceae lyelerinde de saptanmustir. Bu giline kadar 12 VIM varyanti
saptanmig ve bunlar VIM-1, VIM-2 ve VIM-7 olmak {izere {ii¢ alt grupta
toplanmiglardir. VIM-1 grubu; VIM-4, VIM-5 ve VIM-11A’y1; VIM-2 grubu VIM-3,
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VIM-6, VIM-8, VIM-9, VIM-10 ve VIM-11B’yi kapsamaktadir. VIM-7 ise diger VIM
tiplerinden belirgin bir sekilde farkli oldugu icin tek basina bir grup olusturmaktadir.
2005 yilinda Yunanistan’da cerrahi operasyon gec¢irmis bir hastanin kan kiiltliriinde
tireyen bir K.pneumoniae susundan izole edilen VIM-12 en son bulunan VIM-tipi
enzimdir. VIM-12, VIM-1 ile %97 ve VIM-2 ile %93.6 aminoasit benzerligine sahiptir
(90).

SPM: SPM-1 ilk olarak 1997°de Sao Paulo-Brezilya’da bir P.aeruginosa izolatindan
identifiye edilmistir (81,91). SPM-1 daha sonra Brezilya’da yayginlasmis ancak
diinyanin diger bolgelerinde bu enzime rastlanmamistir (92). IMP ve VIM’den farklilik
gosteren yeni bir MBL’dir (87). SPM-1, IMP-1 ile yalniz %35.5 oraninda aminoasit
benzerligine sahiptir. SPM-1 de, IMP ve VIM varyantlar1 gibi beta laktamlar1 hidrolize
etmekte ancak aztreonama etki etmemektedir. SPM-1 bilinen tek SPM tiirevi enzimdir
(93).

GIM: GIM-1 ilk kez Almanya’da, SENTRY calismas1 kapsamina giren karbapenem
direncli bir P.aeruginosa izolatinda bulunmustur. Yeni bir MBL tiirii olan GIM-1 daha
once tanimlanan diger dort MBL tiirtinden farkli olmakla birlikte, IMP-1 varyantlari ile
%40 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. GIM-1, MBL ailesinin diger iiyelerine
benzer oOzellikler tasir. Bununla birlikte, diger MBL tiirli enzimler imipeneme
meropenemden daha fazla etki ederlerken GIM-1’in imipeneme ve meropeneme etkisi
esit orandadir. GIM-1 disinda bagka GIM tiirevi enzim bulunmamaktadir (94).

SIM: SIM-1 yeni bir MBL alt sinifidir. ilk kez Seul’de pnomonili bir hastanin balgam
kiiltliriinden izole edilmis olan A.baumannii susunda tanimlanmistir. Diger MBL’lerden
farkl1 olmasiyla birlikte IMP-1 ailesinden IMP-12 ile %69 ve IMP-9 ile de %64

oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SIM-1 bilinen tek SIM tiirevi enzimdir (84).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan
24°1, cocuk 26’s1 erigkin olmak {izere 50 ayr1 hastadan izole edilmis olan ve en az ii¢
antibiyotik grubuna direngli oldugu icin ¢ogul direngli olarak kabul edilen 50 adet
P.aeruginosa susu incelenmistir.

Suslar klasik mikrobiyolojik yontemlerle identifiye edilmistir. Mavi-yesil
pigment olusturan, oksidaz pozitif ve 42°C’de de iireyebilen suslar P.aeruginosa olarak
tanimlanmis ve c¢aligmaya alinmustir. Gerektiginde API ID 32 GN (Bio Meriéux,

Fransa) identifikasyon kiti kullanilmistir.

3.1. Antibiyotik Duyarhlik Deneyleri
Suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in disk diflizyon ve agarda
diliisyon yontemleri kullanilmistir. Deneylerde 4 mm kalinliginda dokiilmiis Mueller-

Hinton agar (MHA) besiyerleri (BBL, ABD) kullanilmistir.

3.1.1. Disk Difiizyon Yontemi

Izole edilen suslarin tikarsilin (75ug), tikarsilin/klavulanik asit (85ug),
meropenem (10pg), imipenem (10pg), piperasilin (100pg), seftriakson (30pg),
seftazidim (30pg), sefoperazon (75ug), sefepim (30pg), aztreonam (30pg),
siprofloksasin (5pg), gentamisin (10pg) ve tobramisine (10ug) karsi antibiyotik
duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, eski adiyla NCCLS)
Onerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle arastirilmistir (95). Bu
yontemde, incelenecek suslarin 18-24 saatlik kiiltiirlerinde {ireyen kolonilerinden
dogrudan Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) (BBL, ABD) i¢inde siispansiyonlari
hazirlanarak, inokiilum yogunlugu McFarland 0.5 standardina gore ayarlanmistir
(1,5x10® cfu/ml). inokiilum hazirlandiktan sonra steril bir ekiivyon yardimiyla yiizeyi
kurutulmus MHA besiyerinin tiim yiizeyine inokiile edilmistir. Ekim yapilmis besiyeri
lizerine antimikrobik ilag diskleri yerlestirilmistir. Yerlestirilen disklerin merkezleri
arasindaki ve petrinin kenarina olan uzakliklar1 yaklasik 25 mm olacak sekilde
ayarlanmigtir. Besiyerleri 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplari

oOlgiilerek yine CLSI sinir degerlerine gore degerlendirilmistir. Kalite kontrol amaciyla
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standart sus olarak E.coli ATCC 35218, E.coli ATCC 25922 ve P.aeruginosa 27583
kullanilmigtir (95).

3.1.2. Agarda Diliisyon Yontemi

Incelenen suslarin tikarsilin, tikarsilin/klavulanik asit, meropenem, imipenem,
piperasilin, seftriakson, seftazidim, sefoperazon, sefepim, aztreonam, siprofloksasin,
gentamisin ve tobramisine kars1 minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerleri
CLSI standartlarina uygun olarak agarda diliisyon yontemi ile arastirilmistir (95).
Belirlenen MIK araliginda iki kat seri diliisyonlar yapilarak MiK degerleri saptanmustir.

Bu yontemde MIK sinir degerleri asagidaki formiillerle belirlenmistir.

Hacim (ml)x konsantrasyon (pg/ml)

Agirlik (mg)=

Potens (ng/mg)

Agirlik (mg)x potens (ng/mg)

Hacim (ml)=

Konsantrasyon (pg/ml)

Antimikrobik ¢ozeltilerin uygun diliisyonlari, sicakligi su banyosunda 48-50°C” ye
getirilmig ve erimis haldeki MHA besiyerine eklenmistir. Agar ve antimikrobik ¢6zelti
tyice karistirilmis ve 20 ml karisim diiz bir ylizeyde, agar kalinlig1 4 mm olacak sekilde
petri kutularina dokiilmiistiir. Dogrudan koloni siispansiyon yontemi ile 18-24 saatlik
agar plaginda tremis kolonilerden MHB besiyerinde siispansiyon yapilmis ve
siispansiyon yogunlugu McFarland’in 0.5 no’lu standart bulanikligina esdeger olacak
bicimde ayarlanmustir. Bu siispansiyon, istenen 107 cfu/ml inokiilum yogunlugunu elde
edebilmek i¢in yine steril MHB besiyeri kullanilarak 1/10 oraninda sulandirilmistir.
Daha sonra sulandirim yapilmis tiiplerden her siispansiyon i¢in yaklagik 200 pl alinip
replikatoriin (Mast Diagnostik, Almanya) inokiilum parcasina denk gelen kuyucuga
konulmus ve replikatdr yardimiyla her kuyucuktan agar ylizeyine 1-2 ul inokiilum

aktarabilecek metal igneler kullamlmustir. Bdylece agar yiizeyinde yaklasik 10*cfu/ml
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inokiilum olusmasi saglanmistir. Once antibiyotik igermeyen kontrol plagina ve daha
sonra en diisiik konsantrasyondan baglamak iizere en yiiksege dogru farkli antibiyotik
konsantrasyonlari igeren plaklara inokiile edilmistir. Aerop kosullarda, 35°C’de, 18-24
saatlik inkiibasyon sonunda, iiremenin engellendigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri
olarak belirlenmistir. Deneyler sirasinda kalite kontrol amaciyla standart sus olarak

E.coli ATCC 35218, E.coli ATCC 25922 ve P.aeruginosa 27583 kullanilmustir.

3.2. Cift Disk Sinerji Yontemiyle GSBL Saptanmasi

Klavulanik asit ve genislemis spektrumlu sefalosporinlerle yapilan ¢ift disk
sinerji testiyle GSBL saptanmasi deneyi yalnmz K.pneumoniae, K.oxytoca ve E.coli igin
standardize edilmis bir yontemdir. Ancak bu deney, kromozomal AmpC gibi dogal beta
laktamazlara sahip suslarda yalanci negatiflik; GES-2’de oldugu gibi klavulanatla
inhibisyona goreceli direng; GSBL ile birlikte ayn1 anda karbapenemazlarin, metalo
enzimlerin ya da GSBL tipi OXA enzimlerinin varligi; impermealite ve efluks gibi
farkli diren¢ mekanizmalarinin birarada bulunmasi durumlarinda P.aeruginosa’da
GSBL tanisi icin uygun degildir (78). Ancak, bir O0n bilgi vermesi amaciyla

uygulanmistir.

Deney i¢in MHA yiizeyine 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri slispansiyonu
inokiile edilmistir. Tarama testi i¢in plaklarin merkezine amoksisilin-klavulanik asid
diski ve cevresine merkezden merkeze uzakligi 20 mm olacak sekilde aztreonam,
sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefepim, sefoperazon ve piperasilin diskleri
yerlestirilmistir. Amoksisilin-klavulanik asid diskine dogru beta laktam inhibisyon zon

capinin genislemesi tahmini GSBL pozitifligi olarak kabul edilmistir. (95).

3.2.1. GES tipi GSBL Varhginin Saptanmasi

P.aeruginosa’da klavulanik asitin kullanildig1 klasik ¢ift disk sinerji deneyiyle
VEB-1 ve PER-1 pozitif suslarin GSBL pozitifligini saptamak daha kolay, ancak GES-
tipi enzimleri saptamak daha zordur. Imipenem ve seftazidim ile yapilan ¢ift disk sinerji
testi, GES ve PER-1 tipi GSBL varligin1 ortaya koyabilmektedir. Ancak bu sinerji
imipenemin, kromozomal AmpC’yi de indiiklemesi sonucu bazi durumlarda
gozlenemeyebilir. Kloksasilin AmpC  enzimlerinin aktivitesini inhibe ettigi igin,
P.aeruginosa’da GES tipi enzim arastirmasinda kloksasilinli MHA’da imipenem ve

seftazidimle yapilan sinerji deneyi kullanilmaktadir (78).
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MHA besiyeri hazirlanmis ve 55°C’ye kadar sogutulup ml’de 200 pg olacak
sekilde kloksasilinle karistirilip petrilere dokiilmiistiir. Daha sonra bu plaklara
merkezden merkeze uzakliklar1 20 mm olacak sekilde seftazidim ve imipenem diskleri
yerlestirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda imipenem zon ¢apinin seftazidime dogru

genislemesi GES tipi GSBL pozitifligi olarak degerlendirilmistir (78).

3.3. Kromozomal Indiiklenebilir Beta Laktamaz (IBL) Varh@min Arastirilmasi
Kromozomal indiiklenebilir beta laktamazlar1 saptamak icin MHA yiizeyine 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu inokiile edilmistir. Inokiilasyon
isleminden sonra beta laktamaz indiikleyicisi olarak imipenem diski ve bundan 20 mm
uzakliga da seftazidim diski yerlestirilmistir. Seftazidimin indiikleyici olan imipeneme
bakan yiiziinde inhibisyon zonunun belirgin olarak daralmasi IBL pozitifligi olarak

kabul edilmistir (95).

3.5. MBL Varhgmnin Arastirilmasi

3.5.1. E-test

MHA yiizeyine 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu inokiile
edilmistir. Inokiilasyon isleminden sonra imipenem (4-256 pg/ml) ve imipenem
(1-64 ng/ml)+EDTA igeren E-test stripleri agar yiizeyine yerlestirilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda imipenem: imipenem+EDTA MIK oraninin

en az sekiz olmas1t MBL pozitifligi olarak kabul edilmistir.

3.5.2. 0,1 ve 0,5 M EDTA ile cift disk sinerji ve kombine disk testleri

MHA yiizeyine bakteri siispansiyonu inokiilasyonundan sonra plaklarin {izerine
merkezden merkeze 20 mm uzaklikta 1, 3, 4 ve 7 no’lu pozisyonlarda dort imipenem
diski; 2, 5, 6 ve 8 no’lu pozisyonlara dort bos disk konmustur. 3 no’lu imipenem
diskine ve 2 ve 5 no’lu bos disklere 0,5 M EDTA’dan; 4 no’lu imipenem diskine ve 6
ve 8 no’lu bos disklere 0,1 M EDTA’dan 10’ar ul damlatilmistir (sekil 3-1). izleyen giin
yapilan degerlendirmede 1 ve 7 no’lu imipenem zonlarinda EDTA’ya dogru genisleme;
3 ve 4 no’lu imipenem disklerinin zon ¢aplarinda ise 7 ve 4 mm artis olmas1t MBL

pozitifligi olarak kabul edilmistir (96).
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: IMP diski

: Bog diske 10 pl 0,5 M EDTA damlatilmustir.

: Bos diske 10 pl 0,5 M EDTA damlatilmustir.

: Bos diske 10 pl 0,1 M EDTA damlatiimustir.

: IMP diskine 10 ul 0,5 M EDTA damlatilmistir.
: IMP diskine 10 ul 0,1 M EDTA damlatilmistir
: IMP diski

: Bog diske 10 pl 0,1 M EDTA damlatilmustir.

