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OZET

CAKAR, A., Hacettepe Universitesi Hastaneleri’nde ayristirilan
Pseudomonas  aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamaz
enziminin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Programm
Doktora Tezi, Ankara, 2005. Pseudomonas aeruginosa hastane
enfeksiyonlarinin en basta gelen nedenlerinden biridir. P.aeruginosa’nin
pek c¢ok antibiyotige direncli olmasit tedavide ciddi bir sorun
yaratmaktadir. Metallo-beta-laktamaz enzimleri karbapenemlerin de
icinde bulundugu monobaktamlar hari¢ tiim beta-laktam antibiyotiklere
direng gelisiminden sorumlu enzimlerdir. Metallo-beta-laktamaz enzimini
kodlayan genler smif 1 integronlar igindeki gen Kkasetlerinde
bulunmaktadir. Gen kasetleri bolgeye 0zgii rekombinasyon sistemiyle
farkli integronlara tasinabilmekte, boylece diren¢ genlerinin bakteriler
arast yayilimina neden olmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, cesitli klinik
orneklerden ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamaz
enzimini fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirmaktir. Bu amacla,
seftazidim ve/veya imipenem direngli 110 P.aeruginosa izolat1 calismaya
alinmigtir. Calismaya alinan izolatlarin 66’sinda (%60) ¢oklu ila¢ direnci
gozlenmistir. Metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde bes fenotipik
test uygulanmis, ayrica imipenem hidrolizi deneyi gerceklestirilmistir.
Fenotipik test sonuclarini dogrulamak amaciyla iki primer seti
kullanilarak PCR analizi yapilmistir. PCR analiz sonuglarina gore,
calismaya alman 110 izolatin 11’inde metallo-beta-laktamaz geni
saptanmig, metallo-beta-laktamaz sikligi %1.5 olarak belirlenmistir.
Fenotipik testlerin metallo-beta-laktamaz tayininde yeterli olmadigi
goriilmekle birlikte, PCR sonucu ile en uyumlu testin kombine disk sinerji
testi oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: P.aeruginosa, metallo-beta-laktamaz, integron, gen

kaset
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Destekleyen Kurumlar: H.U.B.A.B. 03.D02.101.012

ABSTRACT

CAKAR, A., Identification of metallo-beta-lactamases in
Pseudomonas aeruginosa strains isolated in Hacettepe University
Hospitals by phenotypic and genotypic methods, Hacettepe
University Health Sciences Institute PhD Thesis in Microbiology,
Ankara, 2005. Pseudomonas aeruginosa is a leading cause of
nosocomial infections and is resistant to many antibiotics posing serious
problems for therapeutic regimens. Metallo-beta-lactamases are the
enzymes which cause resistance to all beta-lactam agents except
monobactams. Metallo-beta-lactamase genes are carried in gene casettes
located in classl integrons.Identification of metallo-beta-lactamase in
clinical microbiology laboratories is very important. The aim of this study
is to identify metallo-beta-lactamase enzyme in clinical P.aeruginosa
isolates by phenotypic and genotypic methods. For this purpose, 110
P.aeruginosa isolates resistant to ceftazidime and/or imipenem were
included in this study. Antibiotic susceptibility of the isolates and
presence of metallo-beta-lactamase production were investigated by
phenotypic and genotypic tests. From a total of 110 P.aeruginosa isolates,
66 (60%) were found multiple drug resistant. For identification of
metallo-beta-lactamase, five phenotypic tests were performed. Also crude
extract of isolates were tested for the presence of EDTA-inhibitable
carbapenemase activity revealed the presence of imipenemase activity. In
order to confirm the results of phenotypic tests, PCR analysis were
performed. According to the PCR analysis 11 isolates were found
metallo-beta-lactamase positive, and the prevelence of metallo-beta-
lactamase was determined as 1.5%. Although phenotypic tests are not
sufficient to detect metallo-beta-lactamase phenotypically, according to
the PCR analysis, the most suitable test which can be used is combined
disk diffusion test. The results of this study reveal that metallo-beta-

lactamase are prevalent among P.aeruginosa isolates.
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GIRIS

Beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncte en onemli mekanizma bu
antimikrobiyal ajanlarin  beta-laktamazlar tarafindan hidrolize edilmesidir.
Karbapenem grubu antibiyotikler diger beta-laktam ajanlara gore daha genis substrat
profiline sahip olmalari, ¢ogu serin beta-laktamazlar tarafindan hidroliz olmamalari
nedeniyle tedavide tercih edilen ajanlardir. Ancak penisilin ve sefalosporinlerin yani
sira karbapenemleri de hidroliz edebilen beta-laktamazlar bulunmaktadir.
Karbapenemleri hidroliz edebilen en 6nemli enzimler simif B’de yer alan metallo-
beta-laktamazlardir. P.aeruginosa ve Acinetobacter spp gibi nonfermenter
bakterilerde saptanan metallo-beta-laktamazlar son yillarda Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinde de saptanmaya baslanmustir. Aktif bolgelerinde cinko iyonu bulunan,
beta-laktamaz inhibitorleriyle inaktive olmayan ve genis substrat profiline sahip olan
metallo-beta-laktamazlar1 kodlayan genler kromozom veya plazmit lizerinde bulunan
integronlar icindeki gen kasetlerinde bulunmaktadir. Integronlarin plazmit veya
transpozon araciligiyla bakteriden bakteriye tasindigi saptanmistir. Metallo-beta-
laktamaz genlerini tasityan gen kasetleri smif 1 integronda tasinmaktadir.
Nonfermenter bakterilerde ve gram negatif basillerde en sik bulunan integronlar sinif
1 integron olup metallo-beta-laktamaz genleri disinda aminoglikozit, sulfonamit,

antiseptik ve dezenfektanlara direnci kodlayan gen kasetlerini de tasiyabilmektedir

(1).

Japonya’da 1991 yilinda bir P.aeruginosa izolatinda metallo-beta-laktamaz
saptanmis ve ilerleyen yillarda 6nceleri Japonya basta olmak {izere Asya iilkelerinde
daha sonra Avrupa ve Latin Amerika iilkelerinde metallo-beta-laktamaz iireten
izolatlar rapor edilmeye baslanmustir (2). Ulkemizde metallo-beta-laktamaz ilk kez
bir P.aeruginosa izolatinda saptanmis ve 2004 yilinda rapor edilmistir (3). IMP,
VIM, SPM ve GIM olmak {izere dort grup metallo-beta-laktamaz enzimi
bulunmaktadir. SPM disinda diger enzimleri kodlayan genlerin integronda tasiniyor
olmas1 karbapenem direncinin yayilimini kolaylastirmaktadir. Diren¢ yayilimini
sinirlamak ve tedaviye yon vermek amaciyla metallo-beta-laktamazlarin rutin

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tespit edilmesi gerekmektedir. Ancak halen rutin



mikrobiyoloji laboratuvarlarinda giivenirliligi onaylanmis ve standardize edilmis bir

test yoktur (4).

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Hastaneleri'nde 1998-2004 yillari
arasinda cesitli klinik orneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinda metallo-beta-
laktamaz varligin1 arastirmak ve metallo-beta-laktamaz tayininde kullanilabilecek
fenotipik testleri karsilastirmak amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
caligmaya alinan izolatlara metallo-beta-laktamaz tanimlamasinda kullanilan
fenotipik testler uygulanmis, sonuclar molekiiler test olan polimeraz zincir

reaksiyonuyla dogrulanmastir.



GENEL BILGILER

2.1 Pseudomonas aeruginosa

Klinik ag¢idan 6nem tasiyan aerob, gram-negatif basillerin %10 -%15’ni
aerop, nonfermenter bakteriler olusturmaktadir. Bu grup igerisinde yer alan
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda

enfeksiyonlara neden olabilen, 6nemli bir firsat¢1 patojendir (5).

2.1.1 Morfoloji, Biyokimyasal ve Kiiltiir Ozellikleri

Gram-negatif, 1-3 pum boyunda, 0.5-1 um eninde olan bu bakteri,
Pseudomonadaceae ailesi igindeki en patojen tiirdiir. Kiiltiirlerde piyosiyanin adi
verilen ¢oziiniir fenazin pigmenti iiretmesi en Onemli 6zelliklerinden biridir.
Piyosiyanin diginda bakteri kirmizi pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten
sorumlu piyomelanin veya sari-yesil ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin
pigmenti icerebilir. Piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin bulundugu bakteri
izolatlar1 kiiltiir ortaminda yesil-mavi koloniler olusturur (6).

Pek c¢ok karbon kaynagimi kullanabilmesi P. aeruginosa’ya kompleks
besiyerlerinin yan1 sira basit besiyerlerinde de {iireyebilme avantaji saglar.
Kiiltiirlerde degisik koloni morfolojilerinde goriilebilir. Bakterinin bazi tiirlerinin
sentezledigi bir tiir hiicre dis1 polisakkarit olan aljinat koloniye mukoid 06zellik
vermektedir. Kronik obstriiktif pulmoner hastaligi olan hastalardan, iiriner katatere
baglh kronik enfeksiyonlardan ve kistik fibrozisli hastalardan ayristirilan izolatlar
siklikla mukoid koloni (M koloni) tipi olusturmaktadir. Cevreden ve hastane
enfeksiyonlarindan ayristirilan izolatlar genellikle mukoid koloniler olusturmazlar.
Mukoid olmayan suslar diisiik miktarda alginat olusturmalar1 nedeniyle R koloni
veya [-hemolizli S koloni seklinde gozlenmektedir. P.aeruginosa zorunlu aerop
olmakla birlikte nitrat iceren ortamlarda nitrati son elektron alicis1 olarak
kullanabildigi i¢in anaerop kosullarda da iireyebilmektedir. Diger bir 6zelligi olan

42°C’de ireyebilmesi ile P.putida ve P. fluorescens’ den ayrilir. P.aeruginosa,



oksidaz pozitif 6zellikte olup karbonhidratlar1 fermente edememekle birlikte glukoz,

fruktoz, ksiloz gibi sekerlerlerden asit olusturabilmektedir (7).

2.1.2 Epidemiyoloji

P.aeruginosa ilk kez 1960’ 11 yillarda immiin sistemi baskilanmis hastalarda,
yanikli hastalarda ve kistik fibrozisli hastalarda enfeksiyona yol a¢gmasi nedeniyle
onemli bir insan patojeni olarak kabul edilmistir. Halen akciger, kan ve iiriner sistem
kaynakli nozokomiyal bakteriyel enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Coklu antibiyotik direncine sahip olabilmesi bu bakterinin
Onemini daha da arttirmaktadir (8).

Hastane disinda toprakta, suda ve bitkilerde bulunabilen P.aeruginosa
saglikli insanlarda kolonize olabilmektedir. Distile suda ¢6ziinmiis karbondioksiti,
stlfiiri, demir ve divalan katyonlar1 karbon ve gerekli besin kaynaklar1 olarak
kullanabilmesi, 45-50°C’de iireyebilmesi bakteriye cevre kosullarinda canliliginm
siirdiirebilme ve c¢ogalabilme yetenegini saglamaktadir. Toplumdan kazanilan
enfeksiyonlarda kaynak genellikle nemli ortamlardir. Deri enfeksiyonlari, iilseratif
keratit, eksternal otit, tirnak enfeksiyonlari, endoftalmit ve endokardit toplumdan
kazanilmis enfeksiyonlara ornek olarak verilebilir. P.aeruginosa kolonizasyonu,
saglikli kisilerin bogazinda, nazal mukozada ve deride %7, diskida ise %24 olarak
saptanmaktadir (9,10).

P.aeruginosa hastane ortaminda hastalarin aksilla, kulak, perineum gibi nemli
bolgelerinde, ayrica lavabo, tuvalet, dus bas1 gibi cansiz nemli ortamlarda iireyerek
kaynak olusturabilir. Ayrica su ile temas eden solunum cihazlari, temizleme
soliisyonlar1 gibi hastane ekipmanlarinda da iireyebilmektedir. P.aeruginosa saglikli
kisilerin florasinda az miktarda da olsa bulunabildigi icin bu kisiler yogun bakim
initelerine yattiklar1 zaman endojen P.aeruginosa ciddi enfeksiyonlarin kaynagini
olusturabilmektedir. P.aeruginosa’ya bagli hastane enfeksiyonlar1 genellikle
mekanik ventilasyon yapilan olgularda, yanik olgularinda, kemoterapi veya cerrahi
girisimde bulunulan hastalarda gelismektedir (11,12). P.aeruginosa’ya bagh gelisen
hastane enfeksiyonlarinin insidansinda son 30 yilda degisim olmadig tespit
edilmistir. Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Sistemi biinyesinde 1992-1997

yillar1 arasinda yapilan arastirmada, P.aeruginosa  bakteriyemi olgularinin



%3’iinden, pnomonilerin %21’inden ( en sik izole edilen etken), {iriner sistem
enfeksiyonlarinin %10’undan (en sik izole edilen 4. etken), goz, kulak, burun, bogaz
enfeksiyonlarinin %13’tinden (en sik izole edilen 3. etken) ve kardiovaskiiler

enfeksiyonlarin %5’inden izole edilmektedir (13).

2.1.3 Viriilans Faktorleri

P.aeruginosa pek cok viriilans faktoriine sahiptir. Viriilans faktorlerinin rolii
ve Onemi, dogal ve kazanilmis bagisik yanit ve enfeksiyonun olustugu viicut bolgesi
gibi baz1 konak faktorleri tarafindan etkilenir. Viriilans faktorleri ile konak faktorleri

arasindaki bu denge enfeksiyonun hafif veya agir gegmesini belirleyen kriterdir.

2.1.3.1 Konak Faktorleri

Enfeksiyon hastaligi gelisiminde kisinin immiin durumu biiyilk Onem
tasimaktadir. Biitlinliigli korunan deride enfeksiyon hastaligi meydana gelmezken,
yara veya yanik bolgesine yerlesen bakteri bu bolgelerde ¢ogalarak kana gecebilir.
Mukozal bariyer fonksiyonlarinin kayb1 P.aeruginosa’yr 6énemli bir patojen haline
getirmektedir. Gozde korneal mukoza ve epitel yiizeyde meydana gelen fiziksel hasar
bakteri i¢in firsat olusturmaktadir. Benzer sekilde gastrointestinal sistem ve
orofarenks normal florast ile mukus, enfeksiyonlara karsi koruyucu rol {iistlenir.
Dogal bagisiklik sisteminin bu 6nemli Ogeleri kanser kemoterapisi, antibiyotik
kullanimu, iist solunum yolunda endotrakeal tiip kullanimi gibi nedenler ile hasara
ugrayabilir ve bu nedenle dogal bagisiklik sistemi gorevini yerine getiremez.
Mukozal yiizeylerde ve kanda bulunan kompleman ve kollektinler gibi ¢oziiniir
faktorler opsonizasyonun meydana gelmesini saglayarak fagositozun etkisini
arttirmaktadir. Bu ¢oziiniir faktorlerdeki cesitli nedenlerle ortaya cikabilecek
bozukluklar konagi bakteri karsisinda zayif duruma disiiriir. Konak savunma
mekanizmasinda 6nemli etmenlerden olan IL-1, TNF-a, 1L-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-
18, TGF-B ve nitrik oksit gibi sitokin, kemokin ve oksijen radikalleri, bir taraftan
enfeksiyonun iistesinden gelmeye calisirken diger taraftan patojenin yogunluguna
bagl olarak enflamasyona yol acar ve doku hasarina neden olabilirler. Dogal olarak

bagisiklik sisteminde 6nemli bir yer tutan mediyatorlerin daha az ortaya ¢cikmasina



neden olan faktorler, enfeksiyonu kolaylastirabildigi gibi daha az enflamasyona

neden olarak enfeksiyonun kroniklesmesine yol agabilir (14).

2.1.3.2 Bakteriyel Faktorler

Adezinler: P.aeruginosa’da yiizeylere tutunmada rol alan pek ¢ok adezin
mevcuttur. Bakterinin u¢ kisimlarinda bulunan pili, konak dokulara adezyondan
sorumlu oldugu gibi abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda rol alan faktorlerden
biridir. Bakteride bulunabilen tek polar flajel hareket ve adezyondan sorumlu olup
cevreden ve hastane enfeksiyonlarindan izole edilen izolatlarda ¢ogunlukla
bulunurken, kistik fibrozisli hastalardan ve kronik enfeksiyonu olan hastalardan izole
edilen izolatlarin cogunda bulunmamaktadir. Dig membran proteinlerinden OmpF
bakterinin memeli hiicrelerde bulunan heparin proteoglikani bir reseptor olarak
kullanmasim saglar. Bu adezinlere ek olarak P.aeruginosa’nin hiicrelere baglanmada
kullandig1 diger adezinler arasinda lipopolisakkarit, PA-IL ve PA-IIL gibi lektin
benzeri molekiiller de sayilabilir (15,16,17) .

Proteazlar: LasA proteaz, elastaz, alkalin proteaz ve proteaz IV
P.aeruginosa’da bulunabilen proteaz cesitleridir. Genel olarak proteazlar, hiicrelere
sitotoksik etki gosterir ve doku yapilarinin degradasyonuna yol agar (18).

Lipopolisakkarit: P.aeruginosa izolatlarinda bulunan uzun “O” yan
zincirleri komplemanin litik etkisini 6nlemektedir (19).

Demir alimi: Demir seviyesi P.aeruginosa’ da Krebs siklusu ve oksidatif
stres altinda canliligim siirdiirebilmesi icin gerekli genlerin regiilasyonu gibi cesitli
fonksiyonlarin olusmasinda 6nem tagimaktadir. Ayrica demir seviyesi viriilansta rol
oynayan genlerin regiilasyonunda da onemli bir yere sahiptir. Bakteride piyoverdin
ve piyoselin pigmentlerinin kullanildig iki demir alim sistemi bulunmaktadir (20).

Toksinler: P.aeruginosa farkli fonksiyonlara sahip cesitli toksinler
tiretebilmektedir. Ekzotoksin A major hiicresel toksin olup, protein sentezini inhibe
ederek lokal ve sistemik patolojide rol alan bir toksindir. Iliml1 faj tarafindan kontrol
edilen sitotoksin nadir susta goriilmektedir (21). Fosfolipaz C, eritrosit hemolizi,
fosfotidilkolin ve spingomyelin hidrolizine neden olurken, hemolitik olmayan

fosfolipaz C fosfotidilkolin ve fosfotidilserin hidrolizine neden olmaktadir (22).



Diger bir toksin olan rhamnolipid ise, eritrositlerin hemolizine neden olurken ayn
zamanda hiicre duvarim da parcalayabilme 6zelligine sahiptir (23).

Tip III sekresyon sistemi: Ekzoenzim S, ekzoenzim T, ekzoenzim U ve
ekzoenzim Y olmak iizere dort proteinden olusan bu sistem ©karyotik hiicrelere
bakteriyel toksinlerin direk enjeksiyonunu saglamaktadir. Bu sistem protein sentezi
tizerine etki gostererek hiicrenin iskelet sistemini bozmakta, akut enfeksiyon gegiren
hastalarda mortalitenin artmasina neden olmaktadir (24).

Piyosiyanin: P.aeruginosa’ nin iirettigi pigmentlerden biri olan piyosiyanin
ozellikle akcigerde epitel ve endotel hiicre hasarindan kismen sorumludur.
Piyosiyanin hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi oksijen radikalleri iireterek hiicreye
zarar verir. Ayrica nazal sillialarin fonksiyonunun bozulmasina neden olur.
Piyosiyanin memeli hiicresi tarafindan oksijen radikallerini notralize etmek icin
olusturulan katalaz aktivitesini inhibe eder (25).

“Quorum-sensing”’(QS): “Quorum-sensing” bakterinin ¢evresinde bulunan
kendi tiiriine ait popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan bir sistemdir. Bakteri
popiilasyonu belirli bir yogunluga ulastiginda ©6zel sinyal molekiilleri sayesinde
bakterinin metabolizmasinda birtakim degisikliklere neden olmakta ve bazi genlerin
ekspresyonu meydana gelmektedir. P.aeruginosa’ da simdiye kadar tanimlanmis iki
QS sistemi bulunmaktadir. Bu sistemler P.aeruginosa’ da viriilanstan sorumlu
genlerin ekspresyonunda rol oynamaktadir. QS sistemi tarafindan regiile edilen
viriilans faktorleri arasinda elastaz, alkalen proteaz, hemolizin, rhamnolipid ve
ekzotoksin A sayilabilir. Bu sistem ayni1 zamanda P.aeruginosa’ nin patogenezinde
son derece dnemli olan biyofilm olusumunda da rol oynamaktadir (26).

Biyofilm olusumu: P.aeruginosa Ozellikle kistik fibrozis hastalarinin
akcigerlerinde biyofilm olusturma 6zelligine sahiptir. Biyofilm olusumu bakterinin
kat1 yiizeye tutunmasiyla baslar. Bu asamayi takiben bakteri bir taraftan hizla
cogalmaya, diger taraftan ekzopolisakkaritten ibaret bir kilif olusturmaya baslar.
Biyofilmi olusturan bakteriler fenotipik ve metabolik olarak degisime ugradiklari i¢in

cevre kosullarina ve antibiyotiklere direncli hale gelir (27).



2.1.4 P.aeruginosa’nin Neden Oldugu Enfeksiyon Hastaliklar:

Endokardit: P.aeruginosa intravenoz ilag kullananlarin dogal kalp
kapaklarinda ve protez kapaklarinda enfektif endokardite neden olur.

Solunum sistemi enfeksiyonlari: P.aeruginosa ile alt solunum yolu
enfeksiyonlar1 daha cok, konagin lokal solunum ve sistemik savunmasinda hasar
oldugunda goriiliir. Pseudomonas kaynakli kronik akciger enfeksiyonlari, anormal
solunum yollar1 sekresyonunun oldugu genetik bir hastalik olan kistik fibrozisli
hastalarda siklikla ortaya ¢ikmaktadir.

Bakteriyemi: P.aeruginosa bakteriyemisi, hastanede kazanilan primer gram
negatif bakteriyemiler icinde dordiincii sikliktadir. Primer enfeksiyon bdlgeleri
solunum, gastrointestinal ve iiriner yollar, deri ve yumusak dokular, damar ve ¢evresi
odaklardir.

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari: P.aeruginosa menenjit ve beyin
abselerine yol acar. P.aeruginosa kanser hastalarinda Listeria monocytogenes’ den
sonra ikinci siklikta menenjit etkeni, Escherichia .coli’ den sonra ikinci siklikta beyin
apsesi etkeni olarak bulunmustur.

Kulak enfeksiyonlari: P.aeruginosa, cok nadir olarak saglikli goriinen
bireylerin kulaginda bulunabilir. Ancak zedelenme, enflamasyon veya basit olarak
nemlilik yaratan ortamlarda dis kulak yoluna yerlesir. Ayrica orta kulak enfeksiyonu
veya dis kulak yolu enfeksiyonlarindan sonra mastoidit gelisebilir. Bu hastalarin
cogunda diabetes mellitus veya bagisiklik sistemini etkileyen baska bir hastalik
bulunmaktadir.

Goz enfeksiyonlari: P.aeruginosa, bakteriyel kornea iilseri, keratit ve
endoftalmite sik neden olan etkenlerdendir.

Kemik ve eklem enfeksiyonlari: Enfeksiyon dogrudan kemik ve eklemlerde
baslar ya da kan yoluyla yayilim olur. Kan kaynakli enfeksiyonlar ila¢ bagimlilarinda
siktir. Cerrahi uygulamalar ve yumusak doku enfeksiyonlari sonucunda da siklikla
P.aeruginosa’ya baglh kemik ve eklem enfeksiyonlar1 gelisir.

Uriner enfeksiyonlar: Genellikle hastanede kazanilir. Uriner kateterizasyon,
cerrahi ve bobrek transplantasyonu ile iliskilidir. Hastanede kazanilmais iiriner sistem
enfeksiyonlarinin ~ %11,7’sinden sorumlu olan P.aeruginosa , E.coli ve

enterokoklardan sonra ii¢iincii siklikla izole edilen etkendir.



Gastrointestinal enfeksiyonlar: P.aeruginosa cocuklarda orta siddette
diyareye neden olurken bebeklerde daha agir tablolara, oOldiiriicii nekrotizan
enterokolite neden olabilir.

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari: P.aeruginosa’ya bagh bakteriyemi
sirasinda tipik olarak ektima gangrenosum denilen deri lezyonlar1 gelisebilir.
Ayrica bakteriyemi sirasinda derialti nodiilleri, derin apseler, seliilit, vezikiiler veya
piistiiler lezyonlar, biiller goriilebilir. Yatkinlik yaratan durumlar yanik, travma,

dekubit iilserleri ve dermatitlerdir (28,14).

2.1.5 Laboratuvar Tanisi

P.aeruginosa izolasyonunda alinacak oOrnek, enfeksiyonun yerine gore
degismek iizere balgam, idrar, pily, beyin omurilik sivisi, yamik siiriintiileri vb.
olabilir. P.aeruginosa’y1 kiiltiirde tiretmek amaciyla %5 koyun kanli agar ve secici
bir besiyeri olan MacConkey agar kullanilmaktadir. Koloni morfolojisi, varsa
pigment olusumu ve {izim benzeri kokusuyla c¢ogu =zaman kolaylikla
tanimlanabilmektedir. Koloniler genellikle basik, R koloni formundadir. Ancak S
koloni veya M koloni formunda koloni varyantlar1 da olusturabilmektedir. M koloni
varyantlar1  genellikle  kistik  fibrozisli  hastalarin  balgam  Orneklerinde
tanimlanmaktadir. Oksidaz pozitif olmasi, ii¢ sekerli demirli besiyerinde fermentatif
etki gostermemesi, 42°C’da iireyebilmesi ve Mueller-Hinton agarda c¢ogunlukla
pigmentinin gozlenmesi tan1 koydurucu oOzelliklerdir. Pigment olusturmayan
P.aeruginosa suglar1 da bulunabilmektedir. Bu suslarin tanimlanmasi amaciyla
glukoz oksidasyonu, asetamit hidrolizi ve nitratlarin nitrojen gazina rediiksiyonu
testleri yapilarak tan1 konmaktadir. Rutin laboratuvarlarda uygulanan konvansiyonel
biyokimyasal testlerin yaninda tanimlamada kullanilabilen ticari otomatize sistemler
de bulunmaktadir. Bu sistemler tanimlamayr ortalama %90 dogru yapmakta ve
sonuglar 4-48 saatte alinabilmektedir (29).

2.1.6 P.aeruginosa Enfeksiyonlarimin Tedavisi

P.aeruginosa ile gelisen enfeksiyonlarda, bakterinin hizla direng
gelistirebilme olasiligi ve tedavide yeterince basari saglanamamasit nedeniyle
tedavinin tek bir antimikrobiyal ajan kullanilarak yapilmasi onerilmemektedir. En sik

tercih edilen aminoglikozit ile penisilin grubundan bir ajanin kombine edilerek
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kullanilmasidir. P.aeruginosa’ ya etkili olan diger ajanlar arasinda sefalosporinler,
aztreonam, imipenem ve siprofloksasin sayilabilir. Sefalosporin grubu ajanlar i¢cinde
seftazidim, sefoperazon ve sefepim P.aeruginosa’ ya en etkili olan tiirevlerdir.
Ancak P.aeruginosa’ nin duyarlhlik paterninin cografik degisim gostermesi nedeniyle

tedavi Oncesi mutlaka duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir (18,14).

2.2 P.aeruginosa’ da ila¢ Direnci

Son yillarda yapilan calismalarin sonuglarina gére Enterobacteriaceae ailesi,
Acinetobacter tiirleri ve P. aeruginosa’ da saptanan kinolon direnci ve genis
spektrumlu  beta-laktam  ajanlara  karsi  gelisen diren¢ nedeniyle bu
mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde biiyilk zorluklar
yasanmaktadir. Latin Amerika iilkelerini kapsayan ¢ok merkezli bir calismada, 5
yillik siire i¢inde karbapenemlerin de i¢inde bulundugu antipseudomonal ajanlara
kars1 direncin yillara gore artis gosterdigi ve diren¢ oraminin %40’ a ulastigi
belirlenmistir (30).

P.aeruginosa’ da pek cok antibiyotige karsi intrinsik diren¢ bulunmaktadir.
Bu intrinsik coklu ila¢ direncinin nedenleri arasinda; ilag attm pompalari, dis
membran gecirgenliginin diisiik olmast ve kromozomal indiiklenebilir ya da
dereprese AmpC beta-laktamaz enzimlerinin varlig1r sayilabilir. P. aeruginosa’da
beta-laktam ajanlara, ozellikle karbapenemlere karsi direncte rol alan en 6nemli

kazanilmis diren¢ mekanizmasi ise metallo-beta-laktamazlardir(MBL) (31).

2.2.1 Atim Pompalar

Coklu ilag direncine neden olan mekanizmalardan biri ila¢ attm pompalaridir.
P.aeruginosa’ da 12 ila¢ atim pompasi olup, su anda alt1 tanesi tanimlanmustir.
Tanimlanmis ila¢ atim pompalar1 ve hedef aldiklar1 antibiyotikler Tablo 2.1°de

verilmektedir.
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Tablo 2.1 P.aeruginosa’da tammmlanms ila¢ atim pompalar1 ve hedef

aldiklar antibiyotikler

Atimpompas1 | Hedef antibiyotik Referans
MexAB-OprM | Beta-laktam,kinolon, kloramfenikol,tetrasiklin, trimetoprim- | 41,42
sulfametoksazol
MexCD-OprJ Sefpirom, kinolon, kloramfenikol, tetrasiklin 36, 47
MexEF-OprN Imipenem, kinolon, tetrasiklin 41, 48
MexXY Aminoglikozit, tetrasiklin, makrolit 49, 50
MexJK ? 49, 50
MexGHIOpmD | ? 49, 50

Uzerinde en fazla calisilan ilag atim pompasi MexAB-OprM sistemidir.
mexAB-OprM operonu iic pompa alt birimini kodlamaktadir. MexB intrinsik ic
membran proteinidir. MexA i¢ membrana bagl periplazmik bir lipoproteindir. OprM
ise dis membranda bulunan bir lipoproteindir (32,33). MexB’nin gorevi ilaci
sitoplazmik membrandan disar1 atmaktir. MexA, MexB ile dis membranda bulunan
OprM arasinda koprii gorevi gormektedir. MexA proteinini kodlayan genin iizerinde
mexR gen bolgesi bulunmaktadir (34). MexR proteini 147 aminoasitten olusmakta
olup mexAB-OprM operonunun operator bolgesine baglanarak ila¢ attim pompasinin
transkripsiyonunu engellemektedir (35,36). mexR geninin farkli bolgelerinde
meydana gelebilecek tek bir nokta mutasyonu, MexR’ nin pompa {iizerindeki
inhibitor etkisini ortadan kaldirmakta ve ila¢ attim pompasinin aktif olarak isledigi
nalB mutantlarin ortaya c¢ikmasimma neden olmaktadir (37,38,39).Yapilan bir
calismada tedavi oncesi duyarli olan P.aeruginosa izolatlarindan bir kisminin tedavi
sonunda direngli hale geldikleri belirlenmis, direng¢ gelisen izolatlarin bir kisminda
ilag attim pompasinin aktif hale geldigi saptanmistir. Bu bulgu, tedavi sirasinda
mutantlarin se¢ildigine isaret etmektedir (40). MexAB-OprM ila¢ atim pompasi,
basta beta-laktam ajanlar olmak iizere kinolon, kloramfenikol, tetrasiklin ve
trimetoprim-sulfametoksazol direncine de neden olmaktadir (41,42). MexAB-OprM
sistemi aktif olan suslarin, meropenemin de i¢inde bulundugu pek ¢ok antibiyotige

direncli olduklar1 halde imipeneme kars1 direng gelistirmedikleri tespit edilmistir. Bu
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farkin en Onemli nedeni ilag atim pompasinin substrat profilinden
kaynaklanmaktadir. Meropenemin ikinci pozisyonunda hidrofobik yan zincir
bulunmakta olup, ila¢ atim pompasi icin uygun bir substrattir. Imipenem ise ikinci
pozisyonunda bulunan hidrofilik yan zinciri nedeniyle MexAB-OprM sisteminin
substrat1 degildir (43,44,45).

P.aeruginosa’ da tanimlanmis diger ila¢ atim pompalarindan biri de MexCD-
Opr] sistemidir. Bu sistemi negatif yonde regiile eden gende meydana gelen
mutasyonla nfxB mutantlar olugmaktadir (46). MexCD-Opr] sistemi oOzellikle
sefpirom, kinolon, kloramfenikol ve tetrasikline diren¢ gelisiminden sorumludur
(36,47). Diger bir sistem olan MexEF-OprN sisteminin aktif hale gelmesi ile olusan
nfxC mutantlart ise imipenem, kinolon ve tetrasiklinlere diren¢ gelisiminden
sorumludur (41,48). MexXY ila¢ atim sisteminin, bazi1 P.aeruginosa izolatlarinda
MexAB-OprM sistemiyle beraber bulundugu saptanmistir. Bu sistem aminoglikozit,
tetrasiklin ve makrolit direncinden sorumlu tutulmaktadir. Bu sistemler disinda
P.aeruginosa’da tanimlanmisg olan diger iki sistem MexJK ve MexGHI-OpmD

sistemleridir (49,50).

2.2.2 D1s Membran Gegirgenligi

P.aeruginosa’ da goriilen ¢oklu ila¢ direncinin diger bir nedeni dis membran
gecirgenliginin azalmasidir. Karbapenem direncinde, dis membranda bulunan OprD
proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyon ile OprD proteinin eksprese
olmamasi, bu ajanlarin bakteri hiicresine girisini kisitlamaktadir (51). OprD
proteininin yoklugu, karbapenem grubu antibiyotikler icinde ozellikle imipenem
direncinin gelismesinde son derece onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, OprD
proteini olmayan izolatlarda, imipenem minimum inhibitér konsantrasyon(MIK)
degerinin meropeneme gore dort kat arttigr belirlenmistir Karbapenemlere karsi
direncte OprD kayb1 Onemli olmakla birlikte tek basina direncte rol almadigi
belirlenmistir. Karbapenemlere karsi gelisen direncte beta-laktamaz enzimlerinin de

son derece 6nemli bir rolii bulunmaktadir (52).
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2.2.3 Beta-laktamazlar

Beta-laktamazlar plazmit veya kromozomal kokenli bakteriyel enzimler olup,
beta-laktam antibiyotikte bulunan beta-laktam halkas1 {izerine etki gostererek
kovalent acil ester olusturan ve esterin hidrolizi sonucu antibiyotigi inaktif hale
getiren enzimlerdir. Bakteride beta-laktamaz sentezi konstiitif veya indiiklenebilir
diizeyde olabilir. Gram-negatif bakterilerde periplazmik alanda bulunan enzim,
gram-pozitif bakterilerde hiicre disina salgilanmaktadir. Ambler tarafindan 1980
yilinda beta-laktamazlarin molekiiler siniflandirmasi yapilmistir. Bu siniflandirma
Bush tarafindan gelistirilmis ve 6nceki simiflandirmada kullanilan substrat profilleri
gelistirilerek  beta-laktamaz enzimleri dort grupta toplanmistir. Beta-laktamaz

enzimlerinin siniflandirmasi Tablo 2.2’de verilmektedir.

Bu smiflandirmaya gore, fonksiyonel grup 1’de bulunan enzimler C
molekiiler smifina ait kromozomal enzimler olup tercih ettikleri substrat
sefalosporinlerdir. Grup 2’de yer alan enzimler molekiiler simif A’da yer almakta
olup penisilin, sefalosporin, oksiimino beta-laktam, kloksasilin, karbenisilin veya
karbapenemleri hidrolize edebilme o6zelliklerine gore alti alt gruba ayrilmaktadir.
Kloksasilini hidrolize eden enzimler grup 2d’de toplanmis olup molekiiler sinif D’ de
yer almaktadir. Grup 2’ de bulunan diger enzimlerse molekiiler stmf A’da yer
almaktadir. Grup 2 enzimleri i¢inde stafilokokal penisilinazlar, genis spektrumlu
plazmit kokenli beta-laktamazlar, beta-laktamaz inhibitorlerine direngli enzimler ve
karbapenemazlar bulunmaktadir. Grup 3’ de bulunan enzimler molekiiler sinif B’ de
yer almakta, penisilin, sefalosporin ve karbapenemleri hidroliz edebilen metallo-
beta-laktamazlar1 icermektedir. Grup 4’ de yer alan enzimlerin heniiz molekiiler
sinif1 belli degildir. Bu grupta bulunan enzimler penisilinleri hidroliz edebilmekte ve
klavulanik asitle zayif inhibe olmaktadir. Molekiiler sinif A, C ve D’ de bulunan
enzimlerin aktif bolgelerinde serin aminoasiti bulunurken molekiiler simif B’de yer

alan enzimlerin aktif bolgelerinde en az bir ¢inko iyonu bulunmaktadir (53).
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Tablo 2.2 Beta-laktamazlarin simiflandirilmasi

BJM  Molekiiler Substrat Inhibisyon Ornek
Grup Simf CA EDTA Enzim
1 C Sefalosporinler - - Gr(-)bakterilerin  AmpC
enzimleri
2a A Penisilinler + - Gr(+)bakterilerin
penisilinazlari
2b A Penisilinler, + - TEM-1,TEM-2,SHV-1
Sefalosporinler
2be A Penisilin, dar ve + - TEM-3 ile TEM-26
genis spektrumlu SHV-2ile SHV-6
sefalosporinler,
monobaktamlar
2br A Penisilinler +/- - TEM-30 ile TEM-36
2c A Penisilin, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
karbenisilin
2d D Penisilin, +/- - OXA-1 ila OXA-11,
kloksasilin PSE-2
2e A Sefalosporinler + - P.vulgaris’in
indiiklenebilir
sefalosporinazlari
2f A Penisilinler, + - NMC-A, Sme-1
Sefalosporinler,
Karbapenemler
3 B Monobaktam - + Kromozomal MBL, IMP,
disindaki VIM, SPM-1, GIM-1
betalaktamlar
4 ND Penisilinler - ? P.cepacia’ nin
penisilinazi

Kaynak 141°den alinmigtir. ND: Tanimlanmamis, CA: Klavulanik asit BIM :Bush, Jacoby,

Medeiros.
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2.2.3.1 P.aeruginosa’da Bulunan Beta-laktamazlar

P.aeruginosa’da pek cok tipte beta-laktamaz enzimi bulunabilmektedir.
Kromozomal kokenli molekiiler simif C’de bulunan AmpC enzimleri konstiitif
olabilecegi gibi indiiklenebilir tipte de olabilir ve mutasyona bagli olusan dereprese
mutantlarda devamli yiiksek diizeyde enzim sentezi gelisebilir. P. aeruginosa’da
bulunabilen diger onemli enzimler grup 2 i¢inde yer alan genis spektrumlu beta-
laktamazlardir. P.aeruginosa’da  bulunabilen genis spektrumlu beta-laktamazlar
TEM, SHV, OXA, PER, VEB, GES ve IBC enzimleridir. Bu enzimler substrat
profilleri agisindan benzerlik tasisa da aminoasit dizilimleri agisindan oldukca
farklidir (54). SHV ve TEM benzeri enzimler plazmit kokenli olup P.aeruginosa’da
nadir saptanmaktadir. SHV-2a Fransa’da, SHV-5 ve SHV-12 Tayland’da
tanimlanmistir (55,56). P.aeruginosa’da bulunan SHV enzimleri sefpirom gibi yeni
gelistirilen sefalosporinlere yiiksek afinite gostermektedir (57). TEM-4, TEM-21,
TEM-24 ve TEM-42 Fransa’da az sayida izolatta tanimlanmistir (58,59,60) . TEM
benzeri enzimler dar spektrumlu penisilinleri, genis spektrumlu sefalosporinleri ve
monobaktamlar1 hidroliz edebilmektedir (61). Oksasilinleri hidroliz edebilen
enzimler(OXA-2, OXA-10, OXA-18) P.aeruginosa’da saptanan diger enzimlerdir.
Metallo-beta-laktamazlarla birlikte sinif 1 integronlar icinde bulunan OXA enzimleri
direncin yayilmasinm kolaylastirmaktadir (62).

Kromozomal kokenli olan PER-1 enzimi ilk defa Fransa’da 1991 yilinda bir
Tiirk hastadan izole edilmistir (63). TEM ve SHV benzeri enzimleriyle %18-20
aminoasit benzerligi gosteren PER-1 dar spektrumlu penisilinlere, dar ve genis
spektrumlu sefalosporinlere yiiksek afinite gostermektedir (64). Ulkemizde 1999
yilinda yapilan bir arastirmada P.aeruginosa izolatlarinin %11’inde PER-1 enzimi
saptanmugstir (65).

VEB benzeri enzimler, diger genis spektrumlu enzimlerden aminoasit
dizilimi agisindan oldukca farklidir. Kromozomal kokenli olan VEB benzeri
enzimler substrat profili acisindan PER-1 enzimine benzemektedir. Bu enzimler daha

cok Asya iilkeleri’nden rapor edilmektedir (66).
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Diger bir genis spektumlu beta-laktamaz olan GES-1 ilk defa Fransa’da
saptanmigstir. Yunanistan’da izole edilen IBC-2 enzimine benzerlik gosteren GES-1
pek cok substrata zayif afinite gosterirken, sinif A beta-laktamazlarin aksine
sefoksitine yiiksek afinite gostermektedir (67). Son yillarda saptanan GES-2 enzimi
GES-1’den farkli olarak dis membran gecirgenliginde azalma varsa imipenem
direncine yol agmaktadir (68). IBC-2 enzimi Yunanistan’da saptanan seftazidim ve
diger oksiimino-sefalosporinlere direngten sorumlu bir enzimdir. GES ve IBC
enzimleri plazmit veya kromozomal kokenli olabilmektedir (67).

P.aeruginosa’da bulunabilen diger O©Onemli beta-laktamaz, penisilin,

sefalosporin ve karbapenemleri hidrolize edebilen metallo-beta-laktamazlardir.

2.2.4 Karbapenemleri Hidrolize Edebilen Beta-laktamazlar

Karbapenem  grubu antibiyotikler = gram-pozitif —ve  gram-negatif
mikroorganizmalara kars1 aktivite gosteren genis spektrumlu antimikrobiyal
ajanlardir. Gram-negatif bakterilere penetrasyonlarinin yiiksek olmasi, cogu beta-
laktamaz enzimine karsi stabil olmasi ve penisilin baglayan proteinlere (PBP) giiclii
baglanmalar1 bu ajanlarin yiiksek aktivitelerinin nedenidir. Karbapenem grubu
ajanlardan ilki 1976 yilinda toprakta yasayan bir mikroorganizma olan Streptomyces
cattleya’ da saptanmis ve bu bilesige “thienamycin” adi verilmigstir. Thienamycin
tiirevleri iizerinde yapilan calismalar sonucu amino ve hidroksil grubunda yapilan
modifikasyonlarla imipenem elde edilmistir. Diger beta-laktam ajanlarda oldugu
gibi, imipenem peptidoglikan biyosentezi iizerine etki gostermektedir. Imipenem
PBP1, PBP4, PBP5 ve PBP6’ya baglanabilmekte ancak PBP2’ye digerlerine gore
cok daha giiclii baglanabilmektedir. Yapilan metabolik calismalarda, imipenemin
bobrekte bulunan dihidropeptidaz enzimi tarafindan metabolize edildigi saptanmustir.
Imipenemin bu enzim tarafindan hidrolizini engellemek icin, dihidropeptidaz
enziminin etkin inhibitorii olan silastatin ile birlikte kullanilmasi gerekmektedir.
Imipenemde bulunan dihidropeptid kismi penisilinlerde ve sefalosporinlerde
bulunmamaktadir. 1mipenem, in vitro kosullarda stafilokok, streptokok ve
pnomokoklar  gibi gram-pozitif mikroorganizmalara karsi oldukga, etkin ancak
metisilin direncli Staphylococcus aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklara karsi

etkin degildir. Enterokoklar arasinda Enterococcus faecalis genellikle imipeneme
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duyarli, E.faecium ise genellikle direnclidir. Gram-negatif bakteriler iginde
imipenem, Enterobacteriaceae ailesi liyelerine ve nonfermentatif bakterilere etkindir.
Ozellikle antipseudomonal penisilinlere, aminoglikozitlere ve iiciincii kusak
sefalosporinlere direngli gram-negatif mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde tercih edilen imipenem, meningokok, gonokok ve Haemophilus
influenzae (beta-laktamaz {iireten suslar dahil)’ya karst da miikemmel aktivite
gosterir. Acinetobacter spp. ve P.aeruginosa tizerine etkin olan ajan, Burkholderia
cepacia complex ve Stenotrophomonas maltophilia’ ya kars1 etkin degildir.
Imipenem Clostridium difficile disinda klinik 6nem tasiyan cogu anaerobik bakteri
iizerine de etki gosterebilmektedir. Imipenem silastatinle beraber, diger
antibakteriyel ajanlara direngli ¢ofu gram-pozitif, gram-negatif ve anaerobik
bakterilerle gelisen toplum kaynakli enfeksiyonlarin ve hastane enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir.

Karbapenem grubu ilaclar i¢inde imipenemden sonra gelistirilen ve 1996
yilinda “Food and Drug Administration” (FDA) tarafindan onay alan ikinci ajan
meropenemdir. Meropenemde karbapenem halkasina 1-fB-metil grubu eklenmistir.
Meropenem gram-pozitif, gram-negatif ve anaerobik bakterilere kars1 etkin
olmasinin yaninda DHP-1 enziminden etkilenmemektedir. Meropenem gram-negatif
bakterilere, imipenem ise gram-pozitif bakterilere karsi daha etkindir.

FDA tarafindan 2001 yilinda onay alan diger karbapenem grubu ajan
ertapenemdir. Heniiz Tiirkiye’ de kullanima girmemis olan ertapenemin komplike
intra-abdominal enfeksiyonlar basta olmak iizere, toplum veya hastane kaynakl

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi 6nerilmektedir (69,70).

2.2.4.1 Serin Beta-laktamazlar

Karbapenem direncinde rol oynayan enzimler; grup 1’de yer alan AmpC
enzimler, grup 2f°de yer alan enzimler ve grup 3’de yer alan metallo-beta-
laktamazlardir. Grup 1’de yer alan ve dereprese mutantlarda devamli ve yiiksek
diizeyde sentezlenen @ AmpC  enzimler karbapenemler {izerinde etki
gosterebilmektedir. Ancak bu inaktivasyon oldukc¢a yavastir ve dis membran
gecirgenliginin azalmast ya da ilag atim pompalar1 gibi ikinci bir direng

mekanizmasimin olmadigi durumlarda, MIK degerlerinde fazla bir degisime yol
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acmamaktadir (35). Karbapenem direncinde rol alan diger beta-laktamazlar Bush
siniflamasinda 2f de yer alan serin enzimlerdir. Bir Serratia marcescens izolatinda

1982 yilinda saptanan Sme-1 enzimi, 1984 yilinda Enterobacter cloacae

izolatinda saptanan IMI-1 enzimi ve 1990 yilinda yine bir E.cloacae izolatinda
saptanan NMC-A enzimi disinda, bugiine kadar bu grupta yer alan ve karbapenem
direncine neden olan bagka bir enzim saptanmamistir. Kromozomal kokenli ve
indiiklenebilir 6zellige sahip bu enzimler, metallo-beta-laktamazlardan farkli bazi
ozelliklere sahiptir. Bu enzimler imipeneme meropenemden daha fazla direng
gelismesini saglar, aztreonama direngten sorumlu oldugu halde {iciincii kusak

sefalosporinleri hidrolize edemez ve klavulanik asitle inhibe olabilirler (71).

2.2.4.2. Metallo-beta-laktamazlar
Karbapenemlere kars1i  gelisen direncte en ©nemli mekanizma

metallo-beta-laktamazlarin varligidir.

2.2.4.2.1 Metallo-beta-laktamazlarin Siniflandirmasi

Metallo-beta-laktamazlar, 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilan
siniflandirmada serin beta-laktamazlar i¢cinde yer almakta iken, 1989 yilinda Bush
tarafindan yapilan siiflandirmada fonksiyonel 6zellikleri gbz Oniine alinarak grup
3’e yerlestirilmislerdir. Bu siniflandirmadaki kriterler; metallo-beta-laktamaz
enzimlerinin substrat profilleri (6zellikle imipenem hidrolizi), EDTA’ ya duyarl
olmalar1 ve serin beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe olmamalaridir.
Siniflandirma 1995 te giincellestirilmis, 1997’ de modifiye edilerek son halini
almistir. Metallo-beta-laktamazlar, imipenem ve diger beta-laktam antibiyotikleri
hidroliz etme o6zelliklerine gore alt gruplara ayrilmistir (53). Grup 3a’da bulunan
enzimler genis spektrumlu aktiviteye sahiptir. Grup 3b’de bulunan enzimler 6zellikle
karbapenemleri substrat olarak tercih etmektedir. Grup 3c’de bulunan enzimler ise
diger beta-laktam antibiyotiklere gore karbapenemler iizerine zayif etki
gostermektedirler. Ancak tiim bu enzimlerin ortak o6zellikleri EDTA ile inhibe

olmalandir (53).
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Metallo-beta-laktamazlar ~ substrat  profillerinin  yan1  sira  sekans
benzerliklerine gore de alt gruplara ayrilmislardir. Stmif B1’de yer alan enzimler
cinko iyonuyla birlesecekleri aktif bolgelerinde ii¢ histidin ve bir sistin aminoasiti
iceren enzimlerdir. Bu grupta IMP, VIM, GIM ve SPM-1 gibi transfer edilebilen
enzimler bulunmaktadir. Sinif B2’de bulunan enzimler, ¢inko iyonu ile birlesecekleri
bolgelerinde birinci pozisyonda histidin yerine asparajin bulundurmaktadirlar.
Aeromonas tiirlerinde ve Serratia fonticola’ da bulunan SFH-1 enzimi bu gruba
dahildir. Simif B3’ de bulunan L1 enzimi ise digerlerinden farkli olarak tetramer

ozelligindedir (72).

2.2.4.2.2 Kromozomal Kokenli Metallo-beta-laktamazlar

Kromozomal kokenli metallo-beta-laktamazlarin en o©nemli 6&zellikleri
indiiklenebilir ~ Ozellikte  olmalaridir.  Ancak bu  enzimleri  sentezleyen
mikroorganizmalar firsatct patojenler olup, Stenotrophomonas maltophilia ve
Bacillus anthracis disinda ciddi enfeksiyonlara yol acmamaktadir. Kromozomal
kokenli metallo-beta-laktamaz sentezleyen bakteriler Bacillus cereus (BCII) (73),
Bacillus anthracis (Bla2) (74), Stenotrophomonas maltophilia (LL1) (75), Aeromonas
hydrophilia (CphA) (76), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB veya GOB-1)
(77), Chryseobacterium indologenes (IND-1) (78), Legionella gormannii (FEZ-1)
(79), Caulobacter crescentus (Mbl1B) (80), Myroides tiirleri (TUS-1, MUS-1) (81),
Janthinobacterium lividium (THIN-B) (82), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1)
(83) ve Serratia fonticola (SFH-1) (84) olarak siralanabilir. Kromozomal kokenli bu
enzimlerin diger bir Ozellikleri genellikle serin beta-laktamazlarla bir arada
bulunmalaridir. Ornegin Stenotrophomonas maltophilia indiiklenebilir L1 metallo-
beta-laktamazi nedeniyle yiiksek beta-laktam direncine sahip olmakla beraber ayni

zamanda kromozomal sinif A enzimi olan L2’yi de sentezlemektedir (85).