0 N N L B WD

Sekil 3-1: Metalo beta laktamaz enzimlerinin saptanmasi icin imipenem ve EDTA
disklerinin yerlesimi

3.6. Izoelektrik Nokta Tayini (Isoelectric Focusing, IEF)

Izolatin icerdigi beta laktamazlarin saptanmasi amaciyla IEF yontemi
kullanilmigtir. IEF yonteminde farkli pl (isoelectric point) degerlerine sahip enzimler
poliakrilamid jel tizerinde elektrik akiminin etkisiyle molekiiler agirliklarina gore farkl
mesafeler katederler. Daha sonra kromojenik bir substrat olan nitrosefinin
kullanilmastyla enzimler goriiniir hale gelirler. IEF, Matthew ve ark.’na (41) ait
yontemin modifikasyonu ile yapilmistir. Bu amagcla triptik soy agardaki (TSA) (Oxoid,
Basingstone, Ingiltere) besiyerinde iiretilen bakteri kiiltiirlerinden 3-4 koloni alinarak 45
ml triptik soy buyyon icinde (Oxoid, Basingstone, Ingiltere) yapilan bakteri
stispansiyonu ¢alkalamali etiivde 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kiilttirleri
+4°C’de 4000 rpm’de 30 dakika santrifiijde g¢evrilerek iist sivilari atilmis, bakteri
cozeltileri 750 pl % 1°lik glisin (Merck, Almanya) i¢inde siispanse edilmis ve bu
siispansiyonlar sonikator cihazi igindeki (Elmasonic S, Almanya) +4°C’de su
banyosunda 10 dakika sonike edilerek bakteri hiicreleri parcalanmistir. Daha sonra
sonikatlar 14.000 rpm’de, +4°C’de 30 dakika santrifiijde ¢evrilmis, beta laktamaz
enzimlerini igeren st sivilar alinmis ve -70°C’de saklanmistir.

IEF icin Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi: 9.5 ml distile su, 2 ml gliserin (%87)
(Sigma, ABD), 4.3 ml akrilamid soliisyonu (Sigma, ABD), 1 ml amfolen (pH 3.5-9)
(Sigma, ABD), 500 pl %5 TEMED (Merck, Almanya), 0.01 gr/ml’lik amonyum
peroksidisulfattan (Merck, Almanya) 425 ul olacak sekilde jel hazirlanmistir. Mini IEF



26

Cell (Bio-Rad, ABD) diizenegi yardimiyla 0.6 mm kalinliginda jel dokiilmiis ve oda
1sisinda  katilagincaya kadar bekletilmistir. Jelin anot tarafina aplikatér strip
yerlestirilmistir. Beta laktamaz iceren iist sivilardan ikiser mikrolitre aplikatoriin
kuyucuklarina damlatilmistir. Enzim ekstreleri amfolenli poliakrilamid jellerde [ Model
111 MINI IEF Cell (Bio-Rad, ABD) cihazinda] birinci agamada 100 V, 6 mA, 5 W 15
dakika; ikinci asamada 100 V, 6 mA, 5 W 15 dakika; {i¢iincii asamada 450 V, 4 mA, 5
W 60 dakika olacak sekilde ytirtitiilmiistiir. Bantlar1 goriintiilemek tizere jelin iizerine %
0.03’liik nitrosefin (Calbiochem, Darmstadt, Germany) ¢ozeltisi emdirilmis filtre kagidi
kapatilmis ve bantlar gorlinmeye baslayinca filtre kagidi kaldirilmistir. Kirmizi olarak
gozlenen beta laktamaz bantlarinin anoda olan wuzakliklar1 logaritmik kagida
isaretlenmistir. Izoelektrik noktalar (pI) referans proteinler (IEF standarts Bio-Rad,
ABD) ve daha onceden pl degerleri bilinen enzimler ile karsilastirilarak saptanmistir

(Tablo 3-1).

Tablo 3-0-1: Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlarin Bilinen pI Degerleri (97)

TEM tirevi 5.2-6.5
TEM-1 |54
TEM-8 |5.6
SHYV tirevi 7.0-8.2
SHV-3 |7.0
CTX-M tirevi 7.6-9.0
OXA-2 tirevi 7.7-8.7
OXA-2 |7.7
OXA-15 |8.7
OXA-32 |7.7
OXA-10 turevi 6.1-7.6
OXA-10 |6.1
OXA-11 |6.4
OXA-14 6.2
OXA-16 |6.2
OXA-17 |6.1
OXA-19 |7.6
PER-1 5.3
GES tirevi 5.8-7.0
GES-1 |5.8
GES-2 |5.8
IBC turevi 5.8-6.9
IBC-1 |6.9
IBC-2 |5.8
VIM-1 5.1
IMP-1 9.0
IMP-2 8.1
Kromozomal AmpC |>9.0




27

3.7. Bioassay ile Karbapenemaz Varhgimin Saptanmasi

Bioassay ile karbapenem hidrolize eden enzim varlig1 arastirilacak suslarin 6nce

IEF yontemin:
edilmistir (98).

de tarif edildigi gibi sonikasyon ile sahip olduklar1 enzimler elde

45°C’de 25-30 dakika bekletilmis 40 ml MHA besiyerinin igine, 2 ml
MHB besiyerinde 0,3 Mc Farland (0,9x10® cfu/ml) bulanikliginda
siispanse edilmis Micrococcus luteus ilave edilmistir. Belirgin sar1
pigmenti ve karbapenemlere duyarlt olmasi nedeni ile M. /uteus
kullanilmistir.
Besiyeri iki petriye dokiilerek katilagmasi i¢in 30 dakika bekletilmistir.
Steril bir cam pipet yardimu ile petrilerde 7 mm ¢apinda 6 kuyucuk
acilmistir.
Imipenem (0,8 pg/ml) ve meropenem (8 pg/ml) ayri ayri 10’ar ml fosfat
tamponlu suda (pH: 7.2) ¢oziindiirilmiistir.
Enzimler ependorf tiiplerine alinmig; bir seri +4°C’de bir saat, diger seri
ise inaktive olmalari i¢in 96°C’de bir saat bekletilmistir. Tipler
santrifiijde10,000 rpm’de 5 dakika ¢evrilmistir.
Yeni ependorf tiipleri i¢ine 100 pl enzim + 100ul imipenem (son
konsantrasyon 0,4 pg/ml) ve 100 pl enzim + 100 pul meropenem (son
konsantrasyon 4 pg/ml) hazirlanmistir.
Ependorflar vorteksle hizla karistirilarak tiipler bir saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.
Her enzim ve antibiyotik karisimindan petrilerde a¢ilmis olan
kuyucuklara 75’er pl konmustur.
Petriler 37°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan inhibisyon zonlari
okunmustur.
96 °C’de bir saat bekletilen enzimler inaktive olur ve damlatildiklar
kuyucuklarin ¢evresinde antibiyotigin etkisini hidrolize edemez. Bu
nedenle M. luteus lireyemeyecegi i¢cin bu durumda inhibisyon zonu
olusmasi beklenmektedir (negatif sonug). +4 °C’de bekletilen enzimlerde
ise inaktivasyon olusmadigi icin antibiyotigin etkisi enzimin varliginda

kaybolur. Bu durumda zon olusmamasi beklenmektedir (pozitif sonug).
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3.8. Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemiyle
Incelenmesi

Disk difiizyon ve agar diliisyon yontemleriyle en az ii¢ antibiyotik grubuna
direngli oldugu i¢in ¢ogul direngli olarak kabul edilen P.aeruginosa suslariin PCR
yontemiyle TEM, SHV, OXA-2, 0XA-10, PER-1, VEB, GES/IBC, IMP, VIM ve SPM-
1 diren¢ genleri icerip icermedikleri arastirilmistir. Suslar arasindaki klonal iligkiyi

saptamak i¢cin RAPD-PCR yontemi kullanilmigtir (99-108).

Kullanilan Oligonukleotid Primerleri: Bu ¢calismada TEM, SHV, OXA-2, 0XA-10,
PER-1, VEB, GES/IBC, IMP, VIM ve SPM-1 enzimlerine ait primerler kullanilmistir.
OXA tipi GSBL enzimleri genel olarak OXA-2 ve OXA-10 tiirevleri oldugu i¢cin OXA-
2 ( blaoxa-2, blaoxa-15) ve OXA-10 (blaoxa-10, blaoxa-11, blaoxa-14, blaoxa-16, blaoxa-17,
blaoxa-19 ) gruplarina yonelik ortak primerler kullanilarak bu grup enzimlerin varligi
arastirilmistir. GES/IBC ortak primeri olarak GES-C ve GES-D [ blages.1, blages-2,
blapc.1 ( blages.7 ), blac- (blages-s )] (97), GES-2 primeri olarak GES-CASA ve GES-
CASB; VIM-7 ve VIM-12 disindaki VIM enzimleri igin ortak primer olarak VIM-1L,
VIM-IR (blayim.1, blayiv.a, blayiv.s, blayiv-i1a ) VIM-2L ve VIM-2R (blayi.2, blayiv.s,
blayie, blayviv-s, blayio, blayin-10, blayii1y); IMP ortak primeri olarak IMP-A ve

IMP-B (bla np1-21) kullanilmagtr.

TEM-A S'-ATAAAATTCTTGAAGAC-3'
B 5'-AAAATCTCAAGGATCTT-3'
SHV-F 5'"TCAGCGAAAAACACCTTS-3'
R 5'-TCCCGCAGATAAATCACCA-3
OXA-2-A 5'-GGAAAAGTCCATGGCAATCCGAATCTT-3'
2-B S“TTATCGCGCAGCGTCCGAGTT-3'
OXA-10-A 5'-TATCGCGTGTCTTTCGAGTA-3'
10-B S'TTAGCCACCAATGATGCCC-3'
PER-1-A 5-'GGGACAATCGGATGAATGTCA-3'
1-B 5-'GGCGGCTTAGATAGTGCTGAT-3'
VEB-1-A 5-CGACTTCCATTTCCCGATGC-3'
1-B 5-GGACTCTGCAACAAATACGC-3'
GES-C 5-GTTTTGCAATGTGCTCAACG-3'
D 5'-TGCCATAGCAATAGGCGTAG-3'
GES-CASA 5’-ACAAAGATAATTTCCATCTCAAGGGAT-3’

CASB

5’>-GTTTTAGACGGGCGTCAACT-3’
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IMP-1A 5'-ATGAGCAAGGTTATCCTTATTC3'
1B 5'-GCTGCAACGACTTGTTAG-3'
IMP-A 5’-GCGCATCTCCAAGACCATG-3’
B 5’GCCACGCGATTTGACGGAG-3’
VIM-2A 5"TTATGGAGCAGCAAGCAGTG-3'
2B 5'-CGAATGCGCAGCACCAGG-3'
VIM-1-R 5’-CTACTCGGCGACTGAGCGAT-3’
1-L 5’-ATGTTAAAAGTTATTAGTAGT-3’
VIM-2-R 5’-CTACTCAACGAACTGAGCGAT-3’
2-L 5’>-ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG-3’
SPM-1-A 5-CTGCTTGGATTCATGGGCGC-3'
1-B 5-CCTTTTCCGCGACCTTGATC-3'

RAPD-PCR'da ERIC-2 primeri kullanilmistir.
ERIC-2 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'

Primerlerin Hazirlamsi: Ticari olarak satin alinan primerler (Bio Basic Inc., Kanada)
liyofilize halde bulunmaktadir. Sulandirma islemi, protokoliine uygun olarak yapilmis
ve 100 pM’liikk konsantrasyonlar elde edilmistir. Daha sonra kullanilacak primere gore 5
(100 pM’den 5 pl + 95 pl distile su) ya da 10 pM (100 pM’den 10 pl + 90 pl distile su)
olacak sekilde tekrar sulandirilmig, ependorf tiiplerine boliinmiis ve -20 °C’de

saklanmistir.
Taq Polimeraz (Bio Basic Inc., Kanada): Konsantrasyonu 5 U/ul oranindadir.

dNTP Karisimi (Deoksi Niikleotid Trifosfatlar= dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Bio
Basic Inc., Kanada): Her biri 100 mM konsantrasyonda hazir ¢ozelti olarak satin
alimmistir. Her birinden 2 pl alinarak bir tliipe konmus ve iizerine 92 pl distile su
eklenerek son konsantrasyonun 2 mM olmasi saglanmis, kiiciik hacimlere bdoliinerek

-20°C’de saklanmustir.

MgCl, Soliisyonu (Bio Basic Inc., Kanada): Hazir olarak elde edilen 25 mM
konsantrasyondaki MgCl, soliisyonu, ayrica sulandirim yapmadan son konsantrasyonu
1.5 mM olacak sekilde uygun miktarda reaksiyon karisimina eklenmistir. m; vi=m,.v;

formiilii kullanilarak, alinacak hacim hesaplanmstir.

DNA Marker: DNA marker olarak ®X174 DNA Hae III digest kullanilmistir (Takara,
Japonya).
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0,5 M EDTA’nin (Sigma, ABD) Hazirlamisi: 1 litre distile su icerisinde ana ¢ozelti 0.5
M olarak hazirlanmistir. 186.1 gr disodyum etilendiamintetraasetat 2H,O’ya (EDTA)
karsilik yaklasik 20 gr NaOH tartilarak hem EDTA nin ¢oziilmesi, hem de pH’nin 8.0’e

ulagmasi saglanmustir.

1xXTBE Tampon Soliisyonunun Hazirlams1 (pH:8.3):

1 litre i¢in

10.77 gr Tris (89 mM)

5.502 gr Borik asit (89 mM)

Stok 0.5 M EDTA (2.5 mM)’dan 5 ml alinmstir.

0.5 x TBE hazirlamak i¢in esit hacim 1x TBE tampon soliisyonu ile

distile su karistirilmastir.

Etidyum Bromiir (Sigma, ABD): 10 mg/ml olarak hazirlanir. Distile suda manyetik
kanistirict kullanilarak ¢ok uzun siirede ¢oziindiiriilmiis ve kullanilincaya kadar oda

1s1sinda 1s1ktan korunarak saklanmistir.
Yiikleme Tamponu
0.25 gr bromfenol mavisi (Sigma, ABD)
30 ml gliserol
70 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanan tampon +4°C’de saklanmustir.

%71’lik Agaroz Jelin Hazirlanmas: (Sigma, ABD): Kullanilacak jelin biiyiikliigiine
gore tartilan agaroz (6rn 50 ml i¢in 0.5 gr agaroz) 0.5x TBE tampon soliisyonu
icerisinde mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢6ziindiiriilmiistiir. Hazirlanan jel,
sicakligi 50-55°C’ye ayarlanmig su banyosunda 10-15 dakika bekletildikten sonra 0.5
pg/ml (5ul) etidyum bromiir ilave edilerek boyanmustir. Jel, kenarlar1 kapatilmis jel
kaseti iizerine, sizinti olmamasina dikkat edilerek dokiilmiistiir. Cepleri olusturacak
tarak yerlestirilerek jelin donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice

uzaklastirilmis ve jel elektroforez tankina gecirilmistir.