2.2.4.2.3 Metallo-beta-laktamazlarin Transferinde Kullamlan Genetik
Sistemler

Kromozomal metallo-beta-laktamazlarin disinda hemen hemen tiim diger
metallo-beta-laktamazlart kodlayan genler smif 1 integronlar icindeki gen

kasetlerinde bulunmaktadir (86,87). Bunun yani1 sira bazi IMP metallo-beta-
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laktamazlarin  simif 3 integronlarda da bulunabildigi gosterilmistir (88,89).
Integronlar, biri integronda digeri gen kasetinde bulunan iki DNA bolgesini bolgeye
ozgiil rekombinasyonla transfer edebilen genetik yapilardir. Integronlarda ii¢ bolge
bulunmaktadir: 5" korunmus bolge, 3" korunmus bolge ve degisken bolge. Bunlardan
5" korunmus bolge, integraz geni (intl), integraz geninin yaninda rekombinasyon
bolgesi (attl) ve degisken bolgede bulunan gen kasetinin ekspresyonunu saglayan
promoter bolgesini kapsamaktadir. Diger bolge olan 3’ korunmus bolgede ise
antiseptiklere direncten sorumlu gac geni ve sulfonamid direncinden sorumlu sul
geni bulunmaktadir. Integronun degisken bolgesinde bulunan gen kasetleri yaklasik 1
kb biiyiikliigiinde kiiciik sirkiiler DNA’ dan olusmaktadir. Gen kaseti tek bir genin
yaninda 59-be adi verilen rekombinasyon bolgesini de icermektedir (90). Bir
integronda birden fazla gen kaseti bulunabilmektedir. Cogunlukla metallo-beta-
laktamaz genlerini iceren gen kasetlerinin yaninda aminoglikozitlere karst direncgten
sorumlu olan aminoglikozit asetiltransferaz enzimini kodlayan aacA4 genini igeren
gen kaseti de bulunmaktadir (91).

Aminoglikozit ve beta-laktam diren¢ genlerini tasiyan gen kasetleri bir
integrondan digerine rahatlikla gecebilmektedir. Ancak bu gen kasetlerinin
mikroorganizmalar arasi transferinde plazmidler ya da transpozonlar gibi diger
genetik elemanlara ihtiya¢ vardir (90). Metallo-beta-laktamaz genlerini tasiyan
plazmidlerin 120-180 kb biiyiikliigiinde olduklar1 belirlenmistir. Diger bakterilere bu
plazmidlerin transferinde, plazmidin biiyiikliigii kadar metallo-beta-laktamaz genleri
disinda igerdikleri diger genlerin de 6nemli oldugu belirtilmekle birlikte bu konudaki
bilgiler oldukca sinirlidir (92). Metallo-beta-laktamaz genlerini tagiyan integronlarin
baska mikroorganizmalara transferinde yer alan diger genetik eleman
transpozonlardir. Italya’ da 2003 yilinda izole edilen bir P.aeruginosa susunda IMP-
13 enzimi ve bu enzimi kodlayan geni tasiyan integronun 7n5051 tipi transpozon
icinde yer aldigi saptanmistir (93). Polonya’ da izole edilen ve VIM-2 enzimi
sentezleyen P.aeruginosa izolatinda, enzimi kodlayan genin icinde bulundugu
integronun transpozonda tasindigl ve her iki transpozon arasinda tnpR genlerinin
aynt oldugu saptanmistir. Bu bulgu, simif 1 integronlarin transpozonlar araciligi ile

yayildigini desteklemektedir (93).
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Metallo-beta-laktamazlar icinde integronda bulunmayan ve transpozonlarla
iliskisi olmayan enzimler de bulunmaktadir. SPM-1 enzimini kodlayan genin
integron veya transpozonlar ile iligkisi olmadig saptanmistir. SPM-1 enzimini
kodlayan genin 180 kb biiyiikliigiinde bir plazmitte tasindigir belirlenmistir. Bu
plazmitin SPM-1 enzimini kodlayan gen disinda diger antibiyotiklere diren¢ geni

tasimadigi belirtilmektedir (94).

2.2.4.2.4 Metallo-beta-laktamazlarmm Biyokimyasal Ozellikleri

Metallo-beta-laktamazlar ve serin  beta-laktamazlar, beta-laktam
antibiyotiklerde beta-laktam halkasindaki amid bagimi kirarak antibiyotigi etkisiz
hale getirirler. Ancak her iki grup enzim aktivitelerini farkli yollardan
gerceklestirirler (95). Metallo-beta-laktamazlarin aktif bolgelerinde ¢inko iyonlar
bulunmaktadir. Cinko iyonlar1 iki su molekiilii ile reaksiyona girerek hidrolizin
gerceklesmesini saglar. Sinif B metallo-beta-laktamazlar disinda diger metallo-beta-
laktamazlarin ¢inko iyonu ile baglanma bolgelerinde histidin-X-histidin-X-aspartik
asitten olusan cinko baglama motifi bulunmaktadir. Tiim metallo-beta-laktamazlar
aktif bolgelerinde ¢inko iyonlarina ihtiya¢c duymaktadir. Sinif B2 enzimleri bir ¢inko
iyonuna ihtiya¢ duyarken diger metallo-beta-laktamazlar aktif bolgelerinde divalan
¢inko iyonuna baglanirlar (53). Onerilen hidroliz mekanizmasina gore enzimin aktif
bolgesi beta-laktam antibiyotikteki amid baginin polarizasyonunu saglamakta ve
cinkoya bagli su molekiillerinin veya hidroksitlerin niikleofilik etkisini
kolaylastirmaktadir (96,97,98). Metallo-beta-laktamazlarin genel yapist Sekil 2.1° de,

hidroliz mekanizmasi ise Sekil 2.2’ de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1.Metallo-beta-laktamazin genel yapisi. (Kaynak 99’dan alinmastir.)
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Sekil 2.2: Metallo-beta-laktamazin etki mekanizmasi.
Kaynak 99’dan alinmistir.

Metallo-beta-laktamazlar serin beta-laktamazlarin aksine klavulanik asit ve

sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmamaktadir. Serin beta-

laktamazlardan diger bir farki metallo-beta-laktamazlarin genis substrat profilidir.

Ancak hi¢cbir metallo-beta-laktamaz aztreonami hidrolize edememektedir. Bu 6zellik

aztreonamin metallo-beta-laktamaz inhibitorii olarak kullanilabilecegi fikrini
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giindeme getirmistir. Ancak yapilan bir calismada VIM-2 sentezleyen P. aeruginosa
ile hayvanlarda pnomoni olusturulmus ve aztreonamin etkinligi test edilmistir.
Aztreonamin yiiksek dozlarda uygulandiginda bile enfeksiyonu eradike edemedigi
saptanmustir (100).

Metallo-beta-laktamazlar genel yapi ve aktif bolgelerinin 6zellikleri acisindan
birbirlerine ¢ok benzemelerine ragmen beta-laktam ajanlara baglanma ve hidroliz
edebilme kabiliyetleri degiskenlik gostermektedir. Bu konuyla ilgili verilebilecek en
giizel ornek VIM-1 ve VIM-2 arasindaki farktir. Bu iki enzim yapisal olarak hemen
hemen aymdir. VIM-2 pek cok beta-laktama yiiksek afinite gosterirken
benzilpenisilin, ampisilin, piperasilin, mezlosilin, tikarsilin, sefalotin, sefoksitin,
sefotaksim, seftazidim, sefpirom, moksalaktam ve meropeneme zayif baglanma
giicline sahiptir. Ancak VIM-2, VIM-1’e gore imipeneme alti kat daha yiiksek
afiniteye sahiptir. VIM-1 ise VIM-2’ye gore piperasilin, azlosilin, tikarsilin,
sefaloridin, sefalotin, sefuroksim, sefotaksim, seftazidim, sefpirom ve meropenemi
daha giiclii hidrolize edebilmektedir. Iki enzim arasindaki bu aktivite farkinin
enzimlerin aktif bolgelerindeki 224. pozisyonda histidin/tirozin degisimi ve 228.
pozisyonda serin/arjinin degisimi seklindeki aminoasit farkindan kaynaklandigi

belirtilmektedir (101).

2.2.4.2.5 Transfer Edilebilen Metallo-beta-laktamazlar
Transfer edilebilen MBL’ lar IMP benzeri, VIM benzeri, SPM-1 ve GIM-1

olmak tizere dort grupta toplanmaktadir.

2.2.4.2.5.1 IMP benzeri Metallo-beta-laktamazlar

Metallo-beta-laktamaz enzimi ilk kez 1988 yilinda Japonya’ da bir
P.aeruginosa izolatinda tespit edilmistir. Direngten sorumlu MBL geninin konjugatif
bir plazmitte tasindigl saptanmistir (102). Bu saptamadan ii¢ yil sonra 1991 yilinda,
yine Japonya’da bir S.marcescens izolatindan ayn1t MBL geni izole edilmistir (103).
1991 yilindan itibaren Japonya’ mnin farkli bolgelerinden S.marcescens ve
P.aeruginosa 1izolatlarinda MBL saptandigina dair raporlar yayinlanmaya
baglanmistir. Saptanan tiim enzimlerin ayni aminoasit dizisine sahip oldugu

belirlenmis ve diger beta-laktam ajanlar yaninda o©zellikle imipenemi hidrolize
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edebilme yeteneginden dolayr bu enzime IMP-1 adi verilmistir. S.marcescens ve
P.aeruginosa izolatlarindan izole edilen IMP-1 enziminin 120 kb biiyiikliigiinde bir
plazmitte, simf 3 integron icinde aac(6')lb benzeri genle yan yana yerlesim
gosterdigi belirlenmistir (88,104). Daha sonra 13 ayr iilkede yapilan ¢alismalarda
18 farkli IMP benzeri enzim saptanmistir. Saptanan enzimler, izole edildikleri bakteri
tiirleri ve lilkeler Tablo 2.3’de verilmistir.

Metallo-beta-laktamazlarin saptanmasinin ardindan Japonya’ da gram-negatif
bakteriler arasinda MBL varlig1 arastirllmaya baslanmistir. Taramalar sonucunda
IMP-1 enzimine benzemekle beraber farkli MBL enzimleri saptanmistir. Bu
enzimlerden biri olan ve Shigella flexneri izolatindan elde edilen IMP-3 enzimi,
IMP-1" den yalnizca iki aminoasit farklilik gostermektedir. IMP-3 enziminde 196.
pozisyonda serin aminoasiti yerine glisin aminoasiti bulunmaktadir. Bu fark IMP-3
enziminin penisilinlere olan aktivitesinin diisiik olmasina neden olmaktadir (105).

IMP-1 enziminin diger bir varyant: IMP-6 enzimidir. Benzer sekilde IMP-6 enzimi

Tablo 2.3 ilk bulunan IMP tipi MBL’larin iilkelere, bakteri tiirii ve bulundugu
integron siifina gore dagilimlari.

Bakteri Ulke Integron
IMP-1 Pseudomonas aeruginosa Japonya Smuf 1,3
Kore ?
Pseudomonas putida Japonya Simuf 3
Singapur ?
Serratia marcescens Japonya Smuf 1,3
Acinetobacter baumannii Kore ?
Japonya Sif 1
Ingiltere? ?
Pseudomonas fluorescens Singapur ?
Japonya Siuf 1
Pseudomonas stutzeri Japonya Simuf 1
Klebsiella pneumoniae Japonya Smuf 1,3
Klebsiella oxytoca Japonya Sif 3
Achromobacter xylosoxidans Japonya Simuf 1
Alcaligenes xylosoxidans Japonya Simuf 1
Atcaligenes faecalis Japonya ?
Citrobacter freundii Japonya Siuf 1
Enlerobacter aerogenes Japonya Siuf 1
Enterobacter cloacae Japonya ?
Escherichia coli Japonya Siuf 1
Proteus vulgaris Japonya Siuf 1
Providencia rettgeri Japonya Siuf 1
Acinetobacter spp. Ingiltere ?
IMP-2 Acinetobacter baumannii Italya Simuf 1
Japonya Simuf 1
Acinetobacter lwolffi Japonya Simuf 1

Pseudomonas aeruginosa Japonya Simuf 1
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IMP-3 Shigella flexneri Japonya Simuf 1
IMP-4 Acinetobacter baumannii Hong Kong Simuf 1
Citrobacter freundii Hong Kong Siuf 1
Avustralya Sinf 1
Pseudomonas aeruginosa Cin Smif 1
Avusturalya ?
IMP-5 Acinetobacter baumannii Portekiz Sinif 1
IMP-6  Acinetobacter baumannii Brezilya ?
Serratia marcescens Japonya Simuf 1
IMP-7 Pseudomonas aeruginosa Kanada Simuf 1
Malezya Simuf 1
IMP-8 Enterobacter cloacae Tayvan Simuf 1
Klebsiella pneumoniae Tayvan Simuf 1
IMP-9 Pseudomonas aeruginosa Cin Smif 1
IMP-10  Pseudomonas aeruginosa Japonya Siuf 1
Alcaligenes xylosoxidans Japonya Sinf 1
IMP-11  Pseudomonas aeruginosa Japonya ?
Acinetobacter baumannii Japonya ?
IMP-12  Pseudomonas putida Italya Siuf 1
IMP-13  Pseudomonas aeruginosa Italya Simuf 1
IMP-16  Pseudomonas aeruginosa Brezilya Simuf 1
IMP-18  Pseudomonas aeruginosa A.B.D. ?

Kaynak 41’ den kisaltilarak alinmistir
De IMP-1’den iki aminoasit farklilik gostermektedir (106). IMP-1 varyantlarinin

sonuncusu olan IMP-10 1995-2001 yillar1 arasinda MBL enzimi agisindan taranan
P.aeruginosa ve Alcaligenes xylosoxidans izolatlarinda saptanmistir. IMP-10
enzimini kodlayan genin bir P.aeruginosa izolatinda plazmit kokenli, diger bir
P.aeruginosa izolatinda ve bir Alcaligenes izolatinda ise kromozomal kokenli oldugu
tespit edilmistir. IMP-10 enzimi IMP-1" den bir aminoasit farki gostermekte olup, bu
fark penisilin hidrolizini yavaslatirken karbapenem hidroliz profilinde degisiklige
neden olmamaktadir (107).

Italya’da 1997 yilinda IMP-2 enziminin ve 1998 yilinda Portekiz’de IMP-5
enziminin saptanmasi, MBL enzimlerinin sadece Japonya’ ya 6zgii olmadigim gozler
Oniine sermistir. IMP-2 enzimi IMP-1’den 36 aminoasit , IMP-5 IMP-1’den 17
aminoasit farkla ayrilmaktadir. Bunun yani sira her iki enzimi kodlayan gen yerlesim
yoniinden de IMP-1" den farklidir. IMP-2 enzimini kodlayan genler integron i¢inde
iki aminoglikozid diren¢ geni (aacA4, aadAl) ile beraber bulunmaktadir. IMP-5
enzimini kodlayan gen ise integronda tek basina bulunmaktadir (108,109).

Italya’ da 2000 yilinda bir P.putida izolatinda saptanan IMP-12 enziminin
konjugatif olmayan 50 kb biiyiikliigiinde bir plazmitte tasindig1 saptanmistir. IMP-12
IMP-1" den 36 aminoasit farkla ayrilmakta ve penisilinlere karsi zayif aktivite

gostermektedir. Italya’ da bir P.aeruginosa izolatinda saptanan diger IMP varyanti
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IMP-13’tiir. Kromozomal yerlesim gosteren enzimin 19 aminoasit ile IMP-1" den
ayrildig belirlenmistir (93).

Giineydogu Asya ile Avrupa iilkelerinde izole edilen IMP benzeri enzimlerin
farklilik gostermesi, Onceleri IMP alellerinin kiiresel yayilim gostermeyip lokal
yayildig: fikrini desteklemekteydi. Ancak 2002 yilinda Ingiltere’ de Acinetobacter
junii ve Acinetobacter baumanii izolatlarinda IMP-1 enziminin saptanmasi MBL
sorununun kiiresel oldugunu gozler 6niine sermektedir (110,111).

Metallo-beta-laktamaz enzimlerinin Japonya’da saptanmasindan sonra cesitli
tilkelerde direncli izolatlar MBL yoniinden arastirildiginda; 1994 yilinda Cin’de bir
A. baumanii izolatinda IMP-4 enzimi (112), 1995 te Kanada’ da bir P.aeruginosa
izolatinda IMP-7 enzimi (113), 1998’de Tayvan’da bir Klebsiella pneumoniae
izolatinda IMP-8 enzimi tanimlanmistir (114). 1994-1998 yillar1 arasinda Cin’ de
imipenem direncli Acinetobacter izolatlariin %66’sinda IMP-4 enzimi saptanmistir.
IMP-4 enziminin IMP-1’den 10 aminoasit ve IMP-2’ den 37 aminoasit farkli oldugu
ve aminoglikozid direng¢ genleriyle birlikte ayn1 integron i¢inde plazmid iizerinde yer
aldigi belirlenmistir. IMP-4 ise 1998-2000 yillar1 arasinda P.aeruginosa ve
Citrobacter youngae izolatlarinda saptanmistir (115). Son yayinlanan raporlarda ise
IMP-4 enziminin Avustralya’da E.coli, K. pneumoniae ve P.aeruginosa izolatlarinda
tanimlandig1 belirlenmistir (116,117). Ik kez 1995°te Kanada’da saptanan IMP-7 ise
1999 yilinda Malezya’ da bir P.aeruginosa izolatinda tanimlanmistir (118). 1998
yilinda Tayvan’da saptanan IMP-8 enziminin IMP-1"den ziyade IMP-2’ye benzedigi
belirlenmis ve enzimin Japonya kokenli IMP-1 enzimiyle iliskisi olmadigi
diistiniilmiistiir (114).

Kore, MBL enzimlerine bagli olarak karbapenem direncinin en cok
goriildiigii tilkelerden biridir. Yapilan bir caligmada karbapenem veya seftazidim
direncli izolatlarin %35’inde IMP benzeri enzimlerin oldugu belirlenmistir (119).
Kore’de imipenem direncinin 1996 yilinda %6 iken 2001 yilinda %19’a ulastig
saptanmustir (120).

Metallo-beta-laktamaz enzimine bagli karbapenem direncinin problem
olusturdugu diger bir iilke Brezilya’dir. Yapilan silirveyans calismalarinda,

Brezilya’da IMP-1, IMP-16 (121), son olarak da 2004 yilinda New Mexico’da yeni
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bir IMP varyanti olan IMP-18’e bagl karbapenem direnci rapor edilmistir (122).

IMP benzeri enzimlerin filogenetik siniflandirmasi Sekil 2.3” de verilmektedir.

IMP3
IMPE&
IMP1
IMP10
IMP4

IMPS
— " IMPT
~ IMP&
| IMP11
IMP16
IME2
4‘_17.1%
IMP13
IME12
17.1 . T ' .
16 14 12 10 ] [ 4 2 0

Sekil 2.3. IMP benzeri metallo-beta-laktamazlarin filogenetik
siiflandirmasi

Kaynak 123’den alinmustir.

2.2.4.2.5.2 VIM Benzeri Metallo-beta-laktamazlar

Transfer olabilen MBL’ler icinde diger 6nemli grup VIM benzeri enzimlerdir.
VIM-1 enzimi ilk defa 1997 yilinda Italya’ nin Verona kentinde bir P.aeruginosa
izolatinda saptanmustir. Enzimin Verona kentinde saptanmasi ve imipeneme direngli
olmasi nedeniyle enzime VIM-1 ad1 verilmistir.

VIM-1 enzimini iceren klinik izolatin piperasilin, seftazidim, imipenem ve
aztreonamin da icinde bulundugu pek c¢ok beta-laktam ajana direncgli oldugu
saptanmigtir. VIM-1 enziminin IMP benzeri enzimlerden oldukca farkli oldugu
belirlenmistir. Aminoasit dizilimi acisindan VIM-1" e en yakin enzimin Bacillus
cereus’ ta bulunan BCII oldugu ve bu enzimle bile arasindaki homolojinin %39
oldugu belirtilmektedir (86). Diger taraftan bla;yp genleri gibi blayy, genlerinin de
integronlar i¢indeki gen kasetlerinde bulundugu ve genellikle aminoglikozid direng
genlerini tagiyan gen kasetleri ile ayni integron i¢inde yer aldiklar1 tespit edilmistir.
[Ik defa VIM-1 enziminin saptandigi klinik izolatta enzimi kodlayan genlerin
kromozomal yerlesimli oldugu belirtilmektedir (86). Italya’ da 2002 yilinda yapilan
bir calismada, VIM-1 enzimi lireten P.putida izolatlarinin hastane enfeksiyonuna yol
actig1 saptanmistir (124). Bu bulgu, MBL’in ¢evre kaynakli olabilecegi ya da
P.putida’nin  MBL icin bir vektor olabilecegi olasiligini giindeme getirmistir (124).
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VIM-1 enzimi sadece P.aeruginosa veya P.putida’ya 6zgiil olmayip, Yunanistan’da
E.coli (125) ve K.pneumoniae izolatlarinda da saptanmistir (126).

VIM benzeri enzimlerden biri olan VIM-2 enzimi ilk kez 1996 yilinda
Fransa’da notropenik bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilen P.aeruginosa
izolatinda saptanmistir. Bu izolatin seftazidim, sefepim ve imipenemin de i¢inde
bulundugu pek ¢ok beta-laktam ajana direncli oldugu belirlenmistir. VIM-2 enzimini
kodlayan genlerin sinif 1 integron i¢inde gen kasetinde tasindigi belirlenmistir. VIM-
1 ile VIM-2 enzimleri arasinda aminoasitlerin dizilimi agisindan %90 benzerlik
bulunmaktadir (127).

VIM-2 iireten P.aeruginosa izolatlar1 diinyanin pek c¢ok iilkesinde tespit
edilmistir. Bu iilkeler arasinda Japonya, Giiney Kore, Portekiz, Ispanya, Polonya,
Hirvatistan, Sili, Veneziiella, Arjantin, Bel¢ika ve Amerika Birlesik Devletleri
sayilabilir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde VIM-2 iireten P.aeruginosa’ ya bagh
salgin yogun bakim {initesinde meydana gelmis ve izolatin sadece aztreonama
duyarh oldugu belirlenmistir. Diger iilkelerde de VIM-2 iireten P.aeruginosa’ nin
neden oldugu sepsis veya pnomoni gibi ciddi enfeksiyonlar bildirilmistir (92,128-
133). Bunun yani sira VIM-2, P.aeruginosa disinda farkli bakteri tiirlerinde de
saptanmistir. Bu bakteriler arasinda C.freundii, S. marcescens ve E. cloacae
sayilabilir (133,134,135).

VIM benzeri enzimlerden bir digeri olan VIM-3 enzimi, 2001 yilinda
Tayvan’da bir P.aeruginosa izolatinda saptanmistir. VIM-3 enziminin kromozomal
kokenli oldugu ve iki aminoasit farkiyla VIM-2 enziminden ayrildig: belirlenmistir
(136).

Yunanistan VIM benzeri enzimlerin en cok saptandigi iilkelerden biridir.
VIM-4 enzimi 2001 yilinda bir P.aeruginosa izolatinda tespit edilmis olup VIM-1
enziminden sadece bir aminoasit farkla ayrildigi belirlenmistir (137).

VIM benzeri enzimlerin saptandii iilkelerden biri de Tiirkiye’dir. Ilk defa bir
K.pneumoniae izolatinda, daha sonra bir P.aeruginosa izolatinda tanimlanan VIM-5
enziminin VIM-1 enziminden bes aminoasit farkla ayrildigi belirlenmistir. VIM-5
tireten izolatlari, diger MBL pozitif izolatlardan ayiran en 6nemli fark aztreonama da

direncli olmalaridir (3).
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VIM-6 enzimi 2004 yilinda Singapur’ da iki P.putida izolatinda saptanmistir.
VIM-6 enzimi VIM-2 enziminden iki aminoasit, VIM-3 enziminden ise bir aminoasit
farkla ayrilmaktadir. Bu enzimi iireten izolatlarin aztreonam dahil olmak {izere tiim
antibiyotiklere direncli oldugu belirlenmistir (138).

Aminoasit dizilimi ¢6ziimlenmis ve tanimlanmis son VIM benzeri enzim olan
VIM-7, Amerika Birlesik Devletleri’nde karbapenemlere direncli bir P.aeruginosa
izolatinda tespit edilmistir. VIM-7, VIM-1 ile %77, VIM-2 ile %74 homoloji
gostermektedir. Bu nedenle VIM benzeri enzimler icinde farkli bir alt grupta yer
almaktadir. Enzimi kodlayan genlerin konjugatif plazmitte yer alan integronda
tagindig1 ve enzimi igeren izolatin polimiksin B disinda biitiin antibiyotiklere direncli
oldugu saptanmistir (139).

Bugiine kadar 16 ayr iilkede 11 farkli VIM benzeri enzim saptanmistir. Bu
enzimlerin izole edildikleri bakteri tiirleri, iilke ve enzimi kodlayan genlerin

integronda tasinip tasinmadi@ina dair bilgiler Tablo 2.4’de verilmektedir.

Tablo 2.4 1k bulunan VIM tipi MBL’larin iilkelere, bakteri tiirii ve bulundugu
integron sinifina gore dagilimlari.

Bakteri Ulke Integron
VIM-1  Pseudomonas aeruginosa Italya +
Achromobacter xylosoxidans Italya +
Pseudomonas putida Italya +
Escherichia coli Yunanistan +
Klebsiella pneumoniae Yunanistan +
VIM-2  Pseudomonas aeruginosa Fransa +
Yunanistan +
Italya +
Japonya +
Portekiz +
Hirvatistan +
Polonya +
Arjantin +
Acinetobacter baumannii Kore +
Enterobacter cloacae Kore +
Serratia marcescens Kore +
Pseudomonas putida Kore ?
Pseudomonas fluorescens Sili +
Pseudomonas stutzeri Tayvan ?
Achromobacter xylosoxidans Japonya +
Citrobacter freundii Tayvan ?

-~

VIM-3  Pseudomonas aeruginosa Tayvan



VIM-4

VIM-5

VIM-6
VIM-7
VIM-8
VIM-9
VIM-10
VIM-
11a

VIM-
11b

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Kaynak 123’ den kisaltilarak alinmustir.

Yunanistan
Isvec
Polonya
Italya
Italya

Tirkiye
Tiirkiye

Singapur
ABD
Kolombiya
Ingiltere
Ingiltere
Arjantin

Italya

+
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Bugiin, VIM benzeri enzimler icinde heniiz tamamen tanimlanmamis ve

tizerinde calismalarin devam ettigi enzimler de bulunmaktadir. Kolombiya’ da

P.aeruginosa izolatinda tespit edilen VIM-8 (129), Ingiltere’ de saptanan VIM-9 ve

VIM-10, Arjantin ve italya’da saptanan VIM-11 (140) heniiz tamimlanmamis olan

enzimlerdir. VIM benzeri enzimlerin filogenetik siniflandirmasi Sekil 2.4’de

verilmektedir.
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Sekil 4 :VIM benzeri enzimlerin filogenetik dagilimi.

Kaynak 141’ den alinmustir.

2.2.4.2.5.3 SPM-1

Brezilya’ da 1997 yilinda bir P.aeruginosa izolatinda tanimlanan SPM-1
enziminin, o giine kadar tanimlanan MBL’lardan tamamen farkli oldugu
belirlenmistir. Enzimi tasiyan izolatin kolistin disinda gram-negatif bakterilerle
meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan tiim antimikrobiyal ajanlara
direncli oldugu saptanmistir. SPM-1 enziminin sekans analizi yapildiginda, IMP-1 ile
%35.5, CphA ile %32.2, BCII ile %30 ve CcrA ile %27 homoloji gosterdigi
belirlenmistir. SPM-1" i IMP ve VIM benzeri enzimlerden ayiran diger ozelligi
transpozonlar veya integronlar icinde yer almamasidir. SPM-1 enzimi penisilin grubu
icinde yer alan ampisilin, piperasilin, karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizla
hidroliz edebilmektedir. Ancak enzimin sefalosporinlere afinitesi penisilinlerden

daha fazladir (142).

2.24.2.54 GIM-1
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Almanya’ da 2002 yilinda farkli hastalara ait P.aeruginosa izolatlarinda tespit
edilen GIM-1 (“German imipenemase”) enziminin, IMP ve VIM benzeri
enzimlerden tamamen farkli oldugu belirlenmistir. GIM-1 enziminin aminoasit dizisi
en fazla IMP-6, IMP-1 ve IMP-4 (sirasiyla %43.5, %43.1 ve %43.1) enzimleriyle
homoloji gostermektedir. GIM-1 VIM benzeri enzimlerle ortalama %31.2 ve SPM-1
ile %28 homoloji gostermektedir (143). Enzimin hidrolitik profili IMP-1" e
benzemekle birlikte IMP-1’ e gore daha zayif aktiviteye sahiptir. SPM-1 enzimi
disinda diger MBL’ lar gibi GIM-1’1 kodlayan genler integron i¢inde tasinmaktadir.
GIM-1 enzimini kodlayan genlerin bulundugu integronda ayrica iki aminoglikozid

diren¢ geni ve OXA-2 enzimini kodlayan gen kaseti de bulunmaktadir (143).

2.2.4.2.6 Deneysel Metallo-beta-laktamaz Inhibitorleri

Beta-laktamaz iireten bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde tedavi
basarisimi arttirmak amaciyla beta-laktam antibiyotikler beta-laktamaz inhibitorleri
ile kombine edilerek kullanilmaktadir. MBL iireten bakteriler ile gelisen
enfeksiyonlarin tedavisinde ise beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor kombinasyonlari
etkili olamamaktadir. MBL’larin beta-laktamaz inhibitorleri karsisinda stabil
kalmasinin pek cok nedeni bulunmaktadir. MBL’larin aktif bolgeleri kiiciik
varyasyonlarla birbirinden farklilik gostermektedir.Bu nedenle tek bir inhibitor
ajanin tiim enzimlere etkin olmasi oldukca zordur (109). Asilmasi gereken diger bir
problem, MBL’larin aktif bolge yapilarinin hiicre fonksiyonlarinda gerekli olan bazi
memeli enzimlerine benzer olmasidir. Ornegin insan glioksalaz II enzimi,
MBL’larin ¢inko baglama bolgelerine yapisal benzerlik gostermektedir. Tiyoesteraz
ozelligine sahip olan enzim toksik 2-oksoaldehidlerin yikiminda rol almaktadir
(109). Bu olumsuzluklara ragmen bugiine kadar MBL inhibitorii olarak bazi
bilesikler gelistirilmis ve cesitli MBL’ lar iizerinde denenmistir. Bu bilesikler
arasinda tiyoester tiirevleri, siilfonil hidrazon, siiksinik asit tiirevleri, penisilinat
siilffon, bifenil tetrazol, sefotetan, merkaptokarboksilat ve 1-B-metil-karbapenem
sayilabilir. Her bir bilesik farkli MBL’lar iizerine denendigi icin bilesiklerin
aktivitelerini kiyaslamak oldukca zordur. P.aeruginosa’ da bulunan IMP-1 enzimine

karst 1-B-metil-karbapenem, penisilinat siilfon ve bazi tiyoester tiirevleri etkili
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bulunmus, ancak diger bilesiklerin calisilan hicbir MBL iizerine etki gostermedigi
saptanmistir (144).

2.2.4.2.7 Metallo-beta-laktamazlarin Tamsi

MBL’ larin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tanimlanmas1 amaciyla
fenotipik testler kullanilmaktadir. Ancak bugiine kadar duyarhilign ve ozgiilligi
belirlenip standardize edilen bir test heniiz bulunmamaktadir. Uygulanan fenotipik
testlerin temeli MBL’larin EDTA ile inhibe olma 6zelligine dayanmaktadir. Bu
amagla imipenem ve EDTA’ nin ya da seftazidim ve 2-merkaptopropionik asitin
kullanildig: disk sinerji testleri, imipeneme duyarli E.coli’ nin MBL iireten bakteri ile
birlikte bulundugunda inhibisyon zonunun azalmasiyla degerlendirilen Modifiye
Hodge Testi, imipenem ve imipenem + EDTA varhginda MIK degerlerindeki
azalmanin degerlendirildigi E-test ve mikrodiliisyon testi uygulanabilecek fenotipik
testler arasinda sayilabilir. Fenotipik testler i¢cinde duyarliligi en yiiksek olan test ise,
saflastirilan enzimin imipenem veya meropenemi spektrofotometrik olarak hidrolize
edebildigini ve bu aktivitenin EDTA varliginda inhibe oldugunu gostermektir (4).

Metallo-beta-laktamaz tanisinda genotipik yontemler de kullanilabilmektedir.
Genotipik yontemler fenotipik yontemlere gore daha duyarhidir. Belirli primerler
kullanilarak bir izolatta MBL geni olup olmadig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
uygulanarak belirlenebildigi gibi, her enzime 6zgiil primerler kullanilarak enzim
tipini saptamak da miimkiindiir. MBL’larin genotipik tayininde PCR disinda daha
hassas bir yontem olan DNA probe’ lar1 da kullanilabilmektedir. Molekiiler
yontemlerin altin standardi olarak ise klonlama ve sekans analizi kabul edilmektedir

(123).

2.2.4.2.8 Tedavi

Metallo-beta-laktamaz  iireten  bakterilerin ~ biiyiik bir ¢ogunlugunu
P.aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri, daha az oranda da Enterobacteriaceae ailesi
tiyeleri olusturmaktadir. Bu klinik izolatlarda beta-laktam diren¢ nedenleri arasinda
beta-laktamazlar, ila¢ atim pompalart ve dig membran gegirgenliginin azalmasi gibi
mekanizmalar yer almaktadir. Coklu ila¢ direnci, klinik izolatta yukarida sayilan

diren¢ mekanizmalarindan en az birinin bulunmasi halinde ortaya cikmaktadir.



34

MBL’larin genis direng profiline sahip olmasi yaninda, aminoglikozit gibi farkli
antibiyotiklere direnc¢ genleri ile beraber bulunabilmesi de 6nemli 6zelliklerinden
biridir. MBL pozitif suslar genel olarak beta-laktamlara, aminoglikozitlere ve
florokinolonlara direncli iken polimiksinlere duyarlidir. Bugiine kadar MBL pozitif
izolatlarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek stratejiler iizerine
genis c¢alismalar yapilmamistir. MBL inhibitorleri ile in vitro kosullarda denemeler
yapilsa da, tedavide kullanilabilecek MBL inhibitoérii heniiz bulunmamaktadir.
Tedavi alternatifi olarak, c¢oklu ila¢c direncli gram-negatif bakterilerle gelisen
enfeksiyonlarda etkinligi gosterilmis olan polimiksin B tercih edilmektedir (145).
Son yapilan calismalarda, polimiksin B’ nin fazla toksik olmadigi, tedavi basarisi
icin uygun bir aminoglikozit ile kombine edilerek kullanilabilecegi belirtilmektedir

(146).

GEREC VE YONTEM

3.1 P.aeruginosa izolatlari
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Calisma kapsamina Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Patoloji
Laboratuvari’na 2002 ve 2003 yillarinda gonderilen c¢esitli orneklerden ve Cocuk
Gogiis Hastaliklar1 Boliimii’'nden gonderilen balgam 6rneklerinden ayristirilan
P.aeruginosa izolatlar1 alindi. izolatlar Sceptor (Becton Dickonson Diagnostic
Instrument Systems, Sparks, Md.) ve standart mikrobiyolojik yontemlerle daha 6nce
tanimlanmigdi. Disk difiizyon yontemiyle seftazidime ve/veya imipeneme direngli
suglar caligmaya dahil edildi. Calismaya ayrica daha once metallo-beta-laktamaz
varlig1 gosterilmis ve sekans analizi ile enzim tipi belirlenmis 11 P.aeruginosa susu
alindi.

Disk difiizyon yoOntemi: Calismaya alinan izolatlarda imipenem ve
seftazidim direnci disk difiizyon yontemiyle tekrar test edildi. Bu amacla NCCLS
onerileri dogrultusunda Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK)
kullanildi. izolatlarin taze kiiltiirlerinden Mueller Hinton Buyyon’a (MHB) (Oxoid
Ltd., Basingstoke, UK) 0.5 Mc Farland bulaniklik saglanacak sekilde bakteri
siispansiyonu yapildi. Bakteri siispansiyonu steril bir ekiivyon ile MHA yiizeyine
homojen bir sekilde yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasimi takiben seftazidim
(30pg) ve imipenem (10ug) diskleri birbirinden en az 22 mm uzaklik olacak sekilde
besiyeri iizerine yerlestirildi. Bir gece 35°C’de normal atmosferde inkiibe edilen
plaklarin seftazidim ve imipenem zon c¢aplar ol¢iilerek, seftazidim i¢in > 18 mm ve
imipenem icin > 16 mm Olgiilen zon caplart direncli kabul edildi (147). Disk
difiizyon testiyle imipenem ve / veya seftazidim direncli izolatlar caligmaya dahil
edildi. izolatlar diger testler yapilincaya kadar -20°C’ de %10 gliserol iceren beyin
kalp infiizyon buyyonda saklandi.

3.2 izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklarinin Saptanmasi

P.aeruginosa izolatlarimin  antibiyotik duyarliligt NCCLS onerileri
dogrultusunda agar diliisyon yontemiyle saptand1 (147).

Besiyeri: Bu yontemde MHA kullanildi. Toz halindeki MHA’dan 38 gram
1000 ml distile suya eklenerek otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Besiyerine
es zamanl olarak hazirlanmig antibiyotik soliisyonlar1 eklenerek plaklara dokiildii.

Antibiyotikler: Calismada alt1 antimikrobiyal ajan icin agar diliisyon
yontemi uygulandi. Caligilan antimikrobiyal ajanlar, seftazidim (Glaxo Smith Kline,

Worthing, Ingiltere), imipenem (Merck Sharp and Dohme, A.B.D), meropenem
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(Astra Zeneca Pharmaceuticals, Ingiltere), siprofloksasin (Bayer, Almanya),
tobramisin (Nobel, Almanya) ve sefaperazon sulbaktam (Pfizer, Isvicre) idi. Tiim
calisilan antimikrobiyal ajanlarin coziilmesi ve seyreltilmesi amaciyla distile su
kullanilmustir.

Her antibiyotikten NCCLS kriterlerine uygun olarak stok soliisyonlari
hazirlandi. Tiim antibiyotiklerin iki kat dilisyonlar1 yapildi. Siprofloksasin i¢in
plaktaki en yiiksek konsantrasyon 64 pg/ml ve en diisiik konsantrasyon 0.125 pg/ml
olacak sekilde on ayr1 konsantrasyonda antibiyotik diliisyonlar1 hazirlandi.
Tobramisin, imipenem, seftazidim ve meropenem icin plaktaki en yiiksek
konsantrasyon 128 pg/ml ve en diisiik konsantrasyon 1 pg/ml olacak sekilde sekiz
ayr1 konsantrasyonda antibiyotik diliisyonlar1 hazirlandi. Sefaperazon sulbaktam icin
plaktaki en yiiksek konsantrasyon 256 pg/ml ve en diisiikk konsantrasyon 4 pg/ml
olacak sekilde yedi ayr1 konsantrasyonda antibiyotik diliisyonlar1 hazirlandi. Besiyeri
dokiiliirken hazirlanan antibiyotik diliisyonlarindan 2 cc plaga dokiildi, tizerine 18 cc
besiyeri eklenerek plagin her tarafinda homojen bir karisim saglanacak sekilde
karistirildi. Besiyerlerinin oda 1sisinda donmasini takiben +4°C’ye kaldirilarak ertesi
giin kullanildi.

Bakteri tiremesi kontrol plagi olarak antibiyotik icermeyen MHA besiyeri
kullanildi.

Inokiiliimiin Hazirlanmasi: P. aeruginosa izolatlar stoktan acilarak kanli
agara pasajlandi. 18 saat 37°C’da inkiibe edildi. Bu kiiltiirlerden Mueller Hinton
Buyyonda (MHB) 0.5 Mc Farland bulaniklik olacak sekilde siispansiyon yapildi. Bu
siispansiyonlarin standart olarak ortalama 10° cfu/ml bakteri icerdigi kabul edildi.
Bakteri siispansiyonu MHB ile 1:100 oraninda sulandirilarak 10° cfu/ml
konsantrasyona getirildi.

Agar Plaklarinin Inokiilasyonu: Agar plaklar inokiilasyon oncesi etiivde
37°C’da bekletilerek 1sitildi. Calisma Oncesi agar ylizeyinin kuru olmasina dikkat
edildi. Once kontrol plagina ekim yapildi. Daha sonra en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu iceren plaktan baslayarak her antibiyotik i¢in hazirlanan farkl
diliisyondaki besiyerlerine “multipoint inoculator”’(Wellrep 2, Denley Inc., ingiltere)
kullanilarak 10 pl ekim yapildi. 10° cfu/ml konsantrasyondan 10 pl ekildigi i¢in her

bakteri izolatindan agar yiizeyine 10* cfu/ml inokiile edilmis oldu.
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Plaklarin inkiibasyonu: Ekilen plaklar bakteri damlalar1 kuruyuncaya kadar
oda 1s1sinda bekletildi. Kuruduktan sonra petri plaklar1 ¢evrilerek 35°C’da 16-20 saat
inkiibe edildi.

Sonuclarin yorumu: MIK degerleri bakteri iiremesinin inhibe oldugu en
disik konsantrasyon olarak kabul edilmektedir. P.aeruginosa icin NCCLS

tarafindan bildirilen “breakpoint” degerleri Tablo 3.1’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. NCCLS tarafindan P.aeruginosa icin bildirilen ‘breakpoint”

degerleri

ANTIBIYOTIK Duyarl Orta direncli Direncli
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Seftazidim <3 16 >32

Sefaperazon <16 32 > 64

sulbaktam

Imipenem <4 8 > 16

Meropenem <4 8 >16

Siprofloksasin <1 2 >4

Tobramisin <4 8 >16

Sonuclarin kalite kontrolii: Agar diliisyon yonteminde her caligma sirasinda

kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Aztreonam duyarhhgi: Calisilan P.aeruginosa izolatlarinin aztreonama olan
duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle saptandi. Bu amagcla izolatlarin taze
kiiltiirlerinden MHB i¢inde 0.5 Mc Farland bulaniklik standardina uygun bakteri
siispansiyonu hazirlanarak steril ekiivyon yardimiyla MHA {izerine homojen ekimi
yapildi. Besiyerinin kurumasini takiben aztreonam diski (30png) besiyeri iizerine
yerlestirilerek plaklar 18 saat 35°C’da inkiibe edildi. Inhibisyon zonu < 15mm ise

duyarli, 16-21mm ise orta direngli ve > 22 mm ise direngli kabul edildi.

3.3 Metallo-beta-laktamazin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi
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Bugiine kadar rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metallo-beta-laktamaz
tespiti icin kullanilmak iizere gelistirilen testlerin bir ¢ogu, bu enzimlerin EDTA ya
da 2-merkaptopropionik asit gibi metal selatorler varliginda inhibe olma 6zelliginden

faydalanarak gelistirilmistir.

3.3.1 Cift Disk Sinerji Testi

Cift disk sinerji testinin (CDST) temeli, EDTA varlifinda imipeneme kars1
olusan inhibisyon zonunun genislemesi mekanizmasina dayanmaktadir (148). Bu
amagla P.aeruginosa izolatlarinin taze Kkiiltiirlerinden MHB’na 0.5 Mc Farland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril ekiivyon yardimiyla bakteri
siispansiyonundan MHA {izerine homojen ekim yapildi. Besiyerinin kurumasini
takiben imipenem diski (10ug) besiyeri yiizeyine yerlestirildi. Imipenem diskinin bir
ucundan 10 mm uzaga bos bir kagit disk yerlestirildi. Bos kagit diskin {izerine 10ul
EDTA (0.5M, pH 8) eklendi. Plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi. Imipeneme kars1
olusan inhibisyon zon c¢apinin EDTA’ya dogru genislemesi metallo-beta-laktamaz
varligi agisindan pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi. Sonuglarin kalite kontrolii,
daha 6nce MBL iirettigi fenotipik ve genotipik yontemlerle belirlenmis ve enzim tipi
tayin edilmis P.aeruginosa izolatlartyla yapildi. Bu pozitif kontroller VIM-1, VIM-2,
VIM-4, VIM-5, IMP-1, IMP-2 ve SPM-1 iireten P.aeruginosa izolatlarindan
olusmaktadir. Negatif kontrol olarak MBL {iiretmedigi bilinen P.aeruginosa ATCC
27853 susu kullanildi.

3.3.2 Kombine Disk Siner;ji Testi

Kombine disk sinerji testinin (KDST) mekanizmasi, EDTA varliginda
Olciilen imipenem inhibisyon zon c¢apinin elde edilen imipenem inhibisyon zon
capindan >7mm daha fazla olmasi temeline dayanmaktadir (149). Bu amagla
P.aeruginosa izolatlarmin taze kiiltiirlerinden MHB’ na 0.5 Mc Farland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanarak MHA’a steril ekiivyon yardimiyla
bakterinin homojen inokiilasyonu yapildi. Besiyeri yilizeyinin kurumasini takiben
aralarinda en az 22 mm olacak sekilde iki imipenem diski (10ug) besiyeri yiizeyine
yerlestirilerek imipenem disklerinden bir tanesinin iizerine 10ul EDTA (0.5M, pH 8)
eklendi. Plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi. imipenem + EDTA icin &lgiilen



39

inhibisyon zon c¢ap1 imipenem i¢in Ol¢iilen inhibisyon zon ¢apindan 7 mm daha genis
ise test sonucu pozitif olarak degerlendirildi. Testin kalite kontrolii, daha onceki
testlerde kullanilan metallo-beta-laktamaz pozitif ve metallo-beta-laktamaz negatif
izolatlarla yapildi.

3.3.3 E-test

Calismamizda kullandigimiz E-test (AB Biodisk, Solna, Isveg) ticari olarak
bulunan ve metallo-beta-laktamaz enziminin fenotipik tayininde kullanilmak iizere
gelistirilmis bir testtir. E-test seritinin bir tarafinda giderek azalan konsantrasyonda
imipenem (256 pg/ml-4 pg/ml), diger tarafinda ise imipenemle birlikte EDTA
bulunmaktadir (64 ug/ml-1 ug/ml). Imipenem + EDTA kisminda imipenem
konsantrasyonu giderek azalirken EDTA konsantrasyonu (4 pg/ml) sabittir.
Imipenem+EDTA MIK degeri ile imipenem MIK degeri arasinda en az sekiz kat
azalma saptanirsa, test metallo-beta-laktamaz enzimi agisindan pozitif kabul
edilmektedir. Testin pozitif olmasinin diger bir kriteri, E-test seritinin imipenem veya
EDTA icermeyen orta boliimiinde “ghost zone” (hayalet bolge) olarak adlandirilan
gorlintiiniin  izlenmesidir (150). Calismaya alinan P.aeruginosa izolatlarina
uygulanan E-test yonteminde, bakteri izolatlarinin taze kiiltiirlerinden MHB’na 0.5
Mc Farland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanarak steril bir ekiivyonla
MHA iizerine bakterinin homojen inokiilasyonu yapildi. Besiyeri yiizeyinin
kurumasinin ardindan E-test seridi besiyeri lizerine yerlestirildi ve plaklar 35°C’da
18 saat inkiibe edildi. Testin kalite kontrolii, diger testlerde kullanilan metallo-beta-

laktamaz pozitif ve metallo-beta-laktamaz negatif suslar ile yapildi.

3.3.4 “Modifiye Hodge Test”

“Modifiye Hodge Test” (MHT), diger testlerin aksine metallo-beta-laktamaz
enziminin EDTA varliginda inhibe olmasi prensibine dayanmamaktadir. MHT,
imipeneme duyarli bir bakteri izolatinin, metallo-beta-laktamaz iireten bir bakteri ile
birlikte bulundugunda imipenem varliginda iireyebilmesi temeline dayanmaktadir

(151). Bu testte imipeneme duyarli bakteri susu olarak E.coli ATCC 35218
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kullanildi. MHT uygulanmadan 6nce kullanilacak olan E.coli susunun imipeneme
duyarli oldugu disk difiizyon yontemiyle dogrulandi.

E.coli susunun kanli agardaki taze Kkiiltiirinden MHB’na 0.5 Mc Farland
bulanikliginda siispansiyonu yapilarak, bakteri siispansiyonunun MHB’ da 1:10
sulandinmi yapildi ve steril ekiivyon yardimiyla MHA iizerine homojen
inokiilasyonu saglandi. Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben besiyerinin merkezine
imipenem diski (10pg) yerlestirildi. Test edilecek P.aeruginosa izolatinin kanl
agardaki taze kiiltiirtinden steril ekiivyon yardimiyla bakteri kolonileri toplandi ve
imipenem diskinin bir ucundan baslayarak besiyeri kenarina dogru yogun bakteri
ekimi yapildi. Bu sekilde her plakta biri pozitif kontrol olmak iizere toplam dort
izolat calisilmis oldu. Inokiilasyonu takiben plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi.
E.coli susuna bagl olusan inhibisyon zonunun P.aeruginosa iiremesinin bulundugu
bolgede azalmasi ve bu bolgede E.coli tiremesinin goriilmesi pozitif test sonucu

olarak kabul edildi.

3.3.5 Cinko ile Zenginlestirilmis Modifiye Hodge Testi

Metallo-beta-laktamaz enziminin c¢inko varliginda aktivitesinin arttigi
bilinmektedir. Bu 6zellikten yararlanarak MHT nin duyarliliginin ¢inko varliginda
artip artmadiginmi test etmek amaciyla, MHT uygulandiktan sonra plaklar inkiibe
edilmeden 6nce imipenem diski iizerine 10ul SOmM cinko siilfat (ZnSO, ) eklendi

(152). Sonuglar MHT sonuglariyla karsilastirildi.

3.3.6 Imipenem Hidrolizi

Bugiine kadarki gelismelerin 1s18inda, metallo-beta-laktamaz tespitinde
kullanilan fenotipik testler icinde duyarlilig1 en yiiksek test olarak imipenem hidrolizi
kabul edilmektedir. Imipenem hidrolizi testi, bakteri izolatindan elde edilen enzimin
imipenemi hidrolize etmesi ve bu aktivitenin EDTA varliginda inhibe olmasi
temeline dayanmaktadir (153).