DNA Ekstraksiyonunun Hazirlanmasi: Suslardan alinan 1-2 koloni iginde 900 pl

distile su bulunan bulunan ependorf tliplerinde siispanse edilmistir. Ependorflar i¢inde
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kaynar su bulunan bir haznenin i¢ine yerlestirilip 10 dakika kaynatilmistir. Daha sonra

8000 rpm.’de 10 dakika santrifiijde ¢evrilmis ve tist siv1 alinip -70°C’de saklanmustir.

Amplifikasyon Karisimimin Hazirlanmasi: Amplifikasyon karigimi ependorf tiipiinde
toplam hacim 50 pl olacak sekilde, asagida gosterildigi gibi hazilanmis ve reaksiyon

cozeltisinde siispanse edilmistir.

Distile su 24 ul
PCR tampon (10x) Sul
25 mM MgCl, 5ul

2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 pl

10 pM primer (her birinden) 2 ul
5 U Taq DNA polimeraz 1 ul
DNA ekstraksiyonu 1 ul

Amplifikasyon Programi

94°C’de 5 dakika lizis ve denatiirasyon

95°C’de 45 saniye denatiirasyon

56°C’de 45 saniye primer baglanmasi 35 déngil
72°C’de 1 dakika primer uzamasi

35 dongii sonunda 72°C’de 7 dakika olacak sekilde tiipler Thermal Cycler’a (Biometra,
Almanya) yerlestirilmis ve 35 dongli sonunda PCR iriinleri %]1°lik agaroz jel

elektroforezi ile asagida tarif edildigi gibi analiz edilmistir.

Amplifikasyon Sonucunun Gozlenmesi: 10 pl amplifikasyon iriinii yaklasik 2 ul
brom fenol mavisi ile karistirllmig, %1 0.5xTBE tampon ile hazirlanmis ve 10 uM
etidyum bomiir ¢dzeltisi ile boyanmis jelde 150 V’da bir saat boyunca elektroforez
akiminda yiiriitiilmistiir. Elektoforez islemi sonucunda jel bir transiliiminator {izerine
alimarak UV 15181 (~304 nm) altinda fotografi ¢ekildikten sonra amplifiye edilen
DNA’nin molekiil agirligi, molekiil agirlik standardi (®174DNA size marker) ile
karsilastirilarak yaklasik olarak belirlenmistir.
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RAPD-PCR Amplifikasyon Programi:
94 °C’de 5 dakika lizis ve denatiirasyon
94 °C’de 1 dakika denatiirasyon

36 °C’de 1 dakika primer baglanmasi 35 déngii

72 °C’de 3 dakika primer uzamasi

35 dongii sonunda 72 °C’de 7 dakika olacak sekilde tiipler Thermal Cyclar’a (Biometra,
Almanya) yerlestirilmis ve 35 dongii sonucunda PCR firiinleri %1,5’lik agaroz jel
elektroforezi ile 150 V’da bir saat yiriitiilmiistiir. Elektroforez islemi sonucunda jel bir
transliiminator lizerine alinarak UV 15181 (~304) altinda fotografi ¢ekilip ortaya c¢ikan

bantlarin profilleri karsilagtirilmistir (99).
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4. BULGULAR

Yapilan disk diflizyon ve agarda diliisyon deneylerinin sonucunda 50

P.aeruginosa susunun 31’1 (%62) piperasiline, 38’1 (%76) tikarsiline, 33’ (%66)

tikarsilin+tklavulanik aside, 42’si (%84) meropeneme, 42°si (%84) imipeneme, 40’1

(%80) seftriaksona, 50’s1 (%100) seftazidime, 32’°s1 (%64) sefoperazona, 32’si (%64)

sefepime, 48’1 (%96) aztreonama, 21’1 (%42) siprofloksasine, 44’1 (%88) gentamisine

ve 34’ (%68) tobramisine direngli bulunmustur. Tiim suslarin MIK degerleri Tablo-

1’de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Agarda Diliisyon Deneyi Sonucunda Elde Edilen MiK Degerleri (ug/ml)

TiC TIC+CLA __MEM IMP PIP CRO CAZ __CFP FEP AZT cip GEN TOB
1 1024-R _ 1024-R 512.R 4R 512R 256-R _ 128-R__ 256-R 64-R 512-R 8R 256-R 32R

2 1024-R _ 1024-R ___ 64-R 128-R _ 256-R 1024-R _ 128-R_ 1024-R __ 1024-R__ 32R 4R 1024-R 28

3 256-R___ 256-R 16-R 16-R___ 256-R 256-R ___ 128-R___128-R 32R 512R 32R 128-R 0,125-S
4 128-R __ 128-R 64-R 256-R _ 256-R 128-R _ 128-R_ 32-R 4R 21024-R__ 0,03-R __ 21024-R___ 256-R
5 1024-R__ 512R 512-R __ 128-R__ >512-R _ 128-R___ 512-R__ >1024-R__ 128-R __ 32-R 32-R 1024-R 0,125-S
6 512-R __ 512-R 64-R 64-R __ 512R 256-R _ 64-R __ 1024-R __ 64R 512-R 1-R 512-R 64-R

7 1024-R _ 1024-R ___ 64-R 16-R___ 512-R 256-R _ 64-R__ 256-R 64-R 512-R 16-R 128-R 1-S

8 128-R __ 64-S 16-R 64-R __ 64-S 128-R __ 64-R___ 16-S 64-R 512-R 16-R 1024-R 32R

9 256-R _ 256-R 2-S 2R 256-R 256-R  256-R _ 256-R 128-R___ 512R 4R 1024-R 0,06-S
10 512-R __ 512-R 256-R  16-R___ 256-R 512-R _ 32-R__ 1024-R___ 1024-R _ 32-R 4R 512-R 0,125-S
11 512-R___ 512R 16-R 128-R__ 256-R 128-R__ 32-R __ 256-R 64-R 128-R 16-R 1024-R___ 64R

12 256-R _ 256-R 16-R 16-R___ 256-R 128-R_ 32-R _ 256-R 64-R 512-R 16-R 512-R 1-S

13 256-R _ 64-S 1-S 2-S 16-S 128-R _ 128-R__ 16-S 64-R 512R 1-S 128-R 0,25-S
14 128-R__ 64-S 64-R 16-R___ 64-S 128-R _ 32-R__ 16-S 64-R 512-R 16-R 1024-R 1-S

15 512-R __ 512-R 16-R 16-R___ 256-R 128-R_ 32-R _ 256-R 64-R 128-R 4R 1024-R 32R
16 1024-R _ 1024-R 16-R 16-R___ 256-R 1024-R__ 64-R__ 64-R 256-R _ 512R 1-S 1024-R 0,03-S
17 256-R _ 256-R 64-R 16-R___ 256-R 256-R  32-R__ 128R 128-R___ 512R 4R 512-R 0,25-S
18 1-S 0,5-S 4-s 64-R _ 512-R 32-S 32-R _ 1024R ___ 1-S 512-R 8R 512-R 0,25-S
19 256-R  128R 16-R 05-S _ 128R 256-R  64-R __ 256-R 64-R 512-R 4R 1024-R 0,25-S
20 1024-R__ 128R 16-R 4-s 128-R 256-R  32-R__ 256-R 256-R __ 512-R 1-S 1024-R___ 28

21 256-R _ 256-R 16-R 16-R___ 128-R 128-R__ 64-R _ 128-R 64-R 512-R 4R 512-R 32R
22 128-R _ 128-R 64-R 512-R _ 512R 128-R _ 512-R__ 512-R 64-R >1024-R__ 32R 21024-R __ 512R
23 128-R 32§ 2-S 16-R___ 64-S 128-R__ 128-R__ 256-R 16-S 512-R 4R 128-R 64-R
24 128-R___ 128R 0,125-S _16-R 328 1024-R__ 32-R___ 16-S 64-R 512-R 8R 512-R 64-R
25 256-R _ 256-R 64-R 512-R _ 256-R 64-R 512-R_ 128R 64-R >1024-R__ 32R >1024-R __ 256-R
26 32-S 32-S 32R 32-R__ 256R 256-R _ 128-R__ 256-R 0,125-S _ 512-R 4R 256-R 128-R
27 8-S 8-S 16-R 16-R 8-S 32-S 128-R__ 4-S 2-S 32R 0,03S  64R 128-R
28 4-s 8-S 16-R 16-R___ 16-S 256-R _ 128-R__ 4-S 64-R 128-R 0,03S __ 256-R 128-R
29 128-R 32§ 16-R 4-s 16-S 32-S 128-R__ 16-S 16-S 512R 0,015-S _ 32-R 128-R
30 512-R __ 512-R 64-R 512-R _ 128-R 1024-R_ 512-R__ 128-R 256-R _ 21024-R__ 64-R 1024-R ___ 256-R
31 8-S 8-S 16-R 2-S 64-S 128-R _ 128-R__ 8-S 4-s 4- 4R 512-R 32R
32 128-R _ 128-R 64-R 32-R__ 512R 1024-R _ 128-R__ 128-R 64-R 512-R 4R 256-R 0,06-S
33 128-R___ 128R 16-R 32-R __ 512R 512-R __ 128-R__ 256-R 16-S 512-R 0,06-S _ 4-S 0,125-S
34 8-S 8-S 64-R 32-R 8-S 128-R _ 128-R__ 8-S 0,125-S _ 32-R 0,03-S  128R 64-R
35 8-S 8-S 16-R 32-R___ 16-S 128-R _ 128-R__ 2-S 4-S 32R 0,015-S_ 256-R 128-R
36 128-R___ 128R 16-R 32-R___ 168 128-R _ 128-R__ 2-S 4-S 4-s 0,06-S _ 128R 64-R
37 256-R _ 256-R 64-R 128-R__ 128-R 1024-R _ 512-R__ 128-R 128-R _ >1024-R __ 32R >1024-R __ 256-R
38 512-R __ 512-R 64-R 64-R 328 1024-R _ 128-R__ 8-S 256-R __ 64-R 0258 2-S 64-R
39 1024-R__ 512-R 256-R  2-S 256-R 32-S 128-R__ 256-R 4-S 256-R 0258 32-R 128-R
40 128-R___ 128R 1286R __ 64-R __ 512R 1024-R_ 512-R_ 128-R 128-R _ >1024-R __ 32R >1024-R __ 256-R
41 256-R __ 128R 128-R  128-R__ 512-R 1024-R _ 512-R_ 128-R 128-R___ 1024-R 16-R 256-R 128-R
42 128-R___ 128R 32-R 32-R___ 168 32-S 32-R__ 2 0,125-S _ 64-R 0,015-S _ 32-R 256-R
43 128-R___ 128R 64-R 32-R 328 32-S 128-R__ 1-S 1-S 64-R 0,03S  0,125S _ 128R
44 1024-R__ 512R 4-s 32-R__ 256-R 16-S 128-R__ 128-R 128-R __ 64R 1-S 512-R 128-R
45 4-s 4- 4-8 64-R _ 128-R 16-S 128-R__ 64-R 48 64-R 0,03S 4§ 32R
46 4-s 4-s 32R 2-S 4-s 8-S 128-S__ 1-S 128-R __ 64-R 0,06-S _ 64-R 64-R
47 512-R __ 512-R 0,125-S _32-R 168 128-R _ 128-R__ 256-R 8-S 512R 8-S 1-S 64-R
48 0,5-S 0,5-S 64-R 128-R _ 0,06-S  128-R___ 128-R__ 2-S 0,258 64-R 0,03-S _ 0,06-S 32R
49 32-S 4-s 32R 32-R__ 256R 4-s 128-R__ 8-S 2-S 64-R 0,06-S  512R 128-R
50 0,25-S _ 0,25-S 32R 2-S 2-S 128-R _ 64-R__ 0,25-S 1-S 32R 0,015-S _ 32-R 128-R
EC 35218 4 16 0,125 0,5 0,125 4 0,25 0,03 0,06 0,03 0,125 0,5
EC 25922 4 4 0,06 0725 0,06 0,5 0,25 0,06 0,125 __ 0,015 0,25 0,5
PA 27853 16 16 16 2 4 0,5 2 1
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Tablo 4-2: Agarda diliisyon deneyi sonuclarina gore MiK degerlerinin kiimiilatif dagilim

Antibiyotikler MIK (ug/ml)
MIK  MIK
0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024 50 90

TIC 1 1 1 3 4 2 13 10 7 8 128 512
TIC+CLA 1 2 3 5 3 3 12 7 10 4 128 512
MEM 2 1 2 3 16 6 14 2 2 2 32 128
IMP 1 6 2 13 11 7 6 1 3 32 128
PIP 1 1 1 8 3 4 6 15 10 128 512
CRO 1 2 6 1 18 10 2 9 128 1024
CAZ 10 7 25 2 6 128 512
CFP 1 2 4 2 4 5 1 2 14 9 1 4 1 128 1024
FEP 3 1 3 2 5 2 3 1 17 7 4 2 64 256
AZT 1 1 1 2 1 6 5 4 1 21 1 6 512 »1024
CIP 4 7 2 5 11 6 4 6 1 4 32
GEN 1 1 1 1 2 4 2 6 10 11 5 512 »1024
TOB 1 2 4 4 3 2 7 9 1 6 1 64 256

Cift disk sinerji yontemiyle dokuz (%18) susta GSBL varlig1 saptanmis; onalti

(%32) susta ise kromozomal AmpC enziminin indiiklendigi goriilmiistir (Sekil 4-1,

Sekil 4-2).

Sekil 4-1: Cift disk sinerji yontemiyle genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)

pozitifligi

Sekil 4-2: indiiklenebilir kromozomal AmpC emzimi (IBL) pozitifligi
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Kloksasilinli MHA’da yapilan deney sonunda dort (%8) susta GES tipi enzim
pozitifligi saptanmustir (sekil 4-3).