Enzim eldesi: Calisilan P.aeruginosa izolatlarindan beta-laktamaz enziminin
elde edilmesi amaciyla izolatlarin kanli agardaki taze kiiltiirlerinden 1-2 koloni
alinarak 10 ml MHB’na inokiile edildi. S1vi1 kiiltiirler 35°C’da bir gece inkiibe edildi.
Ertesi giin 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek MHB’da iireyen bakteriler
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coktiiriildii. Ust s1vi1 atilarak bakteri ¢okeltisi iizerine 1.5 ml 100uM PBS (“phosphate
Buffer Solution”) eklendi. Tiipler vortekslenerek mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
Bakterilerin parcalanmasi ve beta-laktamaz enziminin agiga cikmasi amaciyla
sonikasyon islemi uygulandi. Mikrosantrifiij tiiplinde bulunan her izolat bes defa
50V’da 20 saniye sonikasyon cihazinda (Consort, Belcika) sonike edildi. Sonikasyon
asamalar1 arasinda mikrosantrifiij tiipleri buz icinde bekletildi.

Sonikasyon asamasini takiben mikrosantrifiij tiipleri 4500 rpm’de 6°C’ da 30
dakika santrifiij edildi. Hidroliz deneyinde kullanilmak iizere iist s1v1 alind1.

Sonikasyonun kalite kontrolii: Sonikasyon isleminden sonra beta-laktamaz
enziminin elde edilip edilmedigini saptamak amaciyla toplanan iist sivilardan 20’ser
pl alinarak nitrosefin disklerine (Becton Dickinson, A.B.D) damlatildi. Nitrosefin
diskinin pembe-kirmizi renge doniismesi iist sivida beta-laktamaz bulundugunun
gostergesi olarak kabul edildi.

Hidroliz deneyi: Elde edilen enzimin imipenemi hidrolize edip etmedigi
spektrofotometrik yontemle calisildi. ik spektofotometre kiivetine 2 ml imipenem
(150uM) ve 100ul PBS eklenerek 299 nm’de absorbans degeri okundu. Hidroliz
deneyi i¢in kiivetlere 2 ml imipenem (150uM) ve 100l iist sividan konarak 299
nm’de ilk absorbans degeri saptandi. Her 30 saniyede bir kez olmak iizere toplam 5-
10 dakika absorbans degeri okunarak varsa absorbanstaki azalma kaydedildi. Her
calismada, daha 6nce metallo-beta-laktamaz pozitif bulunmus en az bir izolat, pozitif
kontrol olarak caligmaya dahil edildi (153).

Metallo-beta-laktamaz varhgmmin dogrulanmasi: Hidroliz deneyinde
saptanan metallo-beta-laktamaz enziminin varligin1 dogrulamak amaciyla EDTA ile
inhibisyon testi yapildi. Bu amagla 200ul iist s1vi spektrofotometre kiivetine alinarak
tizerine 40ul 50mM EDTA eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda iizerine 2 ml imipenem (150uM) eklenerek spektrofotometrede
299 nm’de absorbans degeri saptandi. Her 30 saniyede bir toplam 5-10 dakika
absorbans degeri okundu. Absorbans degerinde her hangi bir degisiklik gozlenmemis
ise imipenemin hidrolizine neden olan enzimin metallo-beta-laktamaz enzimi oldugu
sonucuna varildi.

3.4. Metallo-beta-laktamaz Enziminin PCR Analizi ile Saptanmasi
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Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolat1 PCR analizi ile blayp, ve blapp

genleri agisindan incelenmistir.

3.4.1 Kalip DNA’nin Hazirlanmasi

Izolatlar bir gece 37°C’da Mueller Hinton buyyonda inkiibe edildi. Bakteri
stispansiyonlart1 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiiriildii.
Cokelti tizerine 1 ml TE (Tris-EDTA) tamponu eklenip vortekslenerek homojenize
edildikten sonra tekrar 10000 rpm’de santifiij edildi ve dipteki ¢okelti lizerine 1 ml
TE tamponu kondu. Bu yikama islemi bes kez tekrarlandi. Daha sonra cokelti
tizerine 100 pl TE tamponu eklenerek, karisim 30 dakika su banyosunda kaynatildi.
14000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasi {iist sivida kalan DNA steril bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

Kalip DNA’nin hazirlanmasi sirasinda kullanilan TE tamponunun icerigi su
sekildedir:

TE tamponu (pH 8.0):

2M TrisHCI 0.5 ml

0.5M EDTA 0.2 ml

Steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

0.5M EDTA (etilendiaminotetraasetikasit) stok ¢ozeltisi (pH 8.0):
EDTA (Sigma) 18.61g

Steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2M Tris (trihidroksiaminometan) HCI stok ¢ozeltisi (pH 8.0):
Tris Baz (Sigma) 10.6g
Tris HCI (Sigma) 17.7g

Steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.4.2 PCR ile Cogaltma
PCR ile ¢cogaltmada blayyp geni icin bir, blayyy, geni i¢in iki farkli primer seti

kullanilmustir.
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blajyp geni igin primer seti; blayp F (5'-ATG AGC AAG TTA TCT TAG
TAT TC-3") ve blajyp R (5'-GCT GCA ACG GAC TTG TTA G-3') primerleri
kapsamakta ve 765bp iiriin elde edilmesini saglamaktadir (154).

blayyy geni i¢in birinci primer seti; blayys F (5'-AGT GGT GAG TAT CCG
ACA G-3") ve blayyy R (5'ATG AAA GTG CGT GGA GAC-3") primerlerini
kapsamakta ve 261bp liriin elde edilmesini saglamaktadir (155).

blayyy geni i¢in ikinci primer seti ise, blayy F (5'-TTA TGG AGC AGC AAC
GAT GT-3') ve blayiy R (5'-CGA ATG CGC AGC ACC AGG-3') primerlerini
kapsamakta ve 621bp iiriin elde edilmesini saglamaktadir (154).

PCR toplam 25ul hacimde gerceklesmistir.

Tepkime karisim igerigi:

Steril distile su

1x PCR tamponu (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

0.2 mM dNTP karisimi (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

2.5 mM MgCl, (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

0.250 U Taq polimeraz (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

10 pmol blayp /blapp F primer, 10 pmol blay/blap,r R primer (TIB
Molbiol , Berlin, Almanya)

2.5 ul kalip DNA

Otomatik “thermocycler’a (MJ Research Inc, A.B.D) konulan tiipler 94°C’da
5 dakika denatiirasyon sonrasi, her dongii,

94°C’da 25 saniye denatiirasyon

57°C’da 40 saniye primer birlesmesi

72°C’da 50 saniye polimerizasyon olmak iizere 30 dongii uygulanmistir.

Son olarak 72°C’da 6 dakika polimerizasyon siiresi eklenmistir (155).

3.4.3 Agaroz Jel Elektroforezi ile Bantlarin Okunmasi
blayy ve blapp genlerine ait PCR iirlinlerinin analizi agaroz jel elektroforez
ile gerceklestirildi. Bunun i¢in %1.7 agaroz iceren jel hazirlandi. “Thermocycler’dan

cikarilan her bir tepkime tiiplinden 15 pl alinarak 6 pl yiikleme tamponu ile
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karistirlld: ve agaroz jeldeki kuyucuklara kondu. Elektroforez islemi 103 V’da 80
dakika siire ile gerceklestirildi. Jel daha sonra 30 dakika 0.5g/ml etidyum bromiir
icerisinde boyand1 ve distile su ile yikandi. Jeldeki amplifikasyon iiriinleri ultraviyole
transilliiminator (UVP) ile goriintiilendi. Her bir jel icin ¢x174Haelll molekiiler
agirhik standardi, Orneklerin bant biiylikliiklerinin ger¢ek boyutunu o6l¢mek icin
kullanildi.

3.5 PCR Porzitif izolatlarin Genotipik Benzerliginin Arastirilmasi

PCR ile metallo-beta-laktamaz gen varligi saptanan erigskin hastalara ait
dokuz izolatin genotipik benzerliklerini degerlendirmek amaciyla AP-PCR yontemi
uygulandi (156). Bu yontemde M 13 primeri (5'-gAgggTggCggTTCT) kullanildi.

PCR toplam 25 pl hacimde gerceklestirildi.

Tepkime karigimi icerigi:

Steril distile su

1x PCR tamponu (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

0.2 mM dNTP karisimi (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

2.5 mM MgCl, (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

0.250 U Taq polimeraz (Metis Bio. Ltd., Tiirkiye)

30 pmol M 13 primeri (TIB Molbiol, Berlin, Almanya)

2 ul kalip DNA

Elde edilen PCR karistimi “thermocycler” cihazina konarak asagidaki
program uygulandi.

1. 94 °C’de 4 dakika

2.30 °C’de 1 dakika

3.72 °C’de 1 dakika (1, 2 ve 3 nolu asamalar arka arkaya iki dongii)

4. 94 °C’de 30 saniye

5.55 °C’de 30 saniye

6. 72 °C’de 1 dakika (4, 5 ve 6 no’lu asamalar arka arkaya 44 dongii)

7.72 °C’de 4 dakika

Agaroz jel elektroforezi ile bantlarin okunmasi: Elde edilen PCR iiriinleri
%]1.5 agaroz jelde 110 V’da 100 dakika yiiriitiildii ve 30 dakika etidyum bromiir ile

boyandi. Jeldeki amplifikasyon iiriinleri ultraviole transilliiminator ile goriintiilendi.
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Iki veya daha fazla sayida farkli bant goriilen izolatlarin genotipik olarak farkl
olduklar1 kabul edildi.

3.6 Istatistiksel Degerlendirme
Bu calismada elde edilen sonuclarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi,

bagimsiz gruplarda iki yiizde arasindaki farkin onemlilik testi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

4.1 izolatlar
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Hacettepe Universitesi  Eriskin  Hastanesi  Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvar’'na 2002 ve 2003 yillar1 arasinda gonderilen cesitli klinik
orneklerden toplam 1603 adet P.aeruginosa ayristirllmistir. Bu izolatlarin 664’
farkli hastalara aittir. Farkli hastalara ait 664 P.aeruginosa izolatindan seftazidim
ve/veya imipenem direncli 75 tanesi ve Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Boliimii’nden
gonderilen balgam Orneklerinden aynstirilan 35 adet seftazidim ve/veya
imipenem direncli P.aeruginosa izolat1 olmak iizere toplam 110 izolat calismaya
alinmistir. Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolatimin disk difiizyon
yontemiyle 45’1 (%40.9) imipenem ve seftazidime direngli, 27’si (%24.5)
imipeneme direncgli, seftazidime duyarli ve 38’1 (%34.6) imipeneme duyarli
seftazidime direnglidir. ~ Calismaya alinan P.aeruginosa izolatlarinin disk
difiizyon yontemi ile imipenem ve seftazidim duyarliliklarinin hasta gruplarina

gore dagilimi Tablo 4.1°de verilmektedir.

Tablo 4.1. Cahismaya aliman 110 P.aeruginosa izolatimin disk difiizyon

yontemiyle imipenem ve seftazidim duyarhhklarinin hasta gruplarina gore

dagilim.

COCUK ERISKIN TOPLAM

Say1 %0 Say1 Y0 Say1 Y0
IMP-D
CAZ-D 22 20.0 23 2091 45 40.91
IMP-D
CAZ-H 12 10.91 15 13.64 27 24.55
IMP-H
CAZ-D 1 0.90 37 33.64 38 34.54
oL 35 31.81 75 68.19 110 100.00

IMP: imipenem; CAZ: Seftazidim; D: Direncli; H: Duyarl

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolat1 balgam (38, %34.50), piiy (21,
9%19.09), kan (17, %15.45), bronkoalveoler lavaj (13, %11.81), idrar (8, %7.27),
katater (4, %3.63), derin trakeal aspirat (4, %3.63), safra (3, %2.72), torasentez
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mayi (1, %0.90) ve bobrek tasi (1, %0.90) olmak iizere pek ¢ok klinik 6rnekten
ayrigtirllmistir.

Calismaya alman 110 P.aeruginosa izolatindan 35’1 (%31.80) Cocuk
Gogiis Hastaliklarindan, 75’i (%68.19) Hacettepe Universitesi Eriskin
Hastanesi’nin farkli boliimlerinden gonderilen Orneklerden ayristirilmistir.
Izolatlarin ayrigtirldigi 6rneklerin gonderilen boliimlere gore dagilimi Tablo

4.2’de verilmektedir.

Tablo 4.2. Calismaya alinan P.aeruginosa izolatlarmin ayristirildigi 6rneklerin
gonderildikleri boliimlere gore dagilimi.

Orneklerin Gonderildigi Say1 %0
Boliim

Cocuk Gogiis Hastaliklar: 35 31.80
Yogun Bakim 28 25.45
Dahiliye 15 13.63
Yanik 15 13.63
Cerrahi Birimler 13 11.81
Biiyiik Acil Plk. 4 3.63
Toplam 110 100.00

4.2. P.aeruginosa izolatlarina Ait Antibiyotik Duyarliik Test Sonuclar

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolatina ait antibiyotik duyarlilik
testleri, NCCLS oOnerilerine uygun olarak agar diliisyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. ~ Siprofloksasin, seftazidim, meropenem, imipenem,
tobramisin ve sefoperazon sulbaktam olmak iizere toplam alti antibiyotigin
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmistir. Calismaya dahil
edilen 110 klinik P.aeruginosa izolatimin her bir antibiyotik i¢in MIK aralig,
MiKsg , MiKy degerleri ile direng yiizdelerinin hasta gruplarina gore dagilimlari
Tablo 4.3’de verilmektedir. Bagimsiz gruplarda iki yiizde arasindaki farkin
onemlilik testinde, cocuk ve erigkin hasta grubunda bulunan siprofloksasin,

seftazidim, tobramisin ve sefaperazon-sulbaktam diren¢ ylizdeleri arasindaki
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farkin anlamli olmadig (p>0.05), meropenem ve imipenem direng yiizdeleri

arasindaki farkin ise anlamli oldugu (p<0.05) saptanmustir.

Calismaya pozitif kontrol sus olarak daha 6nce metallo-beta-laktamaz
tirettigi saptanan ve DNA sekans analizi ile iirettigi enzim tipi belirlenen toplam
11 P.aeruginosa izolat1 (3 VIM-2(+), 2 VIM-1(+), 2 VIM-4(+), 1 SPM-1(+), 1
VIM-5(+), 1 IMP-1(+) ve 1 IMP-2(+) ) alinmistir. Pozitif kontrol suslarin agar
diliisyon yontemiyle ¢alisilan alt1 antibiyotik i¢in MIK degerleri saptandiginda,
bir adet VIM-2(+) P.aeruginosa izolati siprofloksasine duyarli bulunurken, diger
10 pozitif kontrol susunun calisilan alt1 antibiyotige de yiiksek diizeyde direncli
olduklar1 (imipenem, meropenem, tobramisin, seftazidim MIiK degeri >128
ug/ml, siprofloksasin MiK degeri 64 ug/ml, sefaperazon-sulbaktam MIK degeri
> 256ug/ml) belirlenmistir.

Florokinolon (siprofloksasin) ve aminoglikozit (tobramisin) direncine
sahip olup beta-laktam grubu antibiyotiklerden (seftazidim, meropenem,
imipenem, sefaperazon-sulbaktam) en az birine direngli olan izolat, ¢coklu ilag
direncli olarak kabul edilmistir. Buna gore ¢alismaya alinan 110 P.aeruginosa
izolatinin 66°s1 (%60) ¢oklu ila¢ direncine sahiptir.

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolatinin aztreonam duyarliliklarina
disk diftizyon yontemiyle bakilmistir. NCCLS kriterlerine gore inhibisyon zon
cap1t <15 mm direngli, 16-21 mm orta diren¢li ve > 22 mm duyarh olarak kabul
edilmistir. Bu kriterlere gore izolatlarin 63’ii (%57.3) aztreonama direncli, 27’si
(%24.5) orta direncli ve 20’si (%18.2) duyarli bulunmustur. Calisilan
P.aeruginosa izolatlariin disk difiizyon yontemiyle aztreonam duyarliliklarinin
hasta gruplarina gore dagilimi Tablo 4.4’de verilmektedir.

Calisma sirasinda pozitif kontrol susu olarak kullanilan P.aeruginosa
izolatlarinin disk difiizyon yontemi ile aztreonam duyarliliklarina bakildiginda;
11 pozitif kontrol susunun altis1 aztreonama direngli, besi ise orta direngli

bulunmustur.
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Tablo 4.3. Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izol.atmm agar diliisyon yontemiyle siprofloksasin, seftazidim, meropenem, imipenem,
tobramisin ve sefaperazon-sulbaktam MIKs, ve MIKy, degerleri ile direng yiizdelerinin hasta gruplaria gore dagilim.
MiK COCUK ERISKIN TOPLAM
ARALIGI MiKs, MiKy, DIRENC | MiKs MiKoy, DIRENC | MiKs MiKoy, DIRENC
pg/ml. pg/ml. pg/ml. %o pg/ml. pg/ml. %o pg/ml. pg/ml. %o
Seftazidim 1 g 16 >128  |6571 |64 >128 8000 |64 >128 | 7545
Sefaperazon | ¢ __,5¢ 64 128 71.42 64 256 90.66 64 256 84.55
Sulbaktam
Imipenem 1->128 64 >128 94.28 16 64 72.00 16 >128 79.10
Meropenem |, )g 32 128 91.42 16 128 73.33 16 128 79.10
Siprofloksasin | 155153 2 8 51.42 4 128 69.33 4 64 63.64
Tobramisin | | j5g 8 64 77.14 32 128 81.33 16 128 80.00
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Tablo 4.4 Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolatinin disk difiizyon yontemiyle

aztreonam duyarhhklarimin hasta gruplarina gore dagilimi.

Direncli Orta Direncli Duyarh Toplam
<15mm 16-21mm >22mm
Cocuk 21(%19.1) 5(%4.5) 9(%8.2) 35(%31.8)
S 42(%18.2) 22(%20.0) 11(%10.0) 75(%68.2)
Toplam 63(%57.3) 27(%24.5) 20(%18.2) 110(%100.0)

4.3. Metallo-beta-laktamaz Tayininde Kullanilan Fenotipik Testler

4.3.1 Cift Disk Sinerji Testi

Cift disk sinerji testi ile 110 P. aeruginosa izolatinin 22’sinde (%20.0) metallo-

beta-laktamaz fenotipik olarak pozitif bulunmustur. Cift disk sinerji testi ile pozitif ve

negatif bulunan izolatlarin hasta gruplarina gore dagilimlar1 Tablo 4.5’de verilmektedir.

Cift disk sinerji testi pozitif olan bir izolat Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Caligmada

pozitif kontrol olarak kullanilan 11 metallo-beta-laktamaz pozitif P.aeruginosa susundan

VIM-1, VIM-4, VIM-5 ve IMP-1 pozitif suslar c¢ift disk sinerji testi ile pozitif sonug

verirken VIM-2, IMP-2 ve SPM-1 pozitif suslar metallo-beta-laktamaz agisindan siipheli

sonug¢ vermistir.

Tablo 4.5. Cift disk sinerji testi (CDST) ile fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz
pozitif ve negatif bulunan izolatlarin hasta gruplarina dagilimi.

COCUK ERISKIN TOPLAM
SAYI % SAYI % SAYI %
POZITIiF 6 5.45 16 1454 22 20.00
CDST
NEGATIF 29 2636 59 53.65 88 80.00
TOPLAM 35 31.81 75 68.19 110 100.00
4.3.2 E-test

Calismaya alinan izolatlarda metallo-beta-laktamazin fenotipik tayini amaciyla

kullamlan testlerden biri de E-testtir. Imipenem direncli suslar secilerek yapilan E-test

toplam 84 izolata uygulanmistir. E-test uygulanan 84 izolatin 25’inin (%29.8) fenotipik
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olarak metallo-beta-laktamaz iirettigi, 59 unun (%70.2) ise fenotipik olarak metallo-beta-
laktamaz iiretmedigi saptanmustir. E-test ile fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz
irettigi saptanan iki izolat Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Calismada pozitif
kontrol olarak kullanilan 11 metallo-beta-laktamaz pozitif susun hepsi E-test ile pozitif

sonug¢ vermistir.

4.3.3 Kombine disk sinerji testi (KDST)

Calismaya alinan izolatlarda fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz iiretiminin
gosterilmesi amaciyla uygulanan iigiincii fenotipik test kombine disk sinerji testidir.
Kombine disk sinerji testinin uygulandig1 110 P.aeruginosa izolatimin 32’sinde (%29.1)
fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz {iretildigi, 78’inde (%70.9) ise {iretilmedigi
saptanmistir. Kombine disk sinerji testi ile fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz iirettigi
saptanan bir izolat Sekil 4.4’de gosterilmektedir. Calismada pozitif kontrol olarak
kullanilan 11 metallo-beta-laktamaz pozitif susun hepsi kombine disk sinerji testi ile
pozitif sonug¢ vermistir.

E-test calisilan 84 izolatta kombine disk sinerji testinin sonuclar1 Tablo 4.6’da

verilmektedir.

Tablo 4.6. E-test calisilan 84 P.aeruginosa izolatinin E-test ve kombine disk sinerji test

sonuclariin degerlendirilmesi ve sonuclarin hasta gruplarina gore dagilinm

COCUK ERISKIN TOPLAM
SAYI % SAYI % SAYI %
KDST(+) 7 8.33 12 14.28 19 22.61
E-test(+)
KDST(-) 2 2.38 4 4.76 6 7.14
KDST(+) 0 0 13 15.47 13 15.47
E-test(-)
KDST(-) 21 25 25 29.76 46 54.76

Toplam 30 35.71 54 64.29 84 100.00
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E-test yapilan 84 izolatin ¢ift disk sinerji testi ve kombine disk sinerji testi

sonuglar1 Tablo 4.7°de verilmektedir.

Tablo 4.7. E-test uygulanan 84 izolatin cift disk sinerji testi ve kombine disk sinerji testi
sonuclari

CDST
POZITIF NEGATIF
SAYI % SAYI %
KDST(+) 10 11.90 9 10.71
E-test(+)
KDST(-) 1 1.19 5 5.95
KDST(+) 6 7.14 7 8.33
E-test(-)
KDST(-) 5 5.95 41 48.80

Cift disk sinerji testi, E-test, kombine disk sinerji testi sonuc¢larmin uyumu:
Uygulanan iki test arasinda sonuglarin uyum orani her iki testle pozitif ve her iki
testle negatif bulunan izolat sayisinin toplam calisilan izolat sayisina bdliinmesiyle

saptanmistir. Buna gore;

Cift disk sinerji testi ile kombine disk sinerji testinin uyumu:
Pozitif izolat sayis1 : 16

Negatif izolat sayis1 : 70

UYUM: [(16+70)/110] x100 = %78.2

Cift disk sinerji testi ile E-test uyumu:
Pozitif izolat sayist : 11

Negatif izolat sayis1 : 48
UYUM:[(11+48)/84] x100 =%70.2

E-test ile kombine disk sinerji testi uyumu:
Pozitif izolat sayis1 : 19

Negatif izolat sayis1 : 46
UYUM:[(19+46)/84] x100= %77.3
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Cift disk sinerji testi, E-test, kombine disk sinerji testi uyumu:
Pozitif izolat sayis1 : 10

Negatif izolat sayisi : 41

UYUM:[(10+41)/84] x100= %60.7

4.3.4 “Modifiye Hodge Test” (MHT)

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolatinda metallo-beta-laktamazin fenotipik
tayininde kullanilan diger bir test MHT dir. MHT ile izolatlarin altisinda (%5.45)
metallo-beta-laktamaz pozitif, 104’tinde (%94.5) ise fenotipik olarak negatif
bulunmustur. MHT ile pozitif bulunan alt1 izolatin biri disk sinerji testi ile, dordii E-test
ile ve iici kombine disk sinerji testi ile pozitif bulunmustur. MHT ile fenotipik olarak
metallo-beta-laktamaz pozitif bulunan bir izolat Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Calismada
kullanilan 11 metallo-beta-laktamaz pozitif sustan, VIM-4, VIM-5, SPM-1, VIM-2
pozitif suslar MHT ile pozitif sonu¢ verirken, VIM-1, IMP-1 ve IMP-2 pozitif suglar

negatif sonug¢ vermistir.

4.2.5 Cinko siilfat Ile Zenginlestirilmis Modifiye Hodge Testi (MHT-ZnSOy)

Metallo-beta-laktamaz enziminin aktif bolgesinde ¢inko iyonunun bulunmasi
ozelliginden yola ¢ikilarak uygulanan c¢inko siilfat ile zenginlestirilmis ‘“Modifiye Hodge
Testi’nde calisilan 110 P.aeruginosa izolatinin MHT ile pozitif bulunan alt1 izolat disinda
sekiz izolat daha fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz pozitif bulunmustur. Pozitif
bulunan izolatlarin biri disk sinerji testiyle, altis1 E-test ile, yedisi ise kombine disk sinerji
testi ile pozitif bulunmustur. MHT ile negatif bulunan IMP-1 pozitif kontrol susu MHT-
ZnSO0y ile pozitif , VIM-1 pozitif ve IMP-2 pozitif suslar ise negatif bulunmustur.

4.3.6 imipenemin Metallo-beta-laktamaz Tarafindan Hidrolize Edilmesi

Calismaya alinan 110 klinik P.aeruginosa izolatinda metallo-beta-laktamaz enzim
varlig1 hidroliz deneyi ile de calisilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak daha once
metallo-beta-laktamaz iirettigi saptanan ve sekans analizi ile enzim tipi belirlenen 11
P.aeruginosa’dan elde edilen enzimlerin imipenemi hidrolize ederken absorbans
degerlerindeki diisiise bakilmistir. Buna gore; iki VIM-1 pozitif susta ve bir IMP-1 pozitif
susta absorbans degeri 7 AA°, VIM-4 pozitif suslardan birinde 33 AA° ve diger suslarda
(SPM-1, VIM-5, IMP-2, VIM-2 ve VIM-4) 11-19 AA° azaldig1 saptanmustir. Calisilan
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110 P.aeruginosa izolatinin 8’inin imipenemi hidrolize edebildigi ve EDTA varliginda
hidrolizin inhibe oldugu gosterilmistir. Hidroliz pozitif sekiz izolatta absorbans
degerlerinde ki diisiis su sekildedir; Sus no 2: 20 AA°, sus no 3: 29 AA°, sus no 5: 15 AA°
, sus no 26: 30 AA°, sus no 30: 20 AA°, sus no 34: 32 AA°, sus no 71: 14 AA° , sus no 73
8 AA°.

Hidroliz deneyi ile metallo-beta-laktamaz acgisindan pozitif bulunan sekiz izolatin

ozellikleri Tablo 4.8’de verilmektedir.

4.4. Metallo-beta-laktamaz Enziminin Genotipik Yontemle Gosterilmesi

Calismaya alinan 110 P.aeruginosa izolati, blayy, geninin korunmus bolgesine
0zgiil iki farkli primer seti kullanilarak PCR metodu ile incelenmistir. Toplam 11(% 10)
izolat blay;y geni acisindan pozitif bulunmustur. PCR ile pozitif bulunan 11 izolata ait
ozellikler Tablo 4.9°da verilmektedir. Kullanilan iki farkli primer seti ile pozitif bulunan
izolatlara ait bant paternleri Sekil 4.6 ve 4.7’de verilmektedir.

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan VIM pozitif izolatlardan 1. primer seti
ile VIM-1, VIM-2 ve VIM-5 pozitif suslar, 2. primer seti ile ise VIM-1 ve VIM-2 pozitif
suslar tanimlanabilmigstir. Her iki primer seti ile VIM-4 pozitif suglar tantmlanamamastir.

Kullanilan iki farkli primer seti ile yapilan PCR analizinde, 261 bp {iriin veren 1.
primer seti ile tim PCR pozitif izolatlar tanimlanirken 621 bp iiriin veren 2.primer seti ile
sadece dort izolat (sus no 5, sus no 30, sus no 34, sus no 117) tanimlanabilmistir.

blapp genlerine 0zgii primer seti ile yapilan PCR analizinde, calismada
kullanilan IMP-1 ve IMP-2 pozitif suslar saptanamadig icin ¢alismaya alinan 110 izolat
bla;yp geni acisindan degerlendirilememistir.

Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
2002 ve 2003 yillarinda 664 farkli hastadan ayristirilan seftazidim ve/veya imipenem
direngli  P.aeruginosa izolatlarmin 9’unda (%1.5) metallo-beta-laktamaz geni

saptanmistir.
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4.5 blayy, Geni Bulunduran izolatlarin Genotipik Benzerligi

PCR analizi sonucunda blaVIM geni acisindan pozitif bulunan
erigskin hastalara ait dokuz izolatin genotipik benzerligi AP-PCR yontemiyle
arastirtlmistir. AP-PCR’a gore yedi farkli genotip saptanmistir. Sus no 19, 20
ve 24 benzer genotipte bulunurken, diger PCR pozitif izolatlarin farkli
genotipte olduklar1 saptanmistir. Benzer genotipe sahip ii¢ izolattan ikisi
Yanik Unitesi’nden, digeri ise Cerrahi Bilimler’den goénderilen piiy
orneklerinden ayristirilmistir. Sus no 19 ve 20, 2003 yilinin Nisan ayina, sus

no 24 ise 2003 yilinin Mart ayina ait drneklerden izole edilmistir.
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Tablo 4.8. Hidroliz deneyi ile metallo-beta-laktamaz acisindan pozitif bulunan sekiz izolatin fenotipik ve genotipik test sonuclari

SUSNO. BOLUM TARIiH PCR iMP CAZ ATM CDST E-test KDST  MHT MHT-Zn
MIK)  (MiK)
2 Yogun B.  08.2003 N 32 ug/ml  64ug/ml I N N N N P
3 Yank 08.2003 N 8ug/ml >128ug/ml D N N N N P
5 Yogun B.  07.2003 p 32ug/ml  64pg/ml D N N N P P
26 Yamk 022003 N 16ug/ml  64ug/ml D P P P N N
30 Yanik 01.2003 P 16ug/ml  8ug/ml D N N P N N
34 Yanik 01.2003 P 32ug/ml  4ug/ml D N P P P P
71 YogunB. 012002 N 16ug/ml  128ug/ml 1 N P N P P
73 YogunB. 01.2002 P lépug/ml  128ug/ml D P P P N P

IMP:imipenem; CAZ:Seftazidim; ATM:Aztreonam; CDST: Cift disk sinerji testi; KDST:Kombine disk sinerji testi; MHT:Modifiye Hodge Test;
MHT-Zn:Cinko siilfat ile zenginlestirilmis Modifiye Hodge Test
I: Orta direncli; D: Direncli; P: Pozitif; N: Negatif
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Tablo 4.9. iki primer seti kullamlarak yapilan PCR analizinde blaVIM genleri acisindan pozitif bulunan 11 izolatin 6zellikleri

SUS ORNEK BOLUM TARIH iMP CAZ ATM  CDST KDST [E-test MHT MHT- HIDROLIZ

NO. ug/ml ug/ml Zn

5 BAL YB 07.2003 32 64 D N N N P P P
19 Piiy Yanik 04.2003 128 >128 D N P P N P N
20 Piiy Cerrahi  04.2003 8 >128 D P P N N N N
24 Piiy Yanik 03.2003 8 128 D N P P N N N
29 BAL Dahiliye  02.2003 16 128 D P P P N N N
30 Piiy Yanik 01.2003 16 8 D N P N N N P
34 Kan Yanik 01.2003 32 4 D N P P P P P
48 Kan Dahiliye 07.2002 1 32 I N N ND N N N
73 Kan YB 01.2002 16 >128 D P P P N P P
116 Balgam  Cocuk 12.1998 32 >128 D N N N N N N

04.2000
117 Balgam  Cocuk 1 >128 D N N ND N N N

CAZ:Seftazidim; IMP: Imipenem; ATM: Aztreonam; CDST: Ciftdisk sinerji testi; KDST: Kombine disk sinerji testi; MHT: “Modifiye Hodge
Test” MHT-Zn: Cinkosiilfat ile zenginlestirilmis “Modifiye Hodge Test”; D: Direngli; I: Orta direncli; P: pozitif; N: Negatif; ND: belirlenmemis.



Sekil 4.1 Cift Disk Sinerji Testi
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Sekil 4.2 E-test

Sekil 4.3 E-test ile “ghost zone” goriintimii
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Sekil 4.4 Kombine Disk Sinerji Testi
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Sekil 4.5 “Modifiye Hodge Test”
K: pozitif kontrol; P1:negatif kontrol; P2, P3: klinik izolat
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Sekil 4.6 PCR analizi ile blaVIM genleri (1. primer seti-261 bp)
M: Marker, Sira 9: pozitif kontrol; sira 8, negatif kontrol; sira 1-7: klinik izolat
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Sekil 4.7 PCR analizi ile blaVIM genleri (2. primer seti-621 bp)
M: Marker, Sira 1: pozitif kontrol; sira 2, negatif kontrol; sira 3-4: klinik izolat
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TARTISMA

Pseudomonas cinsi bakteriler toprakta ve suda yasayan gram-negatif,
nonfermentatif, aerop basillerdir. Pseudomonas cinsi icinde en siklikla izole edilen
insan patojeni Pseudomonas aeruginosa’dir. P.aeruginosa daha c¢ok hastane
enfeksiyonu olmak {izere, immiin yetmezligi olanlarda, malign veya metabolik
hastaligi bulunanlarda, uzun siire kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda,
agir yanikhi kisilerde en dnemli enfeksiyon etkenlerinden biridir. Bu tip olgularda
P.aeruginosa, lokalize yaradan pndomoni ve menenjite kadar uzanan genis bir
hastalik tablosuna sahiptir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinin siklig1 6zellikle hastane
ortaminda daha yiiksektir. Hastane kosullarinda bakteriler hem daha kolay barinma
olanagi bulmakta hem de diren¢ kazanma sans1 artmaktadir. P.aeruginosa suslarinin
etken oldugu enfeksiyonlarda en Onemli sorun, antibiyotiklere direncin cabuk
gelismesi ve yiiksek oranda olmasidir. Coklu ila¢ direncine sahip P.aeruginosa
suglart ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisi, klinikte karsilasilan en Onemli
sorunlardan bir tanesidir (5). Calismamizda klinik ©Orneklerden tanimlanan 110
P.aeruginosa izolatinin 66’s1 (%60) coklu ila¢ direncine sahiptir. Coklu ilag¢
direncine sahip oldugu belirlenen 66 P.aeruginosa izolatinin florokinolon grubunda
yer alan siprofloksasine, aminoglikozit grubunda yer alan tobramisine ve beta-laktam
grubunda yer alan ajanlardan (seftazidim, meropenem, imipenem ve sefaperazon-
sulbaktam) en az birine direngli oldugu belirlenmistir.

P.aeruginosa’da ¢oklu ila¢ direncine birden fazla mekanizma neden
olmaktadir. Topoizomeraz II ve IV’de meydana gelen mutasyonlar florokinolon
direncine neden olmakta, kromozomal AmpC beta-laktamaz iireten suslarda enzimin
dereprese olmasi penisilin, sefalosporin ve karbapenem grubu antibiyotiklere direng
gelisimini saglamaktadir. P.aeruginosa’da bulunan cesitli ilag atim pompalar1 ile de
pek cok antibiyotik grubuna karsi diren¢ gelismektedir. Ornegin, MexAB-OprM
pompasi florokinolon, penisilinler, sefalosporinler ve karbapenem grubu i¢inde yer
alan meropeneme karst diren¢ gelisiminden sorumludur. MexCD-OprJ ve MexEF-
OprN pompalar florokinolonlara, MexXY-OprM ise aminoglikozitlere dirence yol
acan mekanizmalar i¢inde yer almaktadir. P.aeruginosa’da dis membran

gecirgenliginin bozulmasi ise sadece imipenem direncine neden olmaktadir (157).
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Ancak yapilan calismalarda MexEF-OprN atim pompasinin regiilatorii olan mexT
geninde meydana gelen mutasyonun MexEF-OprN ekspresyonunu arttirirken dis
membran gecirgenliginden sorumlu OprD ekspresyonunu azalttifi saptanmistir. Bu
durum izolatin florokinolonlarin yani sira imipeneme karsi da direnc¢ gelistirmesini
saglamaktadir (158, 159).

P.aeruginosa’da  ila¢ direncine neden olan diger bir mekanizma,
antibiyotikleri  inaktive edebilen enzimlerin bulunmasidir. Aminoglikozit
inaktivasyonuna sahip olan aminoglikozit asetiltransferaz ve adeniltransferaz,
ozellikle seftazidim direncine neden olan PER-1, sefalosporin, monobaktam ve
penisilin direncine yol acan OXA tipi genis spektrumlu beta-laktamazlar bu enzimler
icinde sayilabilir (160).

P.aeruginosa’ya  baglh  gelisen enfeksiyonlarin  tedavisinde ¢esitli
antimikrobiyal ajanlar kullanilabilmektedir. P.aeruginosa’ya bagli  sepsis
vakalarinda, seftazidim, sefepim, meropenem veya imipenem tek basina
kullanilabilecegi gibi, piperasilin-tazobaktam ile amikasin kombinasyonu veya
karbapenem grubu bir antibiyotik ile aminoglikozit grubundan bir antibiyotigin
kombine edilerek kullanilabilecegi bildirilmektedir. P.aeruginosa ile gelisen
pnomoni tedavisinde aminoglikozitlerin tek basina yeterli olmadiklar1 goriildiigiinden
beta-laktam antibiyotik ile kombine edilmesi tavsiye edilmektedir (5).
P.aeruginosa’nin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde ise tek
basina kullanilacak bir antimikrobiyal ajanin yeterli oldugu gozlenmistir.
Alternatifler arasinda, seftazidim, imipenem, aztreonam sayilabilir. Oral olarak
kullanilabilen siprofloksasin tercih edilen antimikrobiyal ajanlardan biridir (7). Buna
karsin yanik hastalarinda P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde tek basina
kullanilan antimikrobiyal ajanin yeterli olmadigi, mutlaka kombine tedavi
uygulanmas1 gerektigi bildirilmektedir (5). P.aeruginosa’da bulunabilen c¢oklu ilag
direnci, tedavide basarisizliga yol acabilmektedir. Tedavide kullanilan antimikrobiyal
ajanlara duyarli olan izolat tedavi sirasinda direncli hale gelebilmektedir. Tedavi
sirasinda ilag atim pompasi regiilator geninde meydana gelebilen tek bir mutasyon,
beraberinde dis membran gecirgenliginin azalmasina da neden olabilmekte ve izolat
pek cok antimikrobiyal ajana direncli hale gelmektedir (159). P.aeruginosa

enfeksiyonlarinin tedavisindeki alternatiflerden biri de, bir karbapenem veya genis
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spektrumlu bir beta-laktam ile aminoglikozit grubundan bir antibiyotigin kombine
edilmesidir. Ancak izolat bu ajanlara duyarl olsa bile tedavi sirasinda direng gelisme
olasiligit mevcuttur. Karbapenem grubu ajanlar dahil olmak {izere monobaktamlar
disinda tiim beta-laktam antibiyotiklere ve beta-laktamaz inhibitorlerine direng
gelisiminden sorumlu metallo-beta-laktamaz genleri, genellikle aminoglikozit direng
genleri ile birlikte ayni integron icerisinde yer almaktadir. Bu genlerin
ekspresyonlari, integronun 5'bolgesinde bulunan promotor bolgesinin aktif olup
olmamasina baghdir. Promotor bolgesinin aktif olmadigi durumda izolat
karbapenemlere duyarli goziikmektedir. Ancak tedavi sirasinda genis spektrumlu bir
beta-laktam olan seftazidim veya karbapenem grubundan imipenem ya da
meropenem gibi bir ajana maruz kalmak, promotor bolgesinde mutasyona neden
olabilmekte ve metallo-beta-laktamaz diren¢ genleri ile birlikte ayni integronda
bulunan aminoglikozit diren¢ genlerinin de ekspresyonuna yol agmaktadir.
P.aeruginosa’da bulunan ila¢ direnciyle ilgili literatirde pek ¢ok yayina
rastlamak miimkiindiir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 1995-1996 yillarim
kapsayan elli merkezin katildig1 ¢alismada kan orneklerinden ayristirilan 204 adet
P.aeruginosa izolatinin %7’sinin imipeneme, %15 nin seftazidime, %12’sinin
siprofloksasine ve %8&’inin tobramisine direncli oldugu bildirilmistir (161).
A.B.D’nden on merkez, Meksika’dan iic merkez ve Brezilya’dan bir merkezin
katildig1 bir diger calismada P.aeruginosa izolatlarinda, imipenem direnci %25,
meropenem direnci %23, seftazidim direnci %21, siprofloksasin direnci %25 ve
tobramisin direnci %19 olarak saptanmistir (162). italya’da 2001 yilinda hastane
enfeksiyonu etkeni olan P. aeruginosa izolatlarinin %14’Qi imipenem ve
meropeneme, %22’si siprofloksasine ve %20’si seftazidime direngli bulunmustur
(163). Yunanistan’da 2003 yilinda yapilan bir calismada P.aeruginosa izolatlarinda
anti-pseudomonal ajanlara diren¢ oranlar1 verilirken karbapenem direncine dikkat
cekilmistir. Yunanistan’da 1996-1998 yillar arasinda karbapenem direnci %19 iken
(155), 2003 yilinda yayinlanan raporda karbapenem direncinin %35’e yiikseldigi
belirtilmektedir (164). Benzer sekilde Polonya’ da yapilan bir calismada 1992°de
P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem direnci %1.8 iken 2001 yilinda bu oran
%19.3’e yiikkselmistir (165). Kore’de 1995’de P.aeruginosa izolatlarinda
karbapenem direncinin %3, 1997°de %16 (166), 2001°’de ise % 21’e yiikseldigi
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saptanmigtir (167). Latin Amerika’da 1997-2001 yillar1 arasinda hospitalize
hastalardan ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinin % 17°den
% 35.6’ya yiikseldigi rapor edilmistir (168). Bu ¢alismalar haricinde diinyanin ¢esitli
ilkelerinden yillar igerisinde karbapenem direncindeki artisa dair pek cok rapor
yaymlanmistir (148,152,169,170-176).

P.aeruginosa’da ilag direnci ile ilgili iilkemizde de yapilan pek ¢cok calismaya
rastlamak miimkiindiir. Cevahir ve arkadaslarinin 1998-2000 yillar1 arasinda cesitli
klinik 6rneklerden ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinda amikasin direncini %54.2,
seftazidim direncini %64.7, siprofloksasin direncini %37.1, imipenem direncini
%37.3 ve meropenem direncini % 43.8 olarak saptamiglardir (177). Akcay ve
arkadaslarinin 2003  yilinda Haydarpasa Numune Hastanesi’nde hastane
enfeksiyonlarindan tanimlanan P.aeruginosa izolatlarinin %19’unun imipeneme ve
%32’sinin  meropeneme direngli oldugunu saptamislardir (178). Erdemoglu ve
arkadaslarinin GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi’nde yogun bakim {initesinde
yatan hastalarin kan kiiltiirlerinden ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinin %40’ 1nin
karbapenem, %50’sinin seftazidim ve %66’sinin aztreonam direncine sahip oldugunu
rapor etmislerdir (179). Bicmen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada hospitalize
hastalardan ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinda %30 karbapenem, %50 seftazidim,
%60 aztreonam ve %30 siprofloksasin direnci oldugunu belirtmektedir. Bu
caligmalar disinda iilkemizde yapilan daha pek c¢ok calisma, P.aeruginosa’da
bulunan ila¢ direncine dikkat cekmektedir (180-187).

Hacettepe  Universitesi ~ Erigkin ~ Hastanesi ~ Klinik ~ Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 2002 ve 2003 yillarinda 664 farkli hastaya ait toplam 1603
P.aeruginosa izolatinin  388’inin  (%24.2) imipeneme, 606’sinin (%37.8)
meropeneme, 348’inin (%21.7) seftazidime, 666’simnin (%41.5) siprofloksasine,
783’linlin (%48.8) tobramisine ve 591°inin (%36.8) aztreonama direncli oldugu
belirlenmistir (Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi yillik kayids).

Yukarida sozii edilen c¢alismalarda, arastiricilarin da  degindigi gibi
P.aeruginosa izolatlarinda ge¢cmis yillara gore hizla artan karbapenem direnci dikkat
cekicidir. Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelisen direngten bir c¢ok
mekanizma sorumlu olabilmektedir. Bakterinin ila¢ atim pompasi ile meropeneme,

dis membran gecirgenliginin azalmasi ile imipeneme, bazi OXA tipi genis
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spektrumlu beta-laktamazlar ve yiiksek diizeyde kromozomal AmpC enzimi
sentezleyen dereprese mutantlarin varligi nedeniyle de hem imipeneme hem de
meropeneme diren¢ kazanabildigi bilinmektedir. Ancak son yillarda {izerinde en ¢ok
durulan karbapenem diren¢ mekanizmasi, bu antibiyotikleri ve monobaktamlar
disinda tim diger beta-laktamlari hidroliz etme yetenegine sahip metallo-beta-
laktamazlarin varligidir. Ambler smiflamasina gore molekiiler simif B’de, Bush,
Jacoby ve Medeiros siiflamasina gore fonksiyonel sinif 3’te yer alan bu enzimlerin
en Onemli Ozelliklerinden bazilar1 aktif bolgelerinde divalan ¢inko iyonu
bulundurmalari, aztreonama duyarli olmalari, EDTA veya 2-merkaptopropionik asit
gibi metal selatorlerle inhibe olurken, siilbaktam, tazobaktam ve klavulanik asit gibi
beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmamalaridir. Simdiye kadar IMP, VIM, SPM-
1 ve GIM-1 olmak iizere dort farkli grup altinda toplanan metallo-beta-
laktamazlardan en fazla IMP ve VIM tipi enzimler saptanmaktadir. IMP tipi enzimler
P.aeruginosa’nin yam sira enterik bakterilerde de bulunmakta iken, VIM benzeri
enzimler P.aeruginosa ve diger non-fermenter bakterilerde bulunmaktadir (163).

Metallo-beta-laktamaz enziminden sorumlu gen, integron icerisinde yer alan
gen kasetlerinde bulunmaktadir. Integronlar, kendi baglarina hareket kabiliyeti
olmayan, icinde bir veya birden fazla gen kaseti tasiyabilen genetik elemanlardir
(188,189,190). Bir bakteride birden fazla integron bulunabilecegi i¢in, integronda
tasinan gen kasetlerinin ekspresyonu ve seviyesi, bakterideki integron sayisina ve
integronun 5' bolgesinde bulunan promotor bolgesinin aktif olup olmamasina
baglidir (191). Metallo-beta-laktamaz genlerini tasiyan integronlarda, siklikla
aminoglikozit direncine neden olan enzimleri kodlayan gen kasetleri de
bulunmaktadir. Bu durumda bakteri beta-laktam antibiyotiklerin yaninda
aminoglikozitlere de direng gelistirebilmektedir (192,193).

Integronlar, hareket kabiliyetleri olmamasina karsin konjugatif plazmitler
veya transpozonlar icinde yer aldiklarinda bakteriden bakteriye kolayca
gecebilmektedir. Diger taraftan, integron icinde yer alan gen kasetleri bir integrondan
digerine gecebilmekte, boylece direncin yayilimi saglanabilmektedir. Bir integronda
en son kazanilan gen kaseti, integronun 5' bolgesine en yakin bolgede yer almaktadir.
Bugiine kadar yapisi analiz edilen metallo-beta-laktamaz gen kasetlerini tasiyan

integronlarda, metallo-beta-laktamaz gen kasetlerinin ¢cogunlukla integronun basinda
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yer aldigr diger bir deyisle son kazanilan gen kaseti olduklari rapor edilmistir
(192,194).

Metallo-beta-laktamaz {ireten bakterilerde diren¢ yayilimi, klonal veya
horizontal olabilmektedir. Japonya’da 2002 yilinda 60 merkezden izole edilen
metallo-beta-laktamaz lireten P.aeruginosa izolatlarmin ayni genotipte olduklar
belirtilmistir (171). Benzer sekilde Kore (167), Yunanistan (174), Cin (195), Tayvan
(196) ve Italya’dan (197) yayinlanan bazi raporlarda metallo-beta-laktamaz iireten
P.aeruginosa izolatlarinin ayni genotipte olduklari, bu nedenle de direncin klonal
yayilima bagl oldugu vurgulanmaktadir.

Metallo-beta-laktamaz geninin baska bakterilere gecisinde diger bir yol
horizontal yayilim, diger bir deyisle gen transferidir. Japonya’da onii¢ merkezde
saptanan metallo-beta-laktamaz pozitif P.aeruginosa izolatlarinin 11 ayr1 genotipte
olduklar1 belirlenmistir (198). Kore’de yapilan bir calismada VIM-2 iireten bir
P.aeruginosa izolatinda bulunan integron yapisinin, VIM-2 iireten bir Acinetobacter
susundaki integron yapisiyla ayni oldugu saptanmistir (199). Tiim bu calismalar
metallo-beta-laktamaz geninin bakteriler arasinda horizontal yolla da gecebildigine
isaret etmektedir.

Metallo-beta-laktamazlarin prevalanst konusunda cok yeterli bilgiye sahip
olunmasa da, metallo-beta-laktamaz genlerinin non-fermenter gram-negatif basiller
arasinda hizla yayildigi bilinmektedir. Metallo-beta-laktamaz gen varliginin 6nemi,
hem karbapenemler dahil olmak iizere pek ¢ok antibiyotige diren¢ gelisimine neden
olmasi, hem de diren¢ genlerinin horizontal yayilim ile diger bakterilere kolaylikla
gecebilmesidir (163). Metallo-beta-laktamaz diren¢ genlerinin kaynagi ve/veya
rezervuari olarak hayvan yemlerinde kullanilan antibiyotikler sorumlu tutulmaktadir.
Bir domuzdan elde edilen P.aeruginosa izolatinda, insan izolati ile ayni integron
yapisinin bulunmasi bu olasilig1 desteklemektedir (194).

Metallo-beta-laktamaz enziminin en ©Onemli ©zelligi karbapenem grubu
antibiyotiklere kars1 dirence yol agmasidir. Baz1 calismalarda, karbapenem direncinin
diisiik oldugu izolatlarda ilag atim pompalarinin faal oldugu ve dis membran
gecirgenliginin diisiik oldugu vurgulanirken, yiiksek karbapenem direncine (MiK
>32ug/ml)  metallo-beta-laktamazlarin  neden  olabilecegi  belirtilmektedir

(154,155,174,195,200). Farkli bir goriise gore ise, yiiksek karbapenem direncinden



70

tek basina metallo-beta-laktamaz sorumlu degildir. Yapilan bir ¢alismada metallo-
beta-laktamaz tasiyan ancak OprD proteininde mutasyon olmayan suslarin
seftazidime yiiksek direncli, imipeneme ise orta direncli olduklar1 belirlenmistir.
Ayni enzimi tasiyan ve OprD mutasyonu olan suslarda ise seftazidimin yani sira
imipeneme de yiiksek direng goriilmektedir (201). Yapilan diger bir ¢alismada
karbapenem grubu antibiyotiklere karsi yiiksek diren¢ gelisiminde metallo-beta-
laktamazlarin tek basina yeterli olmadiklari, ilag atim pompasi ve/veya dig membran
gecirgenligi gibi ikinci bir mekanizmanin bulunmasi gerektigi, bu nedenle de
metallo-beta-laktamaz varligin1 saptamay: hedefleyen calismalarda imipenem duyarli
izolatlarin gdzardi edilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir (158).