Sekil 4 -3: GES tipi enzimler icin modifiye edilmis cift disk sinerji testinde pozitif sinerji

E-test ile 14 (%28) susta imipenem: imipenem+EDTA MIK oranlar1 >8 olarak
bulunmus ve MBL pozitifligi olarak degerlendirilmistir (sekil 4-4).

Sekil 4- 4: imipenem/imipenem+EDTA 'l E-test ile MBL pozitifligi
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0,5 M EDTA’l1 disk ve imipenem diskiyle yapilan ¢ift disk sinerji testiyle 12
(%24), kombine disk testiyle ise 26 (%52); 0,1 M EDTA’I disk ve imipenem diskiyle
yapilan ¢ift disk sinerji testiyle bir (%2), kombine disk testiyle ise iki (%4) susta MBL
pozitifligi saptanmustir (sekil 4-5).

Sekil 4-5: EDTA ile MBL pozitifligi

Izoelektrik nokta tayini (IEF) deneyleri sonucunda bulunan pl degerleri tablo-
2’de IEF yontemiyle saptanan bantlar sekil 4-6’da gosterilmistir. Elde edilen pl
degerleri 4.5 ile 8.2 arasinda degigsmektedir.

Sekil 4-6: izoelektrik nokta tayini (IEF) yontemiyle goriintiilenen beta laktamaz enzim
bantlan
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Bioassay deneylerinin sonucunda on (%20) susun karbapenemleri hidrolize eden
enzimlere sahip olduklari, bunlardan ii¢iliniin (%6) hem imipenemi hem de meropenemi
hidrolize ettigi saptanmustir. Sekil 4-7°de bioassay deneylerinin sonuglarina ait bir 6rnek
goOsterilmistir. Seklin {ist kisminda {i¢ ayr1 enzim Orneginin 96°C’de bekletilerek
inaktive olmus halde karbapenemlere etki etmedikleri ve bu nedenle inhibisyon zonu
olusturgu gozlenmektedir. Seklin alt kisminda ise ayni enzimlerin 4°C’de inaktive
olmadig1 durumda, karbapenemaz enzimlerinin karbapenemi hidrolize etmesi nedeniyle

zon olusmadig1 goriilmektedir.

o

Sekil 4 -7: Karbapenemaz arastirmasi icin bioassay deneyi

PCR deneyleri sonucunda 22 (%44) susta PER-1, 43 (%86) susta GES/IBC, 23
(%46) susta OXA-10 tiirevi ve 14 (%28) susta OXA-2 tirevi GSBL enzimi izole
edilmistir ancak MBL tipi enzimlere raslanmamigtir. Suslara gére GSBL enzimlerinin
dagilim tablo-4’de gosterilmistir. Bir (%2) sus PER-1, GES/IBC tiirevi, OXA-10 tiirevi
ve OXA-2 tiirevi; sekiz (%16) sus PER-1, GES/IBC ve OXA-10 tiirevi ve sekiz (%16)
sus PER-1, GES/IBC ve OXA-2 tiirevi enzimlerini bir arada i¢ermektedir. TEM, SHV,
VEB, IMP ve VIM enzimleri negatif bulunmustur. PCR deneyleri sonucunda olusan
bantlar sekil 4-8’de gosterilmistir.
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PER-1 926bp OXA-10 720bp OXA-2 828bp GES-2 371bp

9 ORSIS1S%7 S S/

Sekil 4-8: PCR deneyleri sonucunda goriintiilenen bantlar kolon 1: marker, kolon 2-5: PER-1,
kolon 6-9: OXA-10, kolon: 10-12: OXA-2, kolon 13-16: GES-2, kolon 17: marker

RAPD-PCR analizleri sonucunda suslarin onsekiz farkli profile sahip olduklar

gozlenmistir . Profillere gore suslarin dagilimi tablo-3’te gosterilmistir.

Tablo 4-3: RAPD-PCR profillerine gore suslarin dagilim

ProfiNo  Ornek No Profil No  Ornek No

1- 1,2 10- 14, 30

2- 3 11- 16, 19, 45

3- 4,11 12- 17, 20

4- 5,6,12, 15,23 13- 18, 25

5- 7,27, 36,37,40, 44, 47,49 14- 22,24, 34

6- 8, 31,50 15- 26, 32, 33, 35, 46
7- 9,21, 28 16- 38

8- 10 17- 39

9- 13, 29 18- 41,42, 43, 48

En sik raslanan profil 5 no.lu profildir. Bu profile ait sekiz sustan dordii Cocuk
Enfeksiyon, ikisi ise YDYB hastalarina aittir. 4 no.lu profile ait bes sustan {igii Erigskin
Yogun Bakim {iinitesinde yatan hastalardan izole edilmistir. 15 no.lu profile ait bes
sustan ticli Cocuk Enfeksiyon servisinde yatan hastalara ait iken diger iki sus da yine
Cocuk Gastroenteroloji ve YDYB hastalarina aittir. 18 no.lu profile ait dort susun tiimii
Cocuk Enfeksiyon servisinde yatan hastalardan izole edilmistir. 6 no.lu profile ait ii¢

susun tiimii Erigskin Yogun Bakim {initesi hastalarina ait suslardir.
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MBL icin EDTA ile PCR sonuglari RAPR-
Ornek ?BES/ .
No Senvis i C$S iin  pldegerleri  Bioassay  MBL K°gi":k'“e Ciftdisk IMP MEM CAZ PER1 OXAS0 OXA-2 ﬁBEg PCR
cDST
e mem B G8 G105 O tirevi  tirevi

1 A vara 45,60, 7.1 + R R R + 1
5> Norosirj Idrar 5.3, 67 o + R R R + 1
3 Gogishast. ~ Bagam 5.3)7.7 + R R R + 2
4 Eriskin YB ET asp. 62,64 + + o+ + R R R + + 3
5 Acilyankin,  BU" B2, 7.0 + + + + + R R R + + 4
g Adilyanikin, Yo 5.3]1612 R R R + + 4
7 Nérosiruji BOS + 530612 7.7 + R R R + + + 5
g Eriskin YB Yara + 5.3,6.4, 7.7 R R R + 6
g Eriskin YB ET asp. 5.3, 64, 7.0 + s s R + + 7
10 Nérosiruji Idrar %, 7.0 + o+ + + + + + R R R + + 8
11 lghastinf. Balgam 5.301618 R R R + + 3
12 Eriskin YB ET asp. 6.4,6.1 I R R R + + 4
13 lghastinf. ETasp. + 53,58 s s R + 9
14 Ortopedi ETasp. 4 53,77 + R R R + + 10
15 Acilyankan. 7@ 64, 7.0 + + o+ R R R + + 4
16 Norosiruji ldrar 70,77 + R R R + + 11
47 Eriskin YB Idrar 62,77 + R R R + + + 12
1g Eriskin YB ET asp. 53,5868 + + + + R S R + + 13
49 Eriskin YB Kan + 6.4,7.7 s R R + + + 1
20 Norosiruii fdrar 53,609, 71 + s R R + + 12
2¢ lghastinf. Yara + 5.30612 + R R R + + 7
2o Eriskin YB ET asp. 6.1,6.4 o + R R R + + 14
23 CocukHem 9@ 4 58,64 R s R + + 4
24 YDYB BT 53,6.4 R S R + 14
25 Nefroloji Kan 53,612, 7.0 + + R R R + + 13
26 Cocuk enf Bogaz + 6.4 + + + R R R + 15
27 Cocuk enf Idrar 64 R R R * * 5
28 Gocuk enf Bogaz 5.3, 62 R R R + + 7
29 Cocuk enf Bogaz + + 5.3,6.2 s R R + 9
30 Erigkin YB vara 53,6877 + + + + R R R + + 10
3¢ Eriskin YB ET asp. 6.2, 7.7 o+ + R R R + 6
30 Cocuk gast. Bogaz 6.4,7.7 R R R + 15
33 Gocuk enf fdrar + 6.9 R R R + 15
34 Cocuk enf Idrar 53 R R R + 14
35 YDYB Kan - R R R + 15
36 YDYB Goz sir. 53,77 R R R + + 5
37 Cocuk enf Yara 5.3,7.0, 7.7 + + R R R + + 5
38 Gocuk nefro farar 7.7 R R R 16
39 Gocuk cer ldrar 8.2 + s R R 17
40 Gocuk enf Kan 5.3,6.9, 7.7 + R R R + + 5
41 Gocuk enf Balgam - R R R + 18
42 Cocuk enf Balgam 7.0 R R R + 18
43 Gocuk enf Balgam 7.0 R R R + 18
44 Cocuk enf Kan 5.3, 64 + o+ R s R + + 5
45 Gocuk enf Balgam 58,7.7 R S R + + 11
46 Cocuk enf Idrar 58 s R R + 15
47 Cocuk cer BoS + 5.3, 64 + o+ R s R + + 5
48 Cocuk enf Balgam 5.8 + R R R + 18
49 YDYB ETT 64 R R R + + 5
50 Eriskin YB Balgam 53,6.4 s R R + 6

PER-1: 5.3; OXA-10: 6.1, 6.2, 6.4; OXA-2: 7.7; GES/IBC: 5.8,6.9, 7.0
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5. TARTISMA

Ozellikle hastanelerde artan antibiyotiklere direngli bakteriler sorunuyla
basedebilmek i¢in, temel sefalosporin molekiiliinde mindr degisiklikler yapilarak beta
laktamaza dayanikli genis spektrumlu sefalosporinler gelistirilmis ve 1980’lerin
baslarinda kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan ilk kullanilan sefotaksimdir ve bunu
seftriakson ile seftazidim takip etmistir. 1980’lerin ortalarindan itibaren gram negatif
bakterilerde genislemis spektrumlu sefalosporinlere karsi genislemis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) direnci ortaya ¢ikmaya baslamigtir. GSBL’ler daha dar spektrumlu
olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerinden koken almiglardir (54,109). Beta laktam
antibiyotiklerin kullanim prensiplerindeki farklara bagli olarak beta laktamazlarin
prevalansi iilkeden iilkeye, sehirden sehire, hatta hastaneden hastaneye degismektedir
(31). Diinyanin hemen hemen her bolgesinde GSBL {iretimi en yaygin olarak

K.pneumoniae izolatlarinda goriilmektedir (110).

H Klebsiella pneumoniae W E. coli B Proteus mirabilis

SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program 1997-9

Sekil 5-1: Diinyada GSBL enzimlerinin dagilimi (110)

P.aeruginosa, Ozellikle yogun bakim nitelerinde olmak iizere hastane
enfeksiyonu etkeni olarak en sik izole edilen patojenlerden biridir. Pseudomonas
enfeksiyonlarinda antimikrobiyallere direncin c¢abuk gelismesi ve yiiksek oranlara
ulagmast 6nemli bir sorundur (111). P.aeruginosa, sadece sinirli sayida antibiyotige
hassasiyet gosteren virulan bir mikroorganizmadir ve antibiyotik direnci gittik¢e artan

bir problem olmaya baglamistir (98,112). Cogul direngli P.aeruginosa nozokomiyal
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enfeksiyonlar1 tliim diinyada yayginlasmaktadir. MBL ve GSBL’lerin varlig1 ile birgcok
antibiyotige direng gelismekte ve bu izolatlarla enfekte hastalarin tedavisinde biiytlik
zorluklar yasanmaktadir (69,87).

Bes ayr1 cografyadaki diren¢ oranlarini arastiran uluslararast SENTRY
calismasina gore Latin Amerika ve Asya Pasifik bolgelerinde P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin oran1 Avrupa, ABD ve Kanada’dan daha yiiksektir (87).

Pseudomonas izolatlarinda GSBL enzimleri diinyanin her bdlgesinden
bildirilmekte, ancak enzimlerin tiirleri ve yogunluklar1 boélgelere gore farklilik
gostermektedir. Ornegin PER-1’e en yogun olarak Tiirkiye’de rastlanirken, GES tipi
enzimlere Fransa, Yunanistan ve Uzak Dogu’da rastlanmaktadir. OXA tiirevi enzimler
ise Tiirkiye’den ve diinyanin degisik bolgelerinden siklikla bildirilmektedir. MBL
enzimlerinden IMP tiirevlerine en sik Uzak Dogu’da, VIM tiirevlerine ise en sik Avrupa
ve Giiney Amerika’da olmakla birlikte tiim diinyada rastlanilmaktadir. Bununla birlikte
SPM-1 Brezilya’da yayilirken, GIM-1 Almanya’dan ve SIM-1 Giiney Kore’den
bildirilen birer susla sinirhi kalmistir (84,94).

Uluslararast SENTRY ¢aligmasinin Avrupa biriminin 1997-1998 yillarinda
yaptig1 arastirmaya gore 5000 GSBL pozitif Enterobacteriaceae izolatinin %10’u
Tiirkiye, Israil, Yunanistan ve Italya’dan izole edilmistir. Bu ¢alismaya gore Tiirkiye
%23.8 GSBL porzitifligiyle ilk sirada yer alirken Tiirkiye’yi %13.9’la Israil, %12.6’yla
Yunanistan, %11.9’la italya ve %10’la Portekiz takip etmektedir. Avrupa iilkeleri
arasinda en diisiik GSBL pozitifligi %7 ile Avusturya ve Isvigre’dedir, Arnavutluk’tan
ise GSBL bildirimi bulunmamaktadir (113).

PER-1 cogunlukla Tiirkiye’de, PER-2 Giiney Amerika’da, VEB-1 Vietnam ve
Tayland’da yaygindir (50,114). PER-1 ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastaya ait
P.aeruginosa susundan izole edilmis, daha sonra Tiirkiye ve italya’da P.aeruginosa ve
Acinetobacter spp.’de bulunmustur(68). Vahaboglu ve ark. (70) Tirkiye‘nin yedi
cografik bolgesinde lokalize olan sekiz farkli {iniversite hastanesinden ii¢ aylik bir
periyotta 72 Acinetobacter spp., 92 Klebsiella spp. ve 367 P.aeruginosa olmak lizere
toplam 531 izolatla yirittikleri ¢aligmanin sonucunda Acinetobacter spp.’lerin
%76’s1inin, Klebsiella spp.’lerin %39’unun ve P.aeruginosa’larin %28 nin seftazidime
direngli oldugunu saptamislardir. Seftazidime direngli olan Acinefobacter spp.’lerin
%60’mnda ve P.aeruginosa’larin %38’inde PER-1 enzimi pozitif bulunmustur.