Metallo-beta-laktamaz ireten izolatlarin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda erken tanist hem direngli izolatin yayilmasin1 6nlemek, hem de
klinisyeni tedavi konusunda bilgilendirebilmek icin son derece onemlidir. Yapilan
pek cok arastirma sonucunda metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarin bazi 6zellikleri
ortaya ¢ikarilmistir. Metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarda genel olarak seftazidim
MIK degeri >128 ug/ml (199,202) olmakla birlikte, duyarlilik testleri her zaman
metallo-beta-laktamaz varli@i icin bir gosterge degildir. Metallo-beta-laktamaz
pozitif izolatlarda imipenem direnci degiskenlik gosterebilmektedir (149,193,199).
Yayinlanan bir raporda, imipenem MIK degeri 8-32 ug/ml ve seftazidime yiiksek
direngli izolatlarin metallo-beta-laktamaz agisindan taranmast onerilmektedir (169).
SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programi’nda imipenem ve meropenem MIK
degeri >16 pg/ml ve seftazidim MIK degeri >32 pg/ml olan tiim izolatlar, metallo-
beta-laktamaz da dahil olmak {iizere diger antimikrobiyal diren¢ genleri acisindan
rutin olarak taranmaktadir (200).

Bugiine kadar c¢esitli merkezlerde gram-negatif bakterilerde ve non-
fermentatif bakterilerde metallo-beta-laktamaz varligin1 arastiran pek cok calisma
bulunmaktadir. Bu calismalara alinan izolatlarin se¢ciminde  farkliliklar
bulunmaktadir. Bazi yaymlarda seftazidim MIK degeri >64 pg/ml olan izolatlar
(148,202), bazilarinda imipenem ve/veya meropenem MIK degeri >8 pg/ml olan
izolatlar (164, 167), bazilarinda ise seftazidim ve sefaperazon-siilbaktam MIK degeri
sirastyla >16 pg/ml ve >128 pg/ml olan izolatlar ¢alismaya alinmistir (176, 203).

Diger pek cok caligmada ise disk difiizyon yontemiyle imipenem ve/veya seftazidime
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direncli izolatlar ¢calismaya dahil edilmistir (158, 196, 199). Bizim ¢alismamizda da
en ¢ok Onerilen kriter dikkate alinarak, disk difiizyon yontemiyle imipenem ve/veya
seftazidim direncli olarak saptanan izolatlar ¢alismaya alinmustir.

Bugiine kadar diinyanin cesitli iilkelerinde yapilan aragtirmalarda metallo-
beta-laktamaz enziminin tespitine yoOnelik cesitli fenotipik testler uygulanmistir.
Halen metallo-beta-laktamaz tanmisinda standart bir test olmamasi, arastirmacilar
duyarhilign ve ozgiilligii en yiiksek testi bulma c¢abasina yoneltmistir. Yapilan
caligmalarin biiyiik bir ¢cogunlugunda bir veya iki fenotipik test uygulanmis, sonuclar
hidroliz deneyi ve PCR analizi ile dogrulanmistir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi
iki fenotipik testten daha fazlasin1 uygulayan calisma sayisi oldukga azdir (149, 199).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin bazilarinda, fenotipik testlerin metallo-
beta-laktamaz tayinindeki duyarlilik ve 6zgiilliikleri belirlenmistir. Bu caligmalarda,
calisilan izolatlarda var olabilecek tiim metallo-beta-laktamaz enzimlerinin
saptandig diisiiniilmektedir. Bizim calismamizda ise, kanimizca ¢alisilan izolatlarda
varolabilecek tiim enzim tipleri saptanamadigi icin fenotipik testlerin duyarlilik ve
Ozgiilliiklerinin verilmesi uygun goriilmemistir. Bunun yerine fenotipik test
sonuglari, hidroliz deneyi ve PCR analizi sonucunda pozitif bulunan izolatlar baz
alinarak tartisilacaktir.

Metallo-beta-laktamaz enziminin tayininde uygulanan fenotipik testlerin
bliyiik bir ¢ogunlugu, enzimin metal selator tarafindan inhibisyonu temeline
dayanmaktadir. Metal selator, enzimin aktif bolgesindeki ¢inko iyonuna baglanarak
aktif bolgeden c¢inko iyonunun ayrilmasina yol agcmaktadir (204, 205). Bu prensibe
dayanan fenotipik testlerden bir tanesi ¢ift disk sinerji testidir. Cift disk sinerji
testinde substrat olarak seftazidim veya imipenem, inhibitér madde olarak ise 2-
merkaptopropyonik asit (2-MPA) veya EDTA kullanilmaktadir. Literatiirde ¢ift disk
sinerji testinde seftazidim ve 2-MPA’in kullanildig1 pek ¢ok calismaya rastlamak
miimkiindiir. Japonya’da 2003 yilinda yapilan bir calismada seftazidim ve
sefaperazon siilbaktama direncli gram-negatif izolatlara c¢ift disk sinerji testi
uygulanmis, fenotipik olarak pozitif oldugu saptanan izolatlarin hepsinin PCR analizi
ile IMP-1 irettikleri saptanmistir (176). Arakawa ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada IMP-1 inhibitorleri olarak bakir kloriir, demir kloriir, EDTA,

merkaptoasetik asit, 2-MPA ve merkaptoetanol karsilastirilmig, IMP-1 pozitif
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izolatlarin tanmimlanmasinda 2-MPA’in en iyi sonucu verdigi, EDTA’nin ise bazi
izolatlardaki enzimi tespit edemedigi belirtilmistir (148). Japonya’da 2004 yilinda
seftazidime yiliksek direncli P.aeruginosa izolatlarina seftazidim ve 2-MPA
kullanilarak yapilan ¢ift disk sinerji testi sonucunda pozitif bulunan izolatlarin
hepsinin PCR analizi ile IMP-1 veya IMP-2 iirettikleri belirlenmistir. Seftazidim ve
2-MPA ile yapilan disk sinerji testi sonuglarinin PCR ile %100 uyumlu bulunmasina
ragmen, aragtirmacilar substrat olarak seftazidim yerine imipenemin kullanilmasini
onermektedir. Zira test edilen izolatta genis spektrumlu beta-laktamaz veya
kromozomal AmpC beta-laktamaz enzimi varsa seftazidimin yanlis pozitif sonug
verebildigi, imipenemin ise bu enzimlerden etkilenmedigi belirtilmektedir (198).
Seftazidim ve 2-MPA ile yapilan cift disk sinerji testlerinde gozlenen diger bir
ozellik , bu testin ozellikle IMP-1 pozitif izolatlar1 tamimlayabilmesidir. IMP-1 iireten
izolatlarin seftazidime yiiksek diren¢g gosterdikleri, imipenem direncinin ise
degiskenlik gosterdigi belirtilmektedir (148). Bu nedenle Japonya gibi IMP benzeri
enzimlerin saptandig1 {iilkelerde, ¢ift disk sinerji testinde seftazidim ve 2-MPA
kullanilmaktadir. VIM benzeri enzim iireten izolatlarin fenotipik olarak tayin
edilmesinde ise imipenem ve EDTA’min duyarliliinin yiiksek oldugu
vurgulanmaktadir. Yapilan bir calismada VIM benzeri enzim irettigi bilinen
P.aeruginosa izolatlarinda seftazidim ile 2-MPA ve imipenem ile EDTA kullanilarak
yapilan cift disk sinerji testinde fenotipik olarak VIM benzeri enzim {ireten
izolatlarin  tamimlanmasinda seftazidim ile 2-MPA duyarliligimin = %45.7,
ozgiilliigiiniin %100 oldugu, buna karsilik imipenem ile EDTA duyarliliginin %82.9
ve Ozgiilliigiiniin %98.9 oldugu belirlenmistir (199). Lee ve arkadaslarinin yaptiklari
baska bir calismada ise, VIM benzeri enzim {iirettigi daha Once saptanmis olan
P.aeruginosa izolatlarinda imipenem ve EDTA kullanilarak yapilan cift disk sinerji
testinin %100 ozgiillik ve duyarliliga sahip oldugu rapor edilmistir (151).
Tayvan’da 2001 yilinda 209 P.aeruginosa izolatinin imipenem ve EDTA
kullanilarak yapilan cift disk sinerji testinde, fenotipik metallo-beta-laktamaz
taramasinda pozitif c¢ikan 21 izolain PCR analizi ile de pozitif bulundugu
belirtilmektedir. PCR pozitif 21 izolatin 16’s1 VIM-2, 5’i ise IMP-1 enzimi
tiretmektedir. Bu sonuclara gore imipenem ve EDTA’nin kullanildigr ¢ift disk sinerji

testinin, VIM benzeri enzimler kadar IMP benzeri enzimleri de tanimlayabildikleri
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vurgulanmaktadir (196). Her ne kadar iilkemizde bulunan metallo-beta-laktamaz
enzim tipi veya tipleri belirlenmemis olsa da, VIM benzeri enzimlerin basta
Yunanistan, Italya ve Fransa olmak iizere Avrupa iilkelerinde sik rastlanilan enzim
tiirii olmas1 nedeniyle, c¢alismamizda olast VIM benzeri enzim {ireten izolatlari
fenotipik olarak saptamak amaciyla cift disk sinerji testinde imipenem ve EDTA’nin
kullanilmas: tercih edilmistir. Calisilan toplam 110 imipenem ve/veya seftazidim
direngli P.aeruginosa izolatinin 22’si (%20) cift disk sinerji testi ile pozitif,
88’1(%80) negatif sonu¢ vermistir. Hidroliz deneyinde pozitif bulunan sekiz izolatin
cift disk sinerji testi sonuc¢larina bakildiginda iki izolatin pozitif sonu¢ verdigi
saptanmigtir. Iki farkli primer seti ile yapilan PCR analizinde blay;, geni pozitif
bulunan 11 izolattan sadece iigiinde cift disk sinerji testi pozitif saptanmistir. Cift
disk sinerji testinin degerlendirilmesindeki kriter, imipenem inhibisyon zonunun
EDTA’ya dogru genislediginin gézlenmesidir. Bu durum subjektif degerlendirmelere
neden olabilmektedir. Diger taraftan cift disk sinerji testinde, test edilecek izolatin
imipenem direnci de olduk¢a onemlidir. Imipenem direncli izolatlarda, imipenem
diskinden EDTA diskine dogru genisleyen inhibisyon zonu rahatlikla
gozlenebilirken, imipeneme orta direngli veya duyarli izolatlarda imipenem diski
etrafinda var olan inhibisyon zonu testin degerlendirilmesini zorlastirmakta ya da
imkansiz kilmaktadir. Bu gibi durumlarda yanlis negatif sonuclar elde etmek
miimkiindiir. Calismamizda hidroliz deneyi ile pozitif bulunan 3 numarali sus ve
PCR analizi ile pozitif bulunan 20 ve 24 numarali suslarin imipenem MIK degeri
8ug/ml’dir. Bu suslardan biri ¢ift disk sinerji testi ile pozitif diger ikisi ise negatif
bulunmustur. Bu bulgu testin degerlendirilmesindeki subjektif yaklagima bir 6rnek
teskil edebilecegi gibi, ayn1 zamanda imipeneme orta direncli suslarda yanlis negatif
sonuglar alinabilecegine de bir 6rnektir.

Cift disk sinerji testinde yanlis pozitif sonu¢ elde edilmesinin en Onemli
nedeni, metal selator olarak kullanilan EDTA ve 2-MPA’in tek basina da ozgiil
olmayan genis inhibisyon zonu olusturabilmesidir. EDTA ve 2-MPA’in bu 6zelligi
testin yanlis degerlendirilmesine yol acabilmektedir. Yapilan bir calismada EDTA
diski iizerine eklenen sodyum merkaptoasetik asitin, istenmeyen genis ve ozgiil

olmayan inhibisyon zonunun olusmasini engelledigi gosterilmistir (152).
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Metallo-beta-laktamazlarin fenotipik tayininde siklikla kullanilan diger bir
test ise E-testtir. Ticari olarak bulunabilen E-test aym1 zamanda kolay uygulanma
ozelligine de sahiptir. Fenotipik testlerin bir ¢ogunda oldugu gibi E-testin temeli,
metallo-beta-laktamazin EDTA varliginda inhibe olmasina dayanmaktadir. E-test
seridinin iizerinde, bir tarafta imipenem diger tarafta ise imipenem ile birlikte EDTA
bulunmaktadir. Imipenem MIK degerinin EDTA varhiginda sekiz kat diismesi
fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz varhigina isaret etmektedir. MIK
degerlerindeki diisiis esas alindig i¢in, cift disk sinerji testinde karsilagilan subjektif
yaklasimlar E-test ile ortadan kalkmaktadir. Cift disk sinerji testine gore daha
objektif degerlendirilebilen E-testin en biiyiik dezavantaji, imipenem orta direngli ve
duyarli izolatlarda metallo-beta-laktamaz tayinine uygun olmamasidir. E-test
seridinde imipenem kisminda ila¢ konsantrasyonu 4-256 pg/ml arasinda, imipenem
ve EDTA kisminda ise 1-64 pg/ml arasinda degismektedir. Bu nedenle imipenem
duyarli suslara E-test uygulanamazken, imipeneme orta direncli suslarda (MIK
degeri 8 pug/ml) sonuglarin yanlhs degerlendirilmesine neden olabilmektedir. Walsh
ve arkadaslariin 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, daha 6nce metallo-beta-
laktamaz iirettii saptanmis ve imipenem MIK degeri >4 ug/ml olan izolatlarin
biiyiik bir cogunlugunun E-test ile pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Bu
calismanin sonuclarina gore, E-testin metallo-beta-laktamazin fenotipik tayinindeki
duyarliligt %94 ve ozgilligii %95 olarak belirlenmistir (150). Ancak yapilan diger
pek cok calisma, E-testi metallo-beta-laktamaz tayininde basarili bulmamaktadir.
Yan ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada, metallo-beta-laktamaz
tirettigi bilinen gram-negatif basiller ve nonfermenter bakterilerde E-testin metallo-
beta-laktamazin fenotipik tayinindeki duyarliligit %36.7 olarak belirlenmistir (149).
Italya’da aym yil yapilan diger bir calismada imipenem direngli P.aeruginosa
izolatlarinda metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde kullanilan E-test ile yanlis
pozitif sonuglar alindig1 belirtilmektedir (163). Walsh ve arkadaslarinin 2005 yilinda
yaptiklart diger bir calismada, E-test ile pozitif bulunan 31 P.aeruginosa izolatinin
25’1 PCR analizi ile metallo-beta-laktamaz acisindan dogrulanabilmistir (154). Latin
Amerika {ilkelerini kapsayan bir c¢alismada ise, E-test ile pozitif bulunan 54
P.aeruginosa izolatinin PCR analizi ile sadece 25’inde metallo-beta-laktamaz

geninin oldugu saptanmustir (200).
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E-test yanlis pozitif sonuglar verebildigi gibi, yanlis negatif sonuclar da
verebilmektedir. Ornegin, 2003 yilinda Yunanistan’da bir hastanede P.aeruginosa’ya
bagl salginda imipenem MIK degeri >8 pg/ml olan 53 izolat E-test ile taranmis ve
44’1 E-test pozitif bulunmustur. Ancak daha sonra yapilan PCR analizi ile E-testin
metallo-beta-laktamaz iireten ii¢ izolati tammmlayamadig belirlenmistir.

Calismamizda, metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde imipeneme orta
direncgli ve direncli izolatlara E-test uygulanmistir. E-test uygulanan 84 izolatin 25’1
(%29.8) E-test ile pozitif, 59’u (%70.2) ise negatif bulunmustur. Hidroliz deneyi ile
pozitif bulunan sekiz izolatin dordii E-test ile pozitif bulunurken, blay;, genlerinin
korunmus bolgelerine 6zgii iki farkli primer seti ile yapilan PCR analizinde VIM
benzeri enzim dUrettigini saptadigimiz ve E-test uygulanmis olan dokuz izolattan
besinin E-test ile pozitif , dordiiniin ise negatif sonuc¢ verdigi belirlenmistir.
Calismamizda PCR analizi ile pozitif bulunan 48 ve 117 no’lu suglarin imipenem
MIK degeri 1 pg/ml oldugu icin bu suslara E-test uygulanmamustir. PCR analizi
pozitif olan 20 ve 24 no’lu suslarin birinde E-test pozitif digerinde ise negatif
bulunmustur. Bu sonu¢ imipeneme orta direngli izolatlarda E-testin yaniltict sonuglar
dogurabilecegine bir 6rnek teskil etmektedir.

Elde edilen yanlis pozitif sonuglarin en 6nemli nedeni, cift disk sinerji
testinde de gozlenen EDTA’nin 06zgiill olmayan inhibisyon etkisinden
kaynaklanabilir. Yapilan bir c¢alismada, 1-10-o-fenantirolin adli bir maddenin
EDTA’ya gore metallo-beta-laktamazlar1 daha iyi inhibe ettigi ve 6zgiil olmayan
inhibisyon zonlarina neden olmadigi belirtilmektedir. Bundan sonra amaclanan
hedeflerden bir tanesi EDTA yerine bu madde kullanilarak metallo-beta-laktamazin
fenotipik tayinindeki degerinin degerlendirilmesi olabilir (205).

Ulkemizde metallo-beta-laktamaz tayinine dair literatiirde iic calismaya
rastlanmistir. Bahar ve arkadagslar1 2004 yilinda yayinladiklar1 raporda, SSK Diskapi
Egitim Hastanesi’nde yatmakta olan bir hastadan tamimladiklar1 K.pneumoniae
izolatinin genotipik yontemlerle VIM-5 tipi metallo-beta-laktamaz iirettigini rapor
etmiglerdir (3). Bayraktar ve arkadaslarinin 2004 yilinda yayimlanan raporunda,
Kasim 2002 ve Kasim 2003 tarihleri arasinda Sisli Etfal Hastanesi yogun bakim
tinitesinde yatan hastalarda tanimlanan  karbapenem direncli P.aeruginosa

izolatlarina E-test uygulandigi ve toplam 27 sustan 17’sinin (%66.6) E-test ile



76

fenotipik olarak metallo-beta-laktamaz trettigi belirtilmektedir (206). Diger yayin
Toraman ve arkadaslar tarafindan 2004 yilinda yayinlanan bir olgu raporudur. Bu
raporda Firat Universitesi Arastirma Hastanesi’nde yatmakta olan diyabetli bir
hastanin ayagindan izole edilen K.pneumoniae susunda metallo-beta-laktamaz varligi
E-test ile gosterilmistir (207). Her iki calismada da metallo-beta-laktamaz varlig
sadece E-test ile gosterilmis olup diger fenotipik testler kullanilmamis, PCR analizi
ile sonu¢ dogrulanmamistir. Literatiirdeki yayinlar géz oniine alindiginda, E-testin
tek basina metallo-beta-laktamaz tayininde yetersiz kalabilecegi bilindiginden,
sadece E-test yapilarak metallo-beta-laktamaz varligini ya da yoklugunu sdylemek
uygun degildir.

Metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde uyguladigimiz diger bir test
kombine disk sinerji testidir. Disk difiizyon testi ile, imipenem ve ikinci imipenem
diski iizerine eklenen 750 pug EDTA igeren disklerin inhibisyon zon caplari
arasindaki farkin 7 mm’nin itizerinde olmasi, metallo-beta-laktamaz agisindan pozitif
kabul edilmektedir. Lee ve arkadaslar1 2003 yilinda yayinlanan raporlarinda, disk
difiizyon yOntemiyle imipenem ve/veya seftazidim direngli P.aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii izolatlarina kombine disk sinerji testi uygulamis ve
sonuglart PCR analizi ile dogrulamiglardir. Bu arastirmacilar, kombine disk sinerji
testinin VIM benzeri enzim iireten izolatlarin fenotipik tanisindaki duyarliliginin
%93.9 oldogunu belirtirken, IMP benzeri enzim iireten izolatlarin fenotipik tanisinda
basarisiz oldugunu bildirmislerdir (199). Yan ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yayinladiklar1 raporda ise, kombine disk sinerji testinin P.aeruginosa izolatlarinda
metallo-beta-laktamazin fenotipik tanisindaki duyarliliginin %87, 6zgiilliigiiniin ise
%96.7 oldugunu bildirmislerdir. Metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarda imipenem
MIK degeri <4 pg/ml ise kombine disk difiizyon testinin uygulanamayacag
vurgulanmaktadir. Diger taraftan metallo-beta-laktamaz iireten ve imipenem MIK
degeri > 4ug/ml olan izolatlarin hepsi kombine disk sinerji testi ile
tanimlanabilmistir (149).

Calismamizda 110 P.aeruginosa izolatinin uygulanan kombine disk sinerji
testi ile 327s1(%29.1) pozitif, 78’1 (%70.9) ise negatif bulunmustur. Hidroliz deneyi
pozitif olan 8 izolatin 4’1i, PCR analizi ile blayy pozitif 11 izolatin 7’si kombine disk

sinerji testi ile de pozitif bulunmustur. PCR analizi ile blayy, geni pozitif bulunan
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ancak hicbir fenotipik testle pozitif sonu¢ vermeyen ii¢ izolatta, metallo-beta-
laktamaz enziminin eksprese olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu ii¢ izolat gozardi
edildiginde kombine disk sinerji testi sekiz PCR pozitif izolatin yedisinde pozitif
sonu¢ vermistir.  Elde edilen bu sonug, calismamizda uygulanan fenotipik testler
icinde kombine disk sinerji testinin PCR analizi sonucu ile en ¢ok uyum gosteren
test oldugunu vurgulamaktadir.

Metallo-beta-laktamazin fenotipik yontemlerle tayininde enzimin EDTA ile
inhibisyonu temeline dayanan fenotipik testler arasinda sonu¢ uyumuna bakildiginda;
cift disk sinerji testi ile kombine disk sinerji test uyumu %78.2, ¢ift disk sinerji testi
ile E-test uyumu %70.2, E-test ile kombine disk sinerji test uyumu %77.3 olarak
saptanmustir. Cift disk sinerji testi, E-test ve kombine disk sinerji testinin uyumu ise
%60.7 olarak bulunmustur. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, kombine
disk sinerji testinin E-test ile arasindaki uyum yiizdesi yiiksektir ve PCR analizi
sonuglart ile en fazla uyum gosteren testtir. Bu nedenlerden dolayi, yayinlanan ¢ogu
raporda metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde E-test kullanilmissa da, kombine
disk sinerji testi, E-testin uygulanamadig laboratuvarlarda metallo-beta-laktamazin
fenotipik tayininde kullanilabilecek alternatif bir test olarak goziikmektedir.

Metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde uygulanabilecek diger bir test ise
“Modifiye Hodge Testi”(MHT) dir. Bu testin prensibi, imipeneme duyarli olan bir
E.coli izolatimin metallo-beta-laktamaz {ireten bir bakterinin varliginda, enzim
tarafindan imipenemin hidrolize olmasi nedeniyle iireme kabiliyetini tekrar
kazanmasina dayanmaktadir. MHT’ nin metallo-beta-laktamaz1 fenotipik olarak
tayin edebilmedeki degeri yapilan bazi ¢caligsmalarla arastirllmistir. Lee ve arkadaslari
1995-1999 yillan arasinda imipeneme direngli P.aeruginosa ve Acinetobacter spp.
izolatlarina MHT ni uygulamislar ve PCR analizi sonucu testin duyarliligim1 %100,
ozgiillugiinii 1se %88 olarak bulmuslardir (151). Lee ise 2003 yilinda yayinlanan
raporunda MHT’nin  metallo-beta-laktamaz  iireten  izolatlarin  hepsini
tanimlayamadigini, yanlis negatif sonuclar alinabildigini belirtmektedir (199). Aym
yil yayinlanan bir baska raporda bu c¢alismanin bulgular1 desteklenmis, MHT
duyarhiligimm yiikseltmek amaciyla, ¢inko siilfat ile zenginlestirilmis MHT (MHT-
ZnS0O4) uygulanmis ve yanlis negatif sonuglarin bu sekilde Oniine gecilebildigi

belirtilmistir (152).
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Calismamizda MHT ve MHT-ZnSO, testlerinin metallo-beta-laktamazin
fenotipik tayinindeki yeri arastirilmistir. Calismaya alman 110 P.aeruginosa
izolatindan 6’s1 (%5.45) MHT ile, 14’ (%12.72) ise MHT-ZnSO, ile pozitif
bulunmustur. PCR analizi sonucu blayy, geni acisindan pozitif bulunan 11 izolatin
iki tanesi MHT ile, dort tanesi ise MHT-ZnSOy ile pozitif bulunmustur. Calismamiz
sirasinda gerek MHT gerekse MHT-ZnSOy,’lin degerlendirilmesinde pozitif ve
negatif izolatlarin her zaman dogru bicimde degerlendirilemeyecekleri belirlenmistir.
Zira calismamizda kullandigimiz metallo-beta-laktamaz {ireten pozitif kontrol
suslarindan bazilar her iki testle de negatif sonu¢ vermistir. Bu nedenle PCR pozitif
11 izolatin dokuzunda MHT ile ¢ikan yanlis negatif sonug¢larin sebebi MHT nin bazi
pozitif izolatlarda dogru sonu¢ vermemesine bagl olabilir. MHT ne c¢inko siilfat
eklenmesi ile silipheli suslarda sonucun daha net degerlendirilebilecegi
diisiiniilmiistiir. Test edilen izolatta eger metallo-beta-laktamaz varsa ¢inko iyonu
enzimin aktif bolgesine baglanacak ve enzimin islevini arttiracaktir. Calismamizda
MHT ile pozitif bulunan alt1 izolatin disinda MHT-ZnSOy ile sekiz izolat daha
pozitif bulunmustur.