Vahaboglu ve ark.’nin (66) 1997°de yaptiklar1 calismada 58 Acinetobacter spp
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izolatindan 36’s1 (%62) PER-1 iiretirken hi¢birinin OXA-10 iiretmedigi saptanmistir.
Ayni ¢alismada 76 P.aeruginosa izolatindan 18’inin (%23.7) PER-1, dordiiniin (%5.3)
OXA-10 enzimini tek basina, sekiz (%10.5) izolatin ise her iki beta laktamazi bir arada
{irettigi goriilmiistiir. Aktas ve ark.’nin (99) yaptig1 calismaya gore Istanbul’da Subat
1999- Subat 2000 tarihleri arasinda yatan hasta izolatt 287 P.aeruginosa susundan
%39’u seftazidime direngli bulunmustur. Aynmi calismaya gére yogun bakim {initesi
izolatlarinda seftazidim direnci %62’dir. Yogun bakim {initesinden izole edilen 49
susun ¢ogul direncli oldugu; %98’inin imipeneme, %92’sinin aztreonama, %96’sinin
sefepime, %41’inin piperasiline ve %37 sinin piperasilin-tazobaktama direncli oldugu
bildirilmistir. Ayrica bu ¢ogul direngli 49 izolatin tiimii aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direncli bulunmustur. Cift disk sinerji yontemiyle seftazidime direncli
ve c¢ogul direncli 49 izolatin 18’inin (%37) klavulanik asitle inhibe olan GSBL
tirettikleri saptanmistir. PCR yontemiyle 49 izolattan 42’si (%86) PER-1 ve 27’si (%55)
OXA-10 tiirevi enzimler agisindan pozitif bulunmus; 20’sinin (%41) ise her iki beta
laktamazi birlikte irettigi saptanmistir. Belcika’da Aralik 2003- Mart 2005 tarihleri
arasinda Fransa sinirina yakin bdlgelerdeki hastanelerde yapilan ¢aligmada GSBL
tireten sekiz A.baumannii izolatindaki GSBL’lerin PER-1 ve VEB-1 oldugu
saptanmistir. PER-1 iireten A.baumannii izolatlarindan bir tanesi Tiirkiye’de tatil
yaparken trafik kazasi gecirmis ve bu nedenle Belgika’ya geri donmiis bir hastada
bulunmustur. Ayrica bu hasta ile ayn1 yogun bakim iinitesinde yatan baska bir hastadan
da PER-1 iireten A.baumannii susu izole edilmistir (71).

Yong ve ark.’nin (68) yaptig1 calismaya gore Giiney Kore’de 2001-2002
yillarinda toplanan 97 Acinetobacter spp. izolatindan 61°1 (%62.8) seftazidime direncli
ve 53’0 (%54.6) PER-1 pozitif bulunmus; seftazidime direngli 181 P.aeruginosa
izolatinda ise PER-1 pozitifligine rastlanmamustir. Avrupa’dan cografik olarak uzak
Kore’de PER-1 pozitif Acinetobacter spp.’lerin varligi ilging bulunmustur. Bu durum
diger iilkelerde de PER-1 pozitif bakterilerin olabilecegini gostermektedir.

Bu c¢aligmada PER-1 enzimi, tiimii seftazidime direncli olan 50 izolatin 22’sinde

(%44) pozitif bulunmustur.

OXA-10 tiirevi enzimlerden OXA-11, OXA-14, OXA-16 ve OXA-17 ve OXA-
2 tiirevi OXA-15 ilk olarak Ankara’da Giir ve ark. (59-63) tarafindan izole

edilmislerdir.
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OXA-2 ve OXA-10 tiirevleri GSBL tipi OXA enzimlerini genel olarak igerdigi
icin bu ¢alismada OXA-2 ve OXA-10 tiirevlerine yonelik ortak primerler kullanilmis ve
23 izolatta (%46) OXA-10, 14 izolatta (%28) OXA-2 tiirevi GSBL enzimi pozitif
bulunmustur.

[lk GES tipi GSBL enzimi 1998 yilinda Fransa’da izole edilen bir
K.pneumoniae susunda bulunmustur. GES-1 Fransa’dan; GES-2 Giliney Afrika’dan;
GES-3, GES-4, GES-7 ve GES-8 Yunanistan’dan; GES-5 ve GES-6 Japonya’dan
bildirilmistir. GES-3 Yunanistan’dan sonra Kore’de de saptanmistir (53,57,62,63,84).
2004 yilinda Japonya’da Wachino ve ark.’nin (75) yaptig1 caligmada bir yenidogan
yogun bakim initesinde genis spektrumlu sefalosporinlere direng gdosteren alti
K.pneumoniae klinik izolatinda GES-3 enziminin varlig1 gosterilmistir. 2000’de Poirel
ve ark.’nin (115) yaptig1 calismada Giiney Afrikada Zimbabwe’li bir hastanin kan
kiiltiirinden izole edilen P.aeruginosa susunda GES-2 enzimi bulunmustur. GES tipi
beta laktamazlar P.aeruginosa, E.coli ve K.pneumoniae’nin de dahil oldugu gram
negatif comaklarda artan siklikta bildirilmektedir.

GES tipi enzimler Enterobacter cinsi bakterilerde goriilen IBC tipi enzimlerle
yapisal olarak biiyiik benzerlik tagimaktadir. GES ve IBC enzimleri, her iki grubu
birlikte saptayan blaggsgsc ortak primerlerinin  kullanildigt PCR  deneyleriyle
tanimlanmakta, ancak GES tipi ve IBC tipi enzimlerin ayrimi i¢in mutlaka dizi analizi
gerekmektedir. GES-1 ilk olarak Fransa’da bir K. pneumoniae susundan izole edilmistir.
Daha sonra blaggs.; geni yine Fransa’da bir P.aeruginosa susundan izole edilmis ve
Yunanistan’da izole edilmis olan blajpc., geni ile yapisal olarak iligkili bulunmustur.
IBC-2; GES-1’den bir, IBC-1’den iki aminoasit farklilig1 gdstermekte; GES-2 de GES-
1’den bir aminoasit farklilig1 gostermektedir. Ancak GES-2, GES-1’den farkli olarak
genislemis spektrumlu sefalosporinlerin yani sira imipenemi de hidrolize etmektedir ve
karbapenemaz 6zelligindedir; GES-1 ise GSBL enzimidir ve sefoksitine yiiksek afinite
gosterir ancak diger GSBL enzimlerinden farkli olarak aztreonama karg: hidrolitik
aktivitesi yoktur. GES-2 enzimi Giiney Afrika’da yatan bir hastanin P.aeruginosa
susundan izole edilmis ve ayni1 hastanede Mart-Temmuz 2000 tarihlerinde ortaya ¢ikan
bir salginla iliskili bulunmustur. Plazmid kaynakli blaggs.» genini tagiyan ayni sus sekiz
hastadan izole edilmistir. Arastirmacilar GES-2’nin VEB ve PER-1 enzimlerinden daha
yaygin olabilecegi varsayimina dikkat ¢ekmislerdir (78).
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Pseudomonas’ta blaggs ve blaigc genleri kromozomal ya da plazmid kaynakli
olabilmektedir. Ambler Sinif B ve Ambler Simif D beta laktamazlar1 kodlayan genler
genellikle Sinif 1 integronlarda lokalizedirler (78). GES-1, GES-2, IBC-1 ve IBC-2 de
Sinif 1 integron {izerinde kodlanmaktadir (75,116).

Ulkemizde daha énce GES tiirevi enzimlerle yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir.
Ancak cografik olarak iilkemize ¢ok yakin olan Yunanistan’da ve turizm agisindan
yakin iliskide bulundugumuz Fransa’da bu enzim grubuna sik rastlanmasi nedeni ile bu
calismaya GES/IBC tiirevi enzimleri arastirmak icin GES/IBC primeri eklenmistir. ilk
olarak GES/IBC ortak primeri olan GES C/ GES D primerleri kullanilmis ancak
sonucun 43 susta (%86) pozitif olmasi stipheli bulunup deneyler GES-2 primerleri olan
GES-CASA/ GES-CASB primerleri ile tekrarlanmistir. Bu ikinci grup primerlerle de
pozitiflik oranmi ilk primerlerle ayn1 (%86) bulunmustur. Saptanan yiiksek pozitiflik
oraninin dizi analizi c¢alismasiyla dogrulanmasi gerekmektedir, fakat bu tez
calismasinda dizi analizine yer verilmemistir.

PCR yontemi ile GES/IBC pozitifligi saptanan 43 susun 37’sinde (%86)
imipenem direnci, 35’inde (%81) sefoksitin direnci (rutin antibiyogram sonucu)
bulunmaktadir. P.aeruginosa’da imipenem direnci siklikla D, porin kaybina bagh
olarak gelisir, meropenem ise bu mekanizmadan birincil olarak etkilenmez (109).
Bununla birlikte GES-2 enzimi de diisiik diizey imipenem direncine yol agmakta fakat
meropeneme etki etmemektedir (78). 18, 23, 24, 44, 45, 47 No.’lu suslar meropeneme
duyarli, imipeneme diisiik diizeyde direng gosteren suslardir. Bu suslarda PCR ile
saptanmis olan GES/IBC pozitifliginin, fenotipe dayanarak, GES-2 karbapenemaz
varligina bagli olabilecegi diisiiniilebilir. GES/IBC pozitif bulunan 43 sustan 20’si
(%46.5) izoelektrik nokta tayini ile uygun pl noktalarma (pl: 5.8, 6.9, 7.0) sahip
bulunmustur. Ayrica kloksasilinli MHA’da imipenem ve seftazidim diskleriyle yapilan
sinerji deneyiyle 13, 19, 23 ve 29 no.’lu suslarda fenotipik olarak GES tipi GSBL
pozitifligi saptanmistir. Tim bu veriler GES/IBC enzimlerinin iilkemizde de yaygin
olabilecegini diisiindlirmektedir. Bu nedenle bu konu ile ilgili daha detayl ileri
caligsmalar yapilmasi, daha net sonuglar alinmasina olanak saglayabilecektir.

SHYV tiiri beta laktamazlara tiim diinyada siklikla rastlanmaktadir, fakat SHV
enzimleri 6zellikle E.coli, K.pneumoniae ve Enterobacter spp. gibi Enterobacteriaceae
ailesi iiyelerinde yaygin olarak bulunmaktadir. SHV tipi beta laktamaz enzimlerine

P.aeruginosa’da diisiik oranda raslanmaktadir. Gilinlimiize kadar P.aeruginosa’da
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SHV-2, SHV-5 ve SHV-12 olmak {izere ic SHV tipi enzim bildirilmistir. Bunlardan
SHV-2 Fransa’dan, SHV-5 Yunanistan ve Tayland’dan, SHV-12 ise Tayland’dan
bildirilmistir (117,118). Ulkemizde de Enterobacteriaceae ailesinde SHV tipi beta
laktamazlara siklikla rastlanmaktadir. Bu nedenle bu calismada da SHV tipi beta
laktamazlar aragtirilmig ancak sonug negatif olmustur.

TEM tiirevi beta laktamaz enzimleri Enterobacteriaceae ailesinin farkli birgok
tiirlerinde, Pseudomonas’larda, Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae’de
yaygindir. P.aeruginosa’da Ozellikle TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 alt
tirlerine rastlanmaktadir (119). Bu calismada TEM tipi beta laktamazlar negatif
bulunmustur.

Japonya’da 1991°den beri IMP-1 P.aeruginosa, P.fluorescens, Burkholderia
cepacia, Alcaligenes xylosoxidans ve Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin de iginde
bulundugu gram negatif ¢omaklar arasinda giderek yayginlagmigtir. Yine Japonya’da
1996-1997 yillar1 arasindaki bir ¢alismanin sonuglarina gore P.aeruginosa izolatlarinin
%1.3’linlin ve S.marcescens izolatlarinin %4.4’liniin plazmid kaynakli IMP-1 iirettikleri
saptanmustir (80). Kanada’da 1995-1996 yillar1 arasinda Gibb ve ark.’nin (120) yaptig1
calisgmada iki ayr1 rehabilitasyon servisinden dokuz hastada karbapenemlere,
aminoglikozidlere, siprofloksasine ve seftazidime direngli ancak piperasiline duyarh
P.aeruginosa izolatlar1 bulunmustur. Yapilan calismalarin sonucunda bu izolatlarin
IMP-1 ile %91 oraninda benzerlik gdsteren IMP-7 beta laktamazina sahip olduklar
saptanmistir. Son 10 yilda Japonya’da ve Cin’de P.aeruginosa’da yaygin olan fakat
Avrupa ve Kanada’da da goriilen IMP-tipi enzimler artan oranlarda identifiye edilmeye
baslanmistir (91). Ulkemizde ilk IMP-1 enzimi bir K.pneumoniae susunda bulunmustur
(121).

VIM tipi enzimler Avrupa ve Giineydogu Asya’da izole edilen suslarda
yaygindirlar. Avrupa’da ilk MBL olarak VIM-1 Italya’dan; daha sonra VIM-2 Fransa,
Yunanistan, Italya ve Ispanya’dan, ayrica Kore’den; VIM-2 ve VIM-3 Tayland’dan ve
VIM-4 Yunanistan’dan bildirilmistir (76,80,122). VIM-1 ile VIM-2 arasinda %90
aminoasit benzerligi bulunmaktadir (80). VIM tipi MBL’ler ¢cogunlukla P.aeruginosa,
P.putida,  P.stutzeri, Acinetobacter spp., Achromobacter xylosoxidans ve
S.marcescens’te bulunmaktadir (69). 2002 yilinda SENTRY c¢aligmasina bagli olarak
Walsh ve ark. (76) Polonya’da bir yenidoganin kan kiiltiirlinden izole edilen

P.aeruginosa susunun VIM-2 tipi MBL iirettigini saptamiglardir. VIM-2 enzimi Bati
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Avrupa’dan bildirilen ilk MBL olmamakla birlikte bu sonu¢ MBL varligimin Avrupa
kitasina yayildigimmi isaret etmektedir. VIM-2, VIM ailesinin dominant tipidir ve
Avrupa’nin bircok iilkesinde izole edilmektedir (123).

Ulkemizde Bahar ve ark. (124) imipeneme direncli bir P.aeruginosa susundan,
Gacar ve ark. (125) ise bir E.cloacae izolatindan VIM-5 izole etmislerdir. Bizim
calismamizda ise VIM pozitifligine raslanmamustir.

IMP-1 ilk olarak 1990’larin baslarinda bildirilirken yeni MBL genleri
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae iiyeleri gibi bir¢ok dnemli
patojende bildirilmektedir. IMP-1’in ortaya ¢ikmasindan sonra VIM ailesi, SPM-1,
GIM-1 ve SIM-1 olmak {izere dort tip MBL daha bildirilmistir. SPM-1 Brezilya,
GIM-1 Almanya ve SIM-1 Kore ile sinirh iken IMP tipi MBL’ler Uzakdogu, Avrupa
ve Kanada’da; VIM tipi MBL’ler Kuzey Amerika, Giliney Amerika, Avrupa ve Giiney
Dogu Asya’da yayilim gostermektedir (84,91,94).

SENTRY c¢alismas1 kapsamida 1999-2002 yillar1 arasinda Italya’nin Genova,
Roma ve Katania bolgelerinde izole edilen 383 P.aeruginosa susunun %6.5’inin
(imipeneme direngli bulunanlardan %39.1’inin) MBL iirettigi saptanmustir (123).

Uzak Dogu’nun diginda diinyanin diger bolgelerinde P.aeruginosa klinik
izolatlarinda MBL {iretimi daha ender olmasina ragmen Brezilya ve diger Latin
Amerika iilkelerinde bu direng mekanizmasi yaygin olarak goriilmektedir. Sao Paulo’da
bir P.aeruginosa izolatinda ilk kez SPM-1’in bildirilmesinden sonra bu enzim
Brezilya’da yayginlasmistir. Brezilya’da 2000-2001 yillar1 arasinda toplanan 183
P.aeruginosa izolatinda %55.6 oraninda SPM-1, %30.6 oraninda VIM-2 ve %8.3
oraninda da IMP-1 bulunmustur (91,92).

SENTRY c¢alismasinin Latin Amerika merkezlerinden Arjantin, Brezilya, Sili,
Meksika ve Venezuella’da Ocak 2001-Aralik 2003 arasinda izole edilmis 463
Acinetobacter spp., 1186 P.aeruginosa ve bes P.fluorescens Ornegi incelenmistir.
Yirmibir (%1.77) P.aeruginosa SPM-1, yedi (%]1.51) Acinetobacter spp. ve bir (%20)
P.fluorescens IMP-1, li¢ P.aeruginosa ve bir P.fluorescens VIM-2 varlig1 agisindan
pozitif bulunmuslardir. Ik IMP-16 varyanti da bu ¢alismada bulunmustir (126).

Ankara’da Fidan ve ark. (111) yaptig1 calismada 40 P.aeruginosa susunun
ikisinde (%5) hem Modifiye Hodge testi ile hem de ¢ift disk sinerji yontemiyle MBL

varlig1 tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada PCR yontemi kullanilmamuistir.
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Avrupa iilkelerinde IMP ve VIM tiirevi MBL’lere rastlandigi i¢in bizim
calismamizda VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-4, VIM-5, VIM-6, VIM-8, VIM-9,
VIM-10, VIM-11a ve VIM-11b’yi iceren VIM ortak primeri ve IMP-1-211 iceren IMP
ortak primeri kullanilmig ancak arastirdigimiz 50 P.aeruginosa izolatinin higbirinde
PCR yontemiyle IMP ve VIM tipi MBL’lere raslanmamistir. Ancak EDTA varliginda
imipenem permeabilitesinde artis olmakta ve bu nedenle de yalanci pozitif sonuglar
ortaya cikabilmektedir. PCR yontemiyle MBL tipi enzimler negatif olarak
saptanmigken; imipenem+EDTA iceren E-test ile 14 (%28); 0,1 M EDTA ve
imipenemle yapilan ¢ift disk sinerji testiyle bir (%2), kombine disk testiyle iki (%4);
0,5 M EDTA ve imipenemle yapilan ¢ift disk sinerji testiyle 12 (%24), kombine disk
testiyle 26 (%52) susta MBL pozitifligi saptanmistir. EDTA yogunlugu 0,1 M’dan 0,5
M’a cikarildiginda CDST ile pozitiflik %2’den %24’e, kombine disk ile pozitiflik ise
%4’ten %52’ye yiikselmistir. PCR ile IMP ve VIM tiirevi MBL enzimlerine
raslanmazken bioassay ile on susta karbapenemaz enzimi varligi saptanmistir. Bu
sonuclar bioassay deneyi ile pozitif bulunan suslarda ya yeni MBL’lerin varligini ya da
bu calismada arastirlmamis olan ve MBL disinda kalan karbapenemazlarin var
olabilecegini diisiindliirmektedir. Bioassay ile imipenemaz aktivitesi gosteren on sus
imipeneme, bu on sustan ili¢li ise imipenemin yani sira meropeneme de direncli
bulunmustur. 18, 44 ve 47 no.lu suslar imipeneme direngli meropeneme duyarh
bulunurken, bu ii¢ susun bioassay sonuclari da imipenemaz pozitif, meropenemaz
negatiftir. Ayrica 9 ve 13 no.lu suslarda hem bioassay deneyi negatif hem de imipenem
ve meropenem duyarli bulunmustur. Tiim bu veriler bioassay deneyinin karbapenemaz
enzimlerinin varhig ile ilgili olarak dogru sonuclar verdigini gostermektedir. D sinifi
karbapenemazlar OXA tipi karbapenemazlardan olusmaktadirlar ve bunlar siklikla
OXA-1, OXA-2 ve OXA-10 tipi OXA’lardan koken almaktadirlar (127). Bizim
calismamizda da 4, 5, 10, 12, 15, 18, 44 ve 47 no.lu suslarda bioassay pozitifliginin yani
sira PCR’la da OXA-10 tiirevi enzimler de pozitif bulunmustur. Bu sonug¢ bu suslarda
OXA tipi karbapenemazlarin olabilecegini diisiindiirmektedir. 19, 20, 29, 39, 46 ve 50
no.lu suslar imipeneme duyarli bulunurken meropeneme direngli bulunmuslardir.
MexA-MexB-OprM efluks pompa proteinlerinin mutasyonel olarak hiperprodiiksiyonu
meropeneme karsi direng gelismesine neden olurken imipenem bu mekanizmadan
etkilenmemektedir (128). Bu alt1 susta efluks pompasina bagli olarak meropenem

direnci ortaya ¢ikmis olabilecegi varsayilmistir. Bunun yani sira OprD porin kaybi
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imipeneme karsi direng saglarken meropeneme direng gelisimine neden olmaz ancak
hassasiyetinde azalma saglayabilir (129). 8, 23, 24, 44, 45 ve 47 no.lu suslar
meropeneme duyarli kalirken imipenem direngli bulunmustur. Bu suslarda porin
kaybina bagli olarak imipenem direnci gelismis olabilir. Ayrica 39 no.lu sug imipenem
duyarli meropenem direngli olmasimin yani sira IEF ile 8.2 pl degerinde bir bant
gdstermistir ve ¢ift disk indiiksiyon yontemiyle de indiiklenebilir beta laktamaz (IBL)
varh@g saptanmustir. Yiiksek pl degeri ve IBL pozitifligi bu susta AmpC tipi beta
laktamaz pozitifligi olabilecegini diigiindiirmektedir. AmpC tipi beta laktamaz
enzimlerinin karbapenemler iizerine etkileri son derece az olmasma karsin, bu
enzimlerin asir1 liretimi dis membran porin degisikligi gibi bir diger mekanizma ile

birlestiginde karbapenem direncine yol acabilmektedir (31).

GSBL tespiti i¢in ¢ift disk sinerji yontemi yalnmiz K.pneumoniae, K.oxytoca,
E.coli ve P.mirabilis i¢in standardize edilmis oldugundan Pseudomonas’lar ve diger
gram negatif bakteriler icin c¢ift disk sinerji testi sonucu ancak “tahmini GSBL" olarak
yorumlanabilmektedir. Bu bakterilerde kesin GSBL sonucu, ileri molekiiler inceleme
gerektirmekte; bu ise rutin laboratuvarlarda yaygin olarak uygulanmadig i¢in, 6rnegin
Pseudomonas’larda, GSBL verileri simirli kalmaktadir. Antalya’da inan ve ark. (130)
2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 105 P.aeruginosa susunun 13’iinde (%12) ¢ift disk
sinerji yontemiyle GSBL pozitifligi saptamislardir.

Bu ¢alismaya alinan 50 ¢ogul direngli P.aeruginosa izolatinda ¢ift disk sinerji
testiyle (CDST) dokuz izolatta (%18) GSBL pozitifligi bulunurken, PCR yontemiyle 22
(%44) PER-1, 43 (%86) GES/IBC, 23 (%46) OXA-10 ve 14 (%28) OXA-2 olmak iizere
48 susta (%96) GSBL pozitifligi saptanmistir. Bu sonuclar P.aeruginosa’da GSBL
aragtirtlmasinda klasik CDST’nin yetersiz oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
CDST ile pozitif olan dokuz susun tiimiinde PCR yontemi ile de GSBL pozitifligi
saptanmustir. Bu sonuglar P.aeruginosa’da CDST nin yalanci pozitif sonu¢ vermedigini
ancak, yalanci negatif sonug verebilecegini gostermektedir. Bu durum P.aeruginosa’da
GSBL varlig1 agisindan CDST ile saptanan pozitifligin kabul edilebilir, negatifligin ise
kabul edilemez sonu¢ oldugunu diisiindiirmektedir. Fenotipik olarak GES tipi
enzimlerin saptanmasi i¢in kloksasilinli besiyerinde yapilan CDST ile ise dort susta
GES tipi enzim pozitifligi saptanmig, dort susun tiimii PCR yontemiyle GES/IBC pozitif
bulunmustur. Bununla birlikte GES/IBC pozitifligi PCR ile ¢ok daha yiiksek bulundugu
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icin bu fenotipik test sonucunu da pozitif bulundugunda kabul edilebilir, negatif
bulundugunda ise kabul edilemez olarak diistinmek gerekmektedir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada arastirilmis olan GSBL tipi beta laktamaz
enzimlerinden iilkemizde P.aeruginosa izolatlarinda yaygin olarak saptanan PER-1,
OXA-2 tirevi ve OXA-10 tirevi enzimler pozitif bulunmustur. Bunun yani sira
tilkemizde daha Once arastirilmamis olan GES/IBC tiirevi beta laktamaz enzimleri de
yiiksek oranda pozitif bulunmustur. Bu sonug bizim toplumumuzda da GES/IBC tiirevi

beta laktamaz enzimlerinin yaygin olabilecegini diisindiirmektedir.



50

KAYNAKLAR

. Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji. 1zmir: Barig Yaymevi; 1995. pp.161-
172.

. Baron EJ, Finegold SM. Diagnostic Microbiology. St. Louis: The C. V.
Mosby Company; 1990.pp.148-386.

Crragil P, Soyletir G, Sener B, Erturan Z. Kistik fibroz ve diger alt
solunum yolu infeksiyonlarinda izole edilen Pseudomonas aeruginosa
kokenlerinin gesitli antibiyotiklere duyarliliklari. Tiirk Mikrobiyol Cem
Derg 2002; 33:197-202.

Erdem B. Pseudomonaslar. i¢ginde Ustagelebi S, editdr. Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji. Ankara: Glines Kitabevi; 1999. pp.551-571.

. Vahaboglu H, Akhan SC. Pseudomonas aeruginosa ve diger
Pseudomonas tiirleri. I¢inde Topcu AW, Soyletir G, Doganay M.
Editorler. Infeksiyon Hastaliklart ve Mikrobiyolojisi Cilt 2. Istanbul:
Nobel Tip Kitabevi; 2002. pp.1608-1024.

. Brooks GF, Butel JS, Morse SA. Medical Microbiology.Stamford:
Twenty-First Edition; 1998.pp.231-236.

. May TB, Shinabarger D, Maharaj R, Kato J, Chu L, Devault JD,
Roychoudhury S, Zielinski NA, Berry A, Rothmel RK, Misra TK,
Chakrabarty AM. Alginate synthesis by Pseudomonas aeruginosa: a key
pathogenic factor in chronic pulmonary infections of cystic fibrosis

patients. Clin Microbiol Rev 1991; 4: 191-206.

Otkun M. Diger Enterik bakteriler ve Pseudomonas tiirleri. i¢inde Serter
D, Ertem E, Gokengin D. Editorler. Baslica Bakteriyel, Paraziter ve
Mikotik Enfeksiyon Hastaliklar. Izmir: Nobel Tip Kitabevi:1998.
pp.-253-263.

. Delden CU, Iglewski BH. Cell to cell signaling and Pseudomonas
aeruginosa infections. Emerg Infect Dis 1998; 4: 551-560.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

51

Bergman U, Scheffer J, Koller M, Schonfeld W, Erbs G, Miiller FE,
Konig W. Induction of inflamatory mediators (histamin and leukotrienes)
from rat peritoneal mast cells and human granulocytes by Pseudomonas

aeruginosa strains from burn patients. Infect Immun 1989; 57: 2187-

2195.

Que VJ, Woods DE. Alteration of lung structure and function by
Pseudomonas aeruginosa. Pathol Immunopathol Res 1987; 6: 93-102.

Colin D, Louis D, Bernillon J, Guinand M, Wallache J, Las A. Alkaline
protease and elastase in clinical strains of Pseudomonas aeruginosa:

quantification by immunochemical methods. FEMS Immun Med

Microbiol 1997; 18: 175-184.

Wick MJ, Frank DW, Storey DG, Iflewski BH. Identification of Reg B, a
gene required for optimal exotoxin a yields in Pseudomonas aeruginosa.

Mol Microbiol 1990; 4: 489-497.

Woods DE, Sokol PA, Bryan LE, Storey DG, Mattingly SJ, Vogel HJ,
Ceri H. In vivo regulation of virulence in Pseudomonas aeruginosa

associated with genetic rearrangement. J Infect Dis 1991; 163: 143-149.

Sokol PA, Iglewski BH, Hager TA, Sadoff JC, Cross AS, Mc Manus A,
Ferber BF, Iflewski WJ. Production of exoenzyme S by clinical isolates

of Pseudomonas aeruginosa. Infect Immun 1981; 34: 147-153.

Woods DE, Sokol PA. Use of transposon mutants to asses the role of
exoenzymes S in chronic pulmonary disease due to Pseudomonas

aeruginosa. Eur J Clin Microbiol 1985; 4: 163-169.

Yagcr A, Tunc Y, Soyletir G. Elastase and alkaline protease production
by Pseudomonas aeruginosa strains: comporasion of two procedures.

New Microbiol 2002; 25: 223-229.

Morihara K, Tsuzuki H. Production of protease and elastase by
Pseudomonas aeruginosa strains isolated from patients. Infect Immun

1997; 3: 679-685.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

52

Wretlind B, Paulovskis OR. Pseudomonas aeruginosa elastase and its

role in Pseudomonas infection. Rev Infect Dis 1983; 5: 998-1004.

Denton M, Wilcox MH. Antimicrobial treatment of pulmonary
colonization and infection by Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis

patients. J Antimicrob Chemother 1997; 40: 468-474.

Doig P, Paranchych W, Sastry PA, Irvin RT. Human buccal epithelial
cell receptors of Pseudomonas aeruginosa: identification of glycoproteins

with pilus binding activity. Can J Microbiol 1989; 35: 1141-1145.

Pitt TL. Lipopolysaccaride and virulence of Pseudomonas aeruginosa.

Antibiot Chemother 1989; 42: 1-7.

Dinwiddie R. Pathogenesis of lung disease in cystic fibrosis. Respiration

2000; 67: 3-8.

Mc Avoy MIJ, Newton V, Paull A, Morgan J, Gacesa P, Russel NIJ.
Isolation of mucoid strains of Pseudomonas aeruginosa from non-cystic-
fibrosis patients and characterisation of the structure of their secreted

alginate. J Med Microbiol 1989; 28: 183-189.

Schultz DR, Miiller KD. Elastase of Pseudomonas aeruginosa:
inactivation of complement-derived and phagocytic factors. Infect

Immun 1974; 10: 128-135.

Stapper AP, Narasimhan G, Ohman DE, Bakarat J, Hentzer M, Molin S,
Kharazmi A, Hoiby N, Mathee K. Alginat production affects
Pseudomonas aeruginosa biofilm development and architecture, but is

not essential for biofilm formation. J Med Microbiol 2004; 53: 679-690.

Bagge N, Shuster M, Hentzer M, Ciofu O, Givskov M, Greenberg EP,
Hoipy N. Pseudomonas aeruginosa biofilms exposed to imipenem
exhibit changes in global gene expression and B-lactamase and alginat

production. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 1175-1187.

Nivens DE, Ohman DE, Williams J, Franklin MJ. Role of alginate and
its O acetylation in formation of Pseudomonas aeruginosa microcolonies

and bioflms. J Bacteriol 2001; 183: 1047-1057.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

53

Wozniak DJ, Wyckoff TJA, Starkey M, Keyser R, Azadi P, O’Toole
GA, Parsel MR. Alginate is not a significant component of the
extracellular polysaccharide matrix of PA14 and PAO1 Pseudomonas

aeruginosa biofilms. Proceedings of National Academy of Science 2003;

100: 7907-7912.

Giil M, Sensoy A, Cetin B, Korkmaz F, Seber E. Hastane infeksiyonu
etkeni Pseudomonas aeruginosa suslarinda seftazidime duyarliliginin E-

test ve disk diffiizyon yontemleri ile arastirilmasi. 7iirk Mikrobiol Cem

Derg 2004; 34: 33-36.

Giilay Z, Taskiran Al, Kaplan O, Saylak MO. Beta-laktamazlar. DEU
Tip Fak Derg 2001; 12: 343-358.

Yoon SS, Cookley R, Lau GW, Lymar SV, Gaston B, Karabulut AC,
Hennigan RF, Hwang SH, Buettner G, Schurr MJ, Mortensen JE, Burns
JL, Speert D, Boucher RC, Hassett DJ. Anaerobic killing of mucoid
Pseudomonas aeruginosa acidified nitride derivatives under -cystic

fibrosis airway condution. J Clin Invest 2006; 116: 436-446.

Bal C. Toplum kokenli infeksiyonlarda gram negatif ¢omak direnci.

Ankem Derg 2006; 20: 278-281.

Oztiirk R. Antimikrobik ilaglara kars: diren¢ gelisme mekanizmalari ve
giinimiizde direng¢ durumu. Antibiyotik Kullanimi ve Eriskinde

Toplumda Edinilmis Enfeksiyonlar Sempozyum Dizisi 2002; 31: 83-100.
Giir D. B-laktamazlarin siniflandirilmasi. Flora 1996; 2: 80-86.

Livermore DM. B-lactamases in laboratory and clinical resistance. Clin

Microbiol Rev 1995; 8: 557-584.

Moellering RC. Meeting the challenges of beta-lactamases. J Antimicrob
Chemother 1993; 31: 1-8.

Bal C. Beta-laktamazlar: giincel durum. Flora 2003; 8: 111-23.

Mugnier P, Dubrous P, Casin I, Arlet G, Collatz E. A TEM-derived
extended-spectrum B-lactamase in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob

Agents Chemother 1996; 40: 2488-2493.



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

54

Bradford PA. Extended-spectrum beta-lactamase in the 21% century:
characterization, epidemiology and detection of this important resistance

threat. Clin Microbiol Rev 2001; 14: 933-951.

Matthew M, Harris A, Marshall M, Boss G. The use of analytical
isoelectrik focusing for detection and identification of beta-lactamases

J Gen Microbiol 1975; 88: 169-178.

Bush K. New beta-lactamases in gram-negative bacteria: diversity and
impact on the selection of antimicrobial therapy. Clin Infect Dis 2001;
32: 1085-1089.

Bush K. Characterization of beta-lactamases. Antimicrob Agents

Chemother 1989; 33: 259-271.

Livermore DM. Clinical significance of beta-lactamase induction and
stable derepression in gram-negative rods. Eur J Clin Microbiol Infect

Dis 1987; 6: 439-445.

Sanders CC, Sanders WE. Clinical importance of inducible beta-
lactamases in gram-negative bacteria. Eur J Clin Microbiol Infect Dis

1987; 6: 435-438.

Livermore DM. Interplay of impermeability and chromosomal -
lactamase activity in imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa.

Antimicrob Agents Chemother 1992; 36: 2046-2048.

Bennett PM, Chopora I. Molecular basis of beta-lactamase induction in

bacteria. Antimicrob Agents Chemother 1993; 37: 153-158.

Livermore DM. - lactamase-mediated resistance and opportunites for its

control. J Antimicrob Chemother 1998; 41: 25-41.

Papanicolaou GA, Medeiros AA, Jacoby GA. Novel plasmid- mediated
beta-lactamase (MIR-1) conferring resistance to oxyimino-and alpha-

methoxy beta-lactams in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae.

Antimicrob Agents Chemother 1990; 34: 2200-2209.

Nordmann P, Poirel L. Emerging carbapenemases in gram-negative

aerobes. Clin Microbiol Infect 2002; 8: 321-331.



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

55

Poirel L, Nordmann P. Carbapenem resistance in Acinetobacter
baumannii: mechanisims and epidemiology. Clin Microbiol Infect 2006;

12: 826-836.

Weldhagen GF, Poirel L, Nordmann P. Ambler class A extended-
spectrum B-lactamases in Pseudomonas aeruginosa: novel developments

and clinical impact. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 2385-2392.

Jiang X, Zhang Z, Li M, Zhou D, Ruan F, Lu Y. Detection of extended-
spectrum - lactamases in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa.

Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 2990-2995.

Heritage J, M’Zali FH, Binzi DG, Hawkey MP. Evolution and spread of
SHV extended B-lactamases in gram-negative bacteria. J Antimicrob

Chemother 1999; 44: 309-318.

Robin F, Delmas J, Archambaud M, Schweitzer C, Chanal C, Bonnet R.
CMT-type B-lactamase TEM-125, an emerging problem for extended-

spectrum P-lactamase detection. Antimicrob Agents Chemother 2006; 47:
2403-2408.

Yu WL, Chuang YC, Rasmussen JW. Extended-spectrum beta-
lactamases in Taiwan: epidemiology, detection, treatment and infection

control. J Microbiol Immunol Infect 2006; 39: 264-277.

Aktas Z, Goniillii N, Schneider I, Bal C, Bauerfeind A. Hastanede yatan
bir hastanin idrar 6rneginden izole edilen Escherichia coli susunda CTX-
M tipi genislemis spektrumlu beta-laktamazin tanimlanmasi. Mikrobiyol

Biilt 2005; 39: 421-429.

Lartigue MF, Poirel L, Heriter C, Tolin V, Nordmann P. First
description of CTX-M-15-producing Klebsiella pneumoniae in Turkey. J
Antimicrob Chemother 2003; 52: 315-316.

Moland ES, Black JA, Hossain A, Hanson ND, Thomson KS, Pottumarty
S. Discovery of CTX-M-like extended-spectrum [-lactamases in
Escherichia coli isolates from five U.S. States. Antimicrob Agents

Chemother 2003; 47: 2382-2383.



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

56

Hall LMC, Livermore DM, Giir D, Akova M, Akalin HE: OXA-11, an
extended-spectrum variant of OXA-10 (PSE-2) B-lactamase from a
Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 1993; 37: 1637-
1644.

Danel F, Frere JM, Livermore DM. Evidence of dimersation among
class D-beta-lactamases: kinetics of OXA-14 beta-lactamase. Biochim

Biophys Acta 2001; 1546: 132-142.

Danel F, Hall LMC, Gir D, Livermore DM. OXA-16, a further
extended-spectrum variant of OXA-10 p-lactamase from two

Pseudomonas aeruginosa isolates. Antimicrob Agents Chemother 1998;

42:3117-3122.

Danel F, Hall LMC, Giir D, Livermore DM. OXA-15, an extended-
spectrum variant of OXA-2 B-lactamase, isolated from a Pseudomonas

aeruginosa strain. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41: 785-790.

Danel F, Hall LMC, Duke B, Giir D, Livermore DM. OXA-17, a further
extended-spectrum variant of OXA-10 f-lactamase, isolated from
Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 1999; 43:1362-
1366.

Aubert D, Poirel L, Chevalier J, Leutard S, Pages JM, Nordmann P.
Oxacillinase-mediated resistance to cefepime and susceptibility to
ceftazidime in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother

2001; 45:1615-1620.

Vahaboglu H, Saribas S, Akbal H, Ozturk R, Yucel A. Activites of
cefepime and five other antibiotics against nosocomial PER-1-type
and/or OXA-10-type PB-lactamase-producing Pseudomonas aeruginosa

and Acinetobacter spp. J Antimicrob Chemother 1998; 42: 269-270.

Nordmann P, Naas T. Sequence analysis of PER-1 extended-spectrum
B-lactamase from Pseudomonas aeruginosa and comparison with class A

B-lactamases. Antimicrob Agents Chemother 1994; 44: 104-114.

Yong D, Shin JH, Kim S, Lim Y, Yum JH, Lee K, Chong Y,
Bauernfeind A. High prevalance of PER-1 extended-spectrum -



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

57

lactamase-producing Acinetobacter spp. in Korea. Antimicrob Agents

Chemother 2003; 47: 1749-1751.

Nordmann P, Ronco E, Naas T, Duport C, Briand YM, Labia R.
Characterization of a novel extended-spectrum p-lactamase from
Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 1993; 37: 962-

969.

Vahaboglu H, Ozturk R, Aygun G, Coskunkan F, Yaman A, Kaygusuz
A, Leblebicioglu H, Balik I, Aydi K, Otkun M. Widespread detection of
PER-1-type extended-spectrum [-lactamases among nosocomial
Acinetobacter and Pseudomonas aeruginosa isolates in Turkey: a

nationwide multicenter study. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41:

2265-2269.

Naas T, Bogaerts P, Bauraing C, Degheldre Y, Glupczynski Y,
Nordmann P. Emergence of PER and VEB extended-spectrum f-
lactamases in Acinetobacter baumannii in Belgium. J Antimicrob

Chemother 2006; 58: 178-182.

Quinteros M, Radice M, Gardella N, Rodriguez MM, Costa N,
Korbenfeld D, Cauto E, Gutkind G. extended-spectrum beta lactamases

in Buenos Aires, Argentina, public hospitals. Antimicrob Agents

Chemother 2003; 47: 2864-2867.

Aubert D, Naas T, Nordmann P. IS1999 increase expression of the
extended-spectrum B-lactamase VEB-1 in Pseudomonas aeruginosa. J

Bacteriol 2003; 185: 5314-5319.

Jiang X, Ni Y, Jiang Y, Yuan F, Han L, Li M, Lia H, Yang L, Lu Y.
Outbreak of infection caused by Enterobacter cloacae producing the
novel VEB-3 beta-lactamase in China. J Clin Microbiol 2005; 43: 826-
831.

Wachino J, Doi Y, Yamane K, Shibata N, Yagi T, Kubota T, Ito H,
Arakawa Y. Nosocomial spread of ceftazidime-resistant Klebsiella

pneumoniae strains producing a novel class A B-lactamase, GES-3, in a



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

58

neonatal intensive care unit in Japan. Antimicrob Agents Chemother

2004; 48: 1960-1967.

Walsh TR, Toleman MA, Hryniewicz W, Bennett PM, Jones RN.
Evolution of an integron carrying blayu., in Eastern Europa: report from
the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. J Antimicrob
Chemother 2003; 52: 116-119.

Poirel L, Brinas L, Fortineau N, Nordmann P. Integron-encoded GES-
type extended-spectrum [-lactamase with increased activity toward
aztreonam in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother

2004; 49: 3593-3597.

Weldhagen GF, Poirel L, Nordmann P. Ambler class A extended-
spectrum B-lactamases in Pseudomonas aeruginosa: novel developments

and clinical impact. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 2385-2392.

Poirel L, Naas T, Nordmann P. Pyrosequencing as a rapid tool for
identification of GES-type extended-spectrum f-lactamases. J Clin
Microbiol 2006; 44: 3008-3011.

Poirel L, Naas T, Nicolas D, Collet L, Bellais S, Cavallo JD,
Nordmann P. Characterization of VIM-2, a carbapenem-hydrolizing
metallo-B-lactamase and its plazmid and integron-borne gene from a

Pseudomonas aeruginosa clinical isolate in France. Antimicrob Agents

Chemother 2000; 44: 891-897.

Shibata N, Doi Y, Yamane K, Yagi T, Kurokawa H, Shibayama K, Kato
K, Arakawa Y. PCR typing of genetic determinants for metallo-f-
lactamases and integrases carried by gram-negative bacteria isolated in
Japan, with focus on the class 3 integron. J Clin Microbiol 2003; 41:
5407-5413.

Kaygusuz A, Ongen B, Giirler N, Toreci K. Imipenem direngli
Pseudomonas suglarinda saptanan diren¢ mekanizmalari. Ankem Derg

1998; 12: 56-62.

Murpy TA, Simm AM, Toleman MA, Jones RN, Walsh TR.

Biochemical characterization of the acquired metallo-B-lactamase



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

59

SPM-1 from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother

2003; 47: 582-587.

Lee K, Yum JH, Yong D, Lee HM, Kim HD, Docquier JD, Rossolini
GM, Chong Y. Novel aquired metallo-beta-lactamase gene, bla
(SIM-1), in a class 1 integron from Acinetobacter baumannii clinical
isolates from Korea. Antimicrob Agents Chemother 2005; 49: 4485-
4491.

Iyobe S, Kusadokoro H, Takahashi A, Yomoda S, Okubo T, Nakamura
A, O’Hara K. Detection of variant metallo-p-lactamase, IMP-10, from
two unrelated strains of Pseudomonas aeruginosa and an Alcaligenes

xylosoxidans strain. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 2014-2016.

Docquier JD, Riccio ML, Mugnaioli C, Luzzaro F, Endimiani A, Toniolo
A, Amicosante G, Rossolini GM. IMP-12, a New plasmid-encoded
metallo-B-lactamase from a Pseudomonas putida clinical isolate.

Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 1522-1528.

Toleman MA, Simm AM, Murphy TA, Gales AC, Biedenbach AC,
Jones RN, Walsh TR. Molecular characterization of SPM-1, a novel
metallo-B-lactamase isolated in Latin America: report from the SENTRY

Antimicrobial Surveillance Programme. J Antimicrob Chemother 2002;

50: 673-679.

Mendes RE, Toleman MA, Ribeiro J, Sader HS, Jones RN, Walsh TR.
Integron carriying a novel metallo-B-lactamase gene, blanp.16, and a
fused form of aminoglycoside-resistant gene aac(6’)-30/aac(6’)-1b’:

report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Programme.

Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 4693-4702.

Mendes RE, Castanheira M, Garcia P, Guzman M, Toleman MA, Walsh
TR, Jones RN. First isolation of blayiv. in Latin America: report from
the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. Antimicrob Agents
Chemother 2004; 48: 1433-1434.

Pournaras S, Ikonomidis A, Tzouvelekis LS, Tokatlidou D, Spanakis N,
Maniatis AN, Legakis NJ, Tsakris A. VIM-12, a novel plasmid-mediated



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

60

metallo-B-lactamase from Klebsiella pneumoniae that resembles a VIM-

1/ VIM-2 hybrid. Antimicrob Agents Chemother 2005; 49: 5153-5156.

Poirel L, Magalhaes M, Lopes M, Nordmann P. Molecular analysis of
metallo-f-lactamase gene blaspm.; surrouding sequences from
disseminated Pseudomonas aeruginosa isolates in Refice, Brazil.

Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 1406-1409.

Sader HS, Reis AO, Silbert S, Gales AC. IMPs, VIMs and SPMs: the
diversity of metallo-B-lactamase produced by carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa in a Brazilian hospital. Clin Microbiol Infect

2005; 11: 63-82.

Murpy TA, Simm AM, Toleman MA, Jones RN, Walsh TR.
Biochemical characterization of the aquired metallo-B-lactamase SPM-1
from Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47:

582-587.

Castanheira M, Toleman MA, Jones RN, Schmidt FJ, Walsh TR.
Molecular characterization of a B-lactamase gene, blagmm.1, encoding a
new subclass of metallo-B-lactamase. Antimicrob Agents Chemother

2004; 48: 4654-4661.

Clinical and Laboratory Standards Institue. Performance standards for

antimicrobial susceptibility testing, Sixteenth Informational Supplement.

CLSI document M100-S16, Pennsylvania, 2006.

Petropolou D, Tzanetou K, Syriopoulou VP, Daikos GL, Ganteris G,
Malamau LE. Evalution of imipenem/imipenem+EDTA disk method for
detection of metallo-beta lactamase producing Klebsiella pneumoniae

isolated from blood cultures. Microb Drug Res 2006; 12: 39-43.
http://www.lahey.org/studies

Giliner SK (2003) Pseudomonas aeruginosa’da porin direncinin
saptanmasi.  Istanbul  Universitesi Saghk Bilimleri  Enstitiisii,

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul .



61

99. Aktas Z, Poirel L, Salcioglu M, Bal C, Ang O, Nordmann P. PER-1 and
OXA-10 like beta lactamases in ceftazidime resistant Pseudomonas
aeruginosa isolates from intensive care unit patients in Istanbul, Turkey.

Clin Microbiol Infect 2005; 11: 193-198.

100. Howard C, Daal A, Kelly G, Schooneveldt J, Nimmo G, Giffard
PM. Identification and minisequensing-based discrimination of SHV in

nosocomial infection assosiated Klebsiella pneumoniae in Brisbane

Australia. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 659-664.

101. Migliavacco R, Docquie JP, Mugnailo C, Amicosante G, Daturi
R, Lee K, Rassolini GN, Pagoni L. Simple micro dilution test for
detection of metallo beta lactamase production Pseudomonas aeruginosa.

J Clin Microbiol 2002; 40: 4388-4390.

102. Pereira M, Perilli M, Mantengoli E, Luzzaro F, Toniola A,
Rassolini GN, Amicosante G. PER-1 extended-spectrum beta lactamase
production in an Alcaligenes faecalis clinical isolates resistant to

extended-spectrum sephalosporins and monobactams from a hospital in

Northem Italy. Microb Drug Res 2000; 6: 85-90.

103. Poirel L, Thomas IL, Naas T, Karim A, Nordmann P.
Biochemical sequence analyses of GAE-1, a novel class an extended-
spectrum beta lactamase and the class 1 Integron In52 from Klebsiella

pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 622-632.

104. Speldooren V, Heym B, Labia R, Chonoine MHN.
Discriminatory detection of inhibitor resistant beta lactamases in
Escherichia coli by single-standart conformation polymorphisim PCR.

Antimicrob Agents Chemother 1998; 42: 879-884.

105. Walsh TR, Toleman MA, Hurniewicz W, Bennett PM, Jones RN.
Evolution of an integron carriying blaym.2 in Eastern Europa: report
from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. J Antimicrob
Chemother 2003; 52: 116-119.

106. Weldhagen GF. Sequence-selective recognition of extended-

spectrum beta lactamase GES-2 by a competitive, peptide nucleic asid-



62

based multiplex PCR assay. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48:
3402-3406.

107. Wang CX, Mi ZH. Imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa
producing IMP-1 metallo-B-lactamases and lacking the outher-membrane

protein OprD. J Med Microbiol 2006; 55: 353-354.

108. Fiett J, Baraniak A, Mréwka A, Malgorzata F, Kawa ZD,
Naumiuk L, Samet A, Hryniewicz W, Gniadkowski. Molecular
epidemiology of acquired-metallo-p-lactamase-producing bacteria in

Poland. Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 880-886.

109. Tanir G, GOl N. Antibiyotik direnci. K/imik Derg 1999; 12: 47-
54.

110. http://www.aic.cuhk.edu.hk

111. Fidan 1, Giirelik FC, Yiksel S, Sultan N. Psecudomonas

aeruginosa suslarinda antibiyotik direnci ve metalo-beta-laktamaz siklig1.

Ankem Derg 2005; 19: 68-70.

112. Harris A, Viera CT, Venkatamaran L, DeGirolami P, Samore M,
Carmeli Y. Epidemiology and clinical outcomes of patients with
multiresistant Pseudomonas aeruginosa. Clin Infect Dis 1999; 28: 1128-

1133.

113. Nijssen S, Florijn A, Bonten MJM, Schmitz FJ, Verhoef J, Fluit
AC. Beta-lactam susceptibilities and prevalance of ESBL-producing

isolates among more than 5000 European Enterobacteriaceae isolates. J

Antimicrob Agents 2004; 24: 585-591.

114. Mimoz O, Elhelali N, Leotard S, Jacolot A, Laurent F, Samii K,
Petitjean O, Nordmann P. Treatment of experimental pneumonia in rats
caused by a PER-1 extended-spectrum B-lactamase-producing strain of

Pseudomonas aeruginosa. J Antimicrob Chemother 1999; 44: 91-97.

115. Poirel L, Weldhagen GF, Naas T, Champs T, Dove MG,

Nordmann P. GES-2 a class A [-lactamase from Pseudomonas



63

aeruginosa with increased hydrolisis of imipenem. Antimicrob Agents

Chemother 2001; 45: 2598-2603.

116. Giakkoupi P, Tzouvelekis LS, Tsakris A, Loukova V, Sofianou
D, Tzelepi E. IBC-1, a novel integron-associated class A B-lactamase
with extended-spectrum properties produced by an Enterobacter cloacae

clinical strain. Antimicrob Agents Chemother 2000; 44: 2247-2253.

117. Poirel L, Lebessi E, Castro M, Feure C, Foustoukou M,
Nordmann P. Nosocomial outbreak of extended-spectrum beta-lactamase
SHV-5-producing isolates of Pseudomonas aeruginosa in Athens,

Greece. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 2277-2279.

118. Neonakis IK, Scoulica EV, Dimitriou SK, Gikas Al, Tselentis
YJ. Molecular epidemiology of extended-spectrum beta-lactamases
produced by clinical isolates in a university hospital in Greece: detection

of SHV-5 in Pseudomonas aeruginosa and prevalence of SHV-12.

Microb Drug Res 2003; 9: 961-965.

119. Dubois V, Arpin C, Noury P, Andre C, Loure C, Qeentin C.
Prolonged outbreak of infection due to TEM-21 producing strains of

Pseudomonas aeruginosa and Enterobacteria in a nursing home. J Clin

Microbiol 2005; 43: 4129-4138.

120. Gibb AP, Tribuddharat C, Moore RA, Louie TJ, Krulicki W,
Livermore DM, Palepou MFI, Woodfard N. Nosocomial outbreak of

carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa with a new blapvp allele,

blanwp-7. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46: 255-258.

121. Aktas Z, Bal C, Midilli K, Poirel L, Nordmann P. First IMP-1-
producing Klebsiella pneumoniae isolate in Turkey. Clin Microbiol

Infect 2006; 12: 695-696.

122. Walsh TR, Toleman MA, Hryniewicz W, Bennett PM, Jones RN.
Evolution of an integron carriying blaym.2in Eastern Europe: report from
the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. J Antimicrob
Chemother 2003; 52: 116-119.



64

123. Toleman MA, Biedenbach D, Bennett DMC, Jones RN, Walsh
TR. Italian metallo-B-lactamases: a national problem? report from the
SENTRY Antimicrobial Surveillance Programme. J Antimicrob

Chemother 2005; 55: 61-70.

124. Bahar G, Mazzariol A, Koncan R, Mert A, Fontana R, Rossolini
GM, Cornaglia G. Detection of VIM-5 metallo-B-lactamase in a

Pseudomonas aeruginosa clinical isolate from Turkey. J Antimicrob

Chemother 2004; 54: 282-283.

125. Gacar GG, Midilli K, Kolayli F, Ergen K, Gundes S, Hosoglu S,
Karadenizli A, Vahaboglu H. Genetic and enzymayic properties of

metallo-B-lactamase VIM-5 from a clinical isolate of Enterobacter

cloacae. Antimicrob Agents Chemother 2005; 49: 4400-4403.

126. Sader HS, Castanheira M, Mendes RE, Toleman M, Walsh TR,
Jones RN. Dissemination and diversity of metallo-f-lactamases in Latin

America: report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program.

Inter J Antimicrob Agents 2005; 25: 57-61.

127. Livermore DM, Woodford N. Carbapenemase: a problem in
waiting? Curr Opin Microbiol 2000; 3: 489-495.

128. Livermore DM. Multiple mechanisims of antimicrobial resistance
in Pseudomonas aeruginosa: our worst nightmare? Clin Infect Dis 2002;

34: 634-640.

129. Pai H, Kim JW, Kim J, Lee JH, Choe KW, Gotoh N.
Carbapenem resistance mechanisms clinical isolates in Pseudomonas

aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 480-484.

130. Inan D, Saba R, Seyman D, Mamikoglu L. Hastane infeksiyonu
etkeni olan Pseudomonas aeruginosa suslarinda genislemis spektrumlu
beta-laktamaz varhginin arastirilmasi. Infeksiyon Derg 2004; 18: 293-
296.



65

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi NIGAR Soyadi CELIK
Dog.Yeri |AUGSBURG Dog.Tar. [30.05.1975
Uyrugu T.C. TC Kim No | 15197390926
Email ncelik@istanbul.edu.tr Tel 0212 8721972
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yii
Doktora
Yiik.Lis. 1.U. ISTANBUL TIP FAK. MiKR VE KLiN MIKR AD 2001
Lisans 1.U. CERRAHPASA TIP FAK. TIBBI BiYOLOJIK 1998

BILIMLER
Lise OZEL ORTADOGU LISESI 1993

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Y1)
‘ CERRAHPASA TIP FAK. COCUK
1. BIYOLOG SAGLIGI VE HAST. AD 1998-
MIKROBIYOLOIJI LAB.

2. -

3 -
Dilleri | Antamas | Komusma® | Vazmar | RIS OB
INGILIZE |IY] ORTA ORTA 51.250
ALMANCA |IYI Iyl Iyl
*Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 60.012 61.956 63.900
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Word Iyi
Microsoft Office Excel Iyi