Pek cok fenotipik testin temeli metallo-beta-laktamaz enziminin EDTA gibi
bir metal selatorle inhibe olmasina dayanmaktadir. MHT ise bu prensibe uymayan
bir testtir. Bu testte imipeneme duyarli olan bir E.coli susunun metallo-beta-laktamaz
tireten bir bakteri varliginda, enzimin imipenemi hidrolize etmesi ve bu nedenle
imipenem etkisinin ortadan kalkmasi sebebiyle liremeye devam etmesi temeline
dayanmaktadir. Ancak bilindigi gibi metallo-beta-laktamazlar disinda bazi enzimler
de imipenem hidrolizine neden olmaktadir. Eger izolatta OXA-23 ila OXA-28
enzimlerinden biri varsa ya da izolat dereprese bir mutantsa, siirekli yiiksek diizeyde
sentezlenen kromozomal AmpC enzimleri imipenemin hidrolizine yol
acabilmektedir. Bu nedenlerden dolayr kanimizca MHT, metallo-beta-laktamazin
fenotipik tayininde kullanilabilecek giivenilir bir test olmayabilir. Besiyerine EDTA
eklenerek gelistirilecek yeni bir yontem bu testi metallo-beta-laktamaz tayinine daha
0zgiil bir yontem haline getirebilir.

Metallo-beta-laktamazlarin tayininde bugiinkii bilgilerimiz 1s181inda fenotipik
testler icinde en giivenilir test olarak imipenem ve meropenem hidroliz deneyi,

genotipik testler icinde ise PCR analizi ve takiben yapilacak olan sekans analizi
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kabul edilmektedir. Literatiirde hidroliz deneyi ile PCR analizinin uyumlu sonu¢
verdigine dair pek cok yayina rastlamak miimkiindiir (154, 200, 163, 170, 203).
Ancak sozii edilen caligmalarin hepsinde hidroliz deneyi, yapilan bir veya iki
fenotipik testle pozitif bulunan izolatlara uygulanmis, fenotipik testlerle negatif
bulunan izolatlara uygulanmamistir. Bizim c¢alismamizda ise fenotipik test
pozitifligine bakilmaksizin tiim izolatlara hidroliz deneyi yapilmis, sekiz izolat
hidroliz pozitif bulunmustur. Hidroliz pozitif bulunan izolatlarda EDTA’nin hidrolizi
inhibe ettigi gosterilerek metallo-beta-laktamaz varligi teyit edilmistir. Hidroliz
pozitif bulunan sekiz izolatin ikisi ¢ift disk sinerji testi ile, dordii E-test ile, dordii
kombine disk sinerji testi ile, iici MHT ve altis1i ise MHT-ZnSO, ile pozitif
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda PCR analizi sadece hidroliz pozitif izolatlara
uygulanmistir. Bizim calismamizda ise PCR analizi fenotipik test sonuclarindan ve
hidroliz deneyi sonuclarindan bagimsiz olarak tiim izolatlara uygulanmistir. PCR
analizi ile bulunan pozitif 11 izolatin dordii hidroliz deneyi ile de pozitif sonug
vermistir. Hidroliz deneyi negatif olup, fenotipik testlerin ve PCR analizinin pozitif
oldugu izolatlarda EDTA inhibisyonuna dayanan fenotipik testlerin pozitifliginin
metallo-beta-laktamaz aktivitesinden mi yoksa EDTA’nmin kendi inhibisyon
yeteneginden mi kaynaklandig belli degildir. Zira hidroliz negatif, PCR pozitif ve
EDTA inhibisyonu temeline dayanan herhangi bir fenotipik test pozitif dort izolatta
MHT ve MHT-ZnSO, negatif (sadece bir izolatta MHT-ZnSO;, pozitif) bulunmustur.
Diger bir neden ise hidroliz deneyinin manipiilasyonu sirasinda bakteri
sonikasyonunun iyi yapilamamis olmasindan, dolayis: ile enzimin tam olarak aciga
cikamamasindan kaynaklanabilir. Literatiir incelendiginde hidroliz deneyi sirasinda
absorbans degerindeki ne kadarlik diisiisiin hidroliz deneyi acisindan pozitif kabul
edilecegine dair bir ifadeye rastlanmamistir. Calismamizda kullandigimiz ve gerek
MIK degerlerinin yiiksek oldugu gerekse diger fenotipik testler ile pozitif
saptadigimiz bazi kontrol suglarinin hidroliz deneyinde absorbans degerindeki diisiis
miktar1 olduk¢a azdir. Bu nedenle buna benzer alinan sonuclar hidroliz acisindan
negatif kabul edilebilmektedir. Hidroliz deneyi pozitif, PCR analizi negatif olan dort
izolatta dikkati ¢eken diger bir nokta hidroliz deneyi pozitifligi ile MHT-ZnSOy test
pozitifliginin paralellik gostermesidir. Hidroliz deneyi pozitif olan dort izolattan iicii

MHT-ZnSOy ile de pozitif sonu¢ vermistir. Her iki deneyde de enzim aktivitesini
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arttirmak icin eklenen ¢inkonun bu sonugta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir
calismada MHT-ZnSO,4 hari¢ tiim fenotipik testlerle negatif bulunan izolatlarda
metallo-beta-laktamaz disinda farkli bir karbapenemazin hidrolizden sorumlu
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Calismamizda 2 ve 3 nolu suslarda MHT-ZnSO,4
disinda tiim fenotipik testler negatif bulunmustur. Ancak bu iki izolatin hidroliz
deneyi pozitif olup, hidrolizin EDTA ile inhibe oldugu gosterilmistir. Metallo-beta-
laktamazlar disinda diger karbapenemazlarin EDTA ile inhibe olmadiklar1 bilindigi
icin her ne kadar PCR ile pozitif sonu¢ alinmamis olsa da bu iki izolatta metallo-
beta-laktamaz varlig1 iizerinde durulmaktadir. Diger taraftan hidroliz pozitif
izolatlara bakildig1 zaman tamaminin yanik ve yogun bakim gibi direngli bakterilerin
sik olarak izole edildigi boliimlerden geldigi goriilmektedir. Bu nedenle baska
primerler kullanilarak yapilabilecek genotipik testlerle metallo-beta-laktamaz
varliginin gosterilmesi thtimal dahilindedir.

Metallo-beta-laktamaz varliginin tespitinde PCR analizi giivenilir bir
genotipik yontemdir. PCR analizinde blayy, veya blapp genlerinin korunmus
bolgelerine 6zgii farkll primer setleri kullanilabildigi gibi enzime 6zgiil primer seti de
kullanilabilmektedir. Enzim tiplendirmesinde ise PCR sonucu elde edilen
amplikonun sekans analizinin yapilmasi gerekmektedir. Zira VIM benzeri ya da IMP
benzeri enzimler birbirlerinden genellikle bir veya iki amino asit farkla
ayrilmaktadir. Kore, Italya, Japonya, Fransa ve Yunanistan gibi iilkelerde hangi tip
metallo-beta-laktamazin goriildiigii bilindigi icin bu iilkelerde yapilan ¢alismalarda o
tilkede en fazla goriilen enzim tipine Ozgiil primerler kullanilmaktadir. Bizim
tilkemizde ise metallo-beta-laktamaz varlig: ile ilgili tek bir rapor bulunmakta, ve
elde edilen enzimin VIM-5 tipinde oldugu rapor edilmektedir (3). Bugiin Avrupa’da
IMP benzeri enzimlerin ¢ok nadir, VIM benzeri enzimlerin ise oldukca yaygin olarak
bulundugu bilinmektedir. Calismamizda blay;, genlerinin korunmus bdlgelerine
0zgiil iki primer seti ile PCR analizi gerceklestirilmistir. PCR analizinde kullanilan 1.
primer seti 261 bp iiriin, 2. primer seti ise 621 bp iiriin vermektedir. Calismamizda
fenotipik test veya hidroliz deneyi pozitifligine bakilmaksizin ¢alismaya dahil edilen
110 P.aeruginosa izolatina PCR analizi yapilmis ve 11 izolat blayys genleri
acisindan pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan izolatlarin hepsi 1. primer seti ile

saptanabilirken, 2. primer seti ile sadece dort izolatta bulunan blayy, geni
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saptanabilmistir. Benzer sekilde hidroliz pozitif olan dort izolat kullanilan iki primer
setiyle pozitif sonu¢ vermemistir. Bu sonuglar dogrultusunda, blayy, genlerinin
korunmus bolgelerine ait farkli primer setlerinin aym1 duyarliliga sahip olmadiklari
distiniilmektedir. Zira, Pasteran ve arkadaglarinin 2005 yilinda Arjantin’den
yayinladiklar1 kisa raporda, blayy, genlerinin korunmus bolgelerine 6zgii dort ayr
primer seti kullanildig1 belirtilmistir (141). Kullanilan bu dort farkli primer seti ile
elde edilen PCR sonuglar1 verilmemis olmasina karsin arastirmacilarin miimkiin
oldugu kadar fazla ve farkli primer kullanarak varolan metallo-beta-laktamaz genini
gozden kacirmak istemedikleri diisiiniilebilir. Bizim ¢alismamizda da 2. primer seti
ile saptanamayan dort izolat, bu primer setinin 1. primer setine gore daha az
duyarhiliga sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Calismada kullanilan her iki primer
seti VIM-1, VIM-2, ve VIM-3 enzimlerinin korunmus bdlgeleri esas alinarak
hazirlanmistir. Ancak VIM benzeri enzimlerin birbiriyle filogenetik benzerlikleri
nedeniyle diger VIM benzeri enzimleri de tamimlayabilecegi diistiniilmektedir.
Calismada kullandigimiz VIM pozitif P.aeruginosa izolatlarindan, 1. primer seti ile
VIM-1, VIM-2 ve VIM-5 iireten pozitif kontroller saptanabilirken, 2. primer seti
sadece VIM-1 ve VIM-2 iireten pozitif kontrolleri saptayabilmistir. VIM-1 ile VIM-4
arasinda bir amino asit farklilik bulunmasina ragmen her iki primer seti ile de VIM-4
saptanamamustir. Bu nedenle fenotipik test ya da hidroliz deneyi ile pozitif bulunan
ancak PCR ile blayy, geni saptanamayan izolatlarda metallo-beta-laktamaz geninin
olmadiginm1 soylemek uygun olmayabilir.  Diger bir olasilik ise, PCR ile
tanimlanamamis ancak fenotipik test ve/veya hidroliz deneyi pozitif olan izolatlarda
VIM benzeri enzimlerin disinda baska tip bir metallo-beta-laktamaz enziminin
bulunabilecegidir. Gibb ve arkadaslar1 2002 yilinda yayinladiklar1 bir raporda,
kullandiklar1 blayy, ve blapp primer setleri ile bir P.aeruginosa izolatinda metallo-
beta-laktamaz genini saptayamadiklarini, ancak genomik DNA’y1 bir plazmitte
klonladiktan sonra yapilan sekans analizi ile blapr genini saptayabildiklerini
belirtmislerdir (169). Bundan sonraki hedeflerden biri de simdiye kadar tanimlanmig
metallo-beta-laktamaz enzimlerinin miimkiin oldugunca ¢oguna 6zgii primer setleri
kullanilarak PCR analizinin tekrarlanmasi olabilir. Son yillarda kabul goren diger bir

yaklasim ise izolatlarda simnif 1 integronlara 6zgii primerler kullanarak integronu
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belirlemek ve sekans analizi ile integronda bulunan gen kaseti veya gen kasetlerinin
icerigini aci8a ¢cikarmaktir (154).

Calismamizda bulunan 11 PCR pozitif izolat incelendiginde 48., 116.
ve 117. numarali izolatlarin hidroliz deneyi dahil olmak iizere hicbir fenotipik
testinin pozitif olmadig1 goriilmektedir. Bu ii¢ izolatta metallo-beta-laktamaz geninin
eksprese edilmedigi diisiiniilmektedir. Metallo-beta-laktamaz geninin eksprese
edilmedigi izolatlarda karbapenem MIK degerlerinin  diisiikk olabilecegi
bildirilmektedir (198). Calismamizda metallo-beta-laktamaz geninin kriptik
oldugunu diisiindiigiimiiz 48 ve 117 numaral suslarda karbapenem MIK degerleri 1
ug/ml’dir. Diger yayinlanan raporda ise imipenem ve meropenem MIK degerleri 8-
32 upg/ml oldugunda ila¢ atim pompalarinin ve dis membran gegirgenliginin
direncten sorumlu olabilecegi veya metallo-beta-laktamazin ekspresyonunun diisiik
olabileceginden soz edilmektedir (174). Calismamizda 116 numarali izolatta
meropenem ve imipenem MIK degeri sirasiyla 16 pg/ml ve 32 ug/ml olarak
bulunmustur. PCR pozitif bulunan diger sekiz izolatta imipenem MIK degerleri 8-
128 pg/ml arasinda degismektedir. Imipenem MIK degerlerindeki bu degiskenlik
cesitli  calismalarda metallo-beta-laktamaz enzimi bulundurdugu saptanan
izolatlardaki imipenem direncindeki degiskenlikle uyumludur (196, 166, 208, 176,
171). Imipenem direncindeki degiskenligin en 6nemli nedeni olarak metallo-beta-
laktamazin ekspresyon diizeyi ve metallo-beta-laktamaz disinda ikinci bir direng
mekanizmasinin rol oynadig belirtilmektedir (195).

Metallo-beta-laktamaz gen kasetlerinin sinif 1 integronda c¢ogunlukla
aminoglikozit direncinden sorumlu gen kasetleri ile birlikte bulundugu bilinmektedir
(192,194). Calismamizda metallo-beta-laktamaz geninin eksprese edilmedigini
diisiindiigiimiiz ii¢ izolatin aminoglikozit sinifinda yer alan tobramisin MIK degeri
lug/ml iken diger sekiz PCR pozitif izolatta tobramisin MIK degerlerinin 16 ila
>128 pg/ml arasinda degistigi saptanmustir.

Bugiine kadar metallo-beta-laktamaz {ireten izolatlarda gozlenen ortak
ozelliklerden biri de bu izolatlarda seftazidim MIK degerlerinin oldukca yiiksek
olmasidir (193). Calismamizda PCR pozitif bulunan 11 izolatin sekizinde yiiksek

seftazidim direnci gozlenmistir.
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Metallo-beta-laktamazlarin diger bir ortak 0zelligi aztreonami hidrolize
edememeleridir. Ancak bugiine kadar metallo-beta-laktamaz pozitif izolatlarin
cogunlukla aztreonama da direncli olduklar1 rapor edilmistir (192,193,195). Benzer
sekilde calismamizda PCR pozitif izolatlarin 10’u aztreonama direngli, biri orta
direncli bulunmustur.

Calismamizda PCR pozitif izolatlarin aynistirildigi ornekler gesitlilik (dort
pliy, iic kan, iki balgam, iki bronkoalveolar lavaj) gostermektedir. Bugiine kadar
yapilan ¢esitli caligmalarda metallo-beta-laktamazin en fazla idrar orneklerinden
ayristirllan ~ P.aeruginosa  izolatlarinda  tanimlandigi  rapor  edilmistir
(163,167,171,196,202). Bizim c¢alismamizda ise idrar Orneklerinden ayristirilan
P.aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamaz saptanmamaistir.

Kanada’da 2001 yilinda bir hastanede ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinda
metallo-beta-laktamaz sikligi %5.2 olarak bulunmustur (169). Kore’de 2000-2001
yillar1 arasinda imipeneme direngli P.aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamaz
sikligt %11.4 olarak saptanmistir (167). SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans
Programinin 2005 yilinda yayinlanan raporuna gore, imipenem direncli P.aeruginosa
izolatlarinda metallo-beta-laktamaz siklig1, italya’da %39.1, Japonya’da %26.8 ve
Latin Amerika iilkelerinde %19.7 olarak belirlenmistir (173). Calismamizda 2002
ve 2003 yillarinda Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 664 farkli hastadan ayristirilan P.aeruginosa izolatlarinin 9’unda
(%1.5) metallo-beta-laktamaz geni oldugu saptanmistir. Calismamizin sonucunda
bulunan metallo-beta-laktamaz oran1 diisilk goriinmektedir. Ancak halen tespit
edemedigimizi diisiindiiglimiiz farkli metallo-beta-laktamaz enzimlerinin bulunma
olasilig1 nedeniyle, P.aeruginosa izolatlarinda metallo-beta-laktamaz sikliginin daha
yiiksek oldugu kanisindayiz.

PCR analizi ile blayp, geni agisindan pozitif bulunan eriskin hastalara ait
dokuz Ornegin genotipik benzerligi AP-PCR yontemiyle arastirilmistir. AP-PCR
sonuglarina gore yedi farkli genotip bulunmustur. Tek bagina AP-PCR sonuglart ile
izolatlarin molekiiler epidemiyolojisi hakkinda kesin bir yargiya varilamasa da {i¢
izolatin genotipik olarak benzer oldugu goriilmiistiir. Bunlardan 19 ve 24 no’lu
suslar, 2003 yilinin Nisan ayinda Yanik Unitesi’nde yatmakta olan iki hastanin piiy

orneklerinden, 20 no’lu sus ise ayn1 yilin Mart ayinda Cerrahi Bilimler’de yatmakta



84

olan bir hastanin piiy orneginden ayristirilmistir. Bu ii¢ hastanin ayn1 sus ile enfekte
oldugu diistiniilmektedir. Bu bulgular metallo-beta-laktamaz pozitif P.aeruginosa
izolatlarinin hastane ortaminda yayilabilece8ine isaret etmekte olup, nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olan ¢oklu antibiyotik direnci tasiyan izolatlarin yayilmasin
Oonlemenin oldukca 6nem tasidigini vurgulamaktadir. Bu izolatlarin yayilmasindaki
en 6nemli neden, kullanilan tibbi aletlerin yeterli hijyene sahip olmamasi olabilecegi
gibi, hastane personeli tarafindan direncli izolatlarin yayilmasi da s6z konusu
olabilmektedir. Ozellikle yogun bakim iinitesi, yanik iinitesi veya cerrahi boliimlerde
bu tiir izolatlarin bulunup bulunmadigini belirlemek ve yayilimin Onlenmesi i¢in
gerekli 6nlemleri almak son derece 6nem tagimaktadir.

Metallo-beta-laktamaz enzimlerinin basta nonfermenter bakteriler olmak
tizere diger gram-negatif basiller arasinda da hizla yayildig bilinmektedir. Direngten
sorumlu genin smif 1 integronda gen kasetleri icinde bulunmasi yayilimi
kolaylastirict bir 6zelliktir. Gerek direncli izolatlarin yayiliminin onlenmesi, gerekse
klinikte tedaviye yon verilmesi agisindan metallo-beta-laktamaz enzimi iceren
izolatlarin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda hizli, kolay ve giivenilir sekilde
tamimlanmalar1  gerekmektedir. Halen metallo-beta-laktamazlarin  tanisinda
giivenilirliligi kabul edilmis standardize bir testin olmamasi, metallo-beta-laktamaz
iceren pek cok izolatin gézden kacmasina neden olmaktadir. Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarlari’nda imipenem direnci >16 pg/ml olan P.aeruginosa izolatlarinin
metallo-beta-laktamaz varligi acisindan degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
E-testin tiim metallo-beta-laktamaz iireten izolatlar1 tanimlayamadigi bilinse de testin
duyarliligim arttirmak icin, substrat olarak imipenem, meropenem ve seftazidim gibi
birden fazla substrat ile EDTA, 2-MPA gibi metallo-beta-laktamaz inhibitorlerinin
denenmesi tavsiye edilmektedir. Fenotipik test ile pozitif bulunan izolatlarin
molekiiler tekniklerle mutlaka dogrulanmasi gerektigi belirtilmektedir. Bu amagla
PCR analizi, hibridizasyon teknigi veya smif 1 integronun genetik elemanlarinin
cogaltilmasi ve sekans analizinin yapilmasi izlenecek yollardir (123). Calismamizda
metallo-beta-laktamazin fenotipik tayininde uyguladigimiz fenotipik testler igcinde
PCR analizi ile en uyumlu sonug¢ veren fenotipik testin kombine disk sinerji testi
oldugu gozlenmistir. Kombine disk sinerji testinin E-test ile olan uyumu, metallo-

beta-laktamaz varligini tespit etmede kombine disk sinerji testinin E-test i¢in bir
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alternatif olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Bundan sonraki en énemli hedef bu
enzimleri tanimlayabilecek duyarliligi ve ozgiilliigli yiiksek testlerin gelistirilmesi
icin arastirmalarin devam etmesi olmalidir.

Cogu metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarda, beta-laktam direnci yaninda
aminoglikozitlere ve florokinolonlara diren¢ de gbze carpmaktadir. Bu izolatlarda
metallo-beta-laktamaz enziminin yani sira sefalosporinaz, aktif ila¢ atim pompalari
veya dis membran gecirgenliginin diisiik olmasi gibi ikinci bir diren¢ mekanizmasi
da bulunabilmektedir. Metallo-beta-laktamaz {ireten izolatlarla meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde izlenecek yol heniiz kesinlik kazanmamis olmakla
birlikte, bu izolatlarin polimiksin B’ye duyarli olduklar gozlenmektedir (100).
Polimiksin B’nin yami sira rifampinin de tedavide alternatif olabilecegi
diistiniilmektedir (123). Bunun yam sira in vitro kullanilan metallo-beta-laktamaz
enzimi inhibitorlerinden hig biri bugiin tedavide kullanilmaya uygun degildir (209).

Yakin zamanda metallo-beta-laktamaz  {ireten izolatlarla  gelisen
enfeksiyonlarin tedavisinin oldukg¢a sinirli olabilecegi olasiligi nedeniyle, bu enzimi
ireten izolatlarin 6zellikle hastane ortaminda yayilmasini onlemek ¢ok onemlidir. Bu
amagla metallo-beta-laktamaz enziminin erken tanisi biiyiik 6nem kazanmaktadir.
Ayrica Ozellikle yogun bakim iinitelerine ve onkoloji servisine kabul edilen
hastalarin metallo-beta-laktamaz {iireten bir izolatla kolonize olup olmadiginin
belirlenmesi metallo-beta-laktamaza bagli direncin yayiliminin engellenmesinde

alinacak onlemlerin basinda gelmektedir (210).
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SONUCLAR

1. P.aeruginosa’da bulunan ¢oklu ila¢ direnci tedavinin basarisiz olabilmesine
neden olabilmektedir. Calismaya alinan seftazidim ve/veya imipenem direngli

P.aeruginosa izolatlarinin %60’1 ¢oklu ila¢ direncine sahiptir.

2. Calismaya 2002-2003 yillarinda Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi
Klinik Patoloji Laboratuvarina gelen 664 hastaya ait 75 imipenem ve/veya
seftazidim direngli P.aeruginosa izolati ile Cocuk Gogiis Hastaliklar
boliimiinden gonderilen balgam oOrneklerinden soyutlanan 35 imipenem
ve/veya seftazidim direngli P.aeruginosa suslari alinmistir. Alti antibiyotik
icin yapilan agar diliisyon metodu ile cocuk ve erigkin hasta gruplari arasinda
seftazidim, sefaperazon-siilbaktam, siprofloksasin ve tobramisin direng
yiizdeleri arasinda fark anlamli bulunmamistir. Ancak cocuk hastalardan
soyutlanan izolatlarda meropenem ve imipenem direng yiizdeleri eriskin hasta

izolatlarina gore daha yiiksek bulunmustur.

3. Metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarin hastane ortaminda yayilmasini
engellemek ve tedaviye yon vermek amaciyla bu izolatlarin klinik
mikrobiyoloji laboratuarlarinda hizli, kolay ve giivenilir testler ile
tanimlanabilmesi gerekmektedir. Ancak bugiin halen giivenilir, standart bir
test mevcut degildir. Calismamizda uygulanan bes fenotipik test icinde PCR
sonuglart ile uyumu agisindan en giivenilir test kombine disk sinerji testidir.
Kombine disk sinerji testinin E-test ile yiiksek uyum gostermesi, bu testin E-
test’in kullanilamayacagi laboratuvarlarda metallo-beta-laktamaz tayininde

alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir.

4. Metallo-beta-laktamazlarin genotipik tayininde kullanilan iki primer seti ile
11 izolat pozitif bulunmus olup metallo-beta-laktamaz sikligr eriskin

hastalardan 2002 ve 2003 yillarinda soyutlanan P.aeruginosa izolatlarinda
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%1.5 olarak saptanmistir. Ancak kullanilan primer setleri ile tiim metallo-
beta-laktamaz iireten izolatlarin tespit edilemedigi diisiiniilmektedir.
Imipenem ve/veya seftazidim direngli 110 izolatta ise metallo-beta-laktamaz

siklig1 %10 olarak belirlenmistir.

. PCR analizi ile saptanan ii¢ izolatin tiim fenotipik testleri negatif bulunmus,

antibiyotiklere yiiksek direncli olmadiklar1 belirlenmistir. Bu {i¢ izolatta
metallo-beta-laktamaz geninin kriptik oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle
antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin metallo-beta-laktamaz  varligi

acisindan her zaman fikir veremeyebilecegi diisiiniilmektedir.

. PCR analizi sonucunda eriskin hastalara ait dokuz izolatta metallo-beta-

laktamaz geni saptanmistir. Bu izolatlarin {iciiniin genotipik olarak benzer
oldugu belirlenmistir. Hastane ortaminda direngli izolatlarin yayilmasini
onlemek olduk¢a onemlidir. Bu nedenle bundan sonraki hedef metallo-beta-
laktamazlar giivenilir, hizli ve kolay tanimlayabilecek testlerin gelistirilmesi

icin ¢caligmalarin devam etmesi olmalidir.
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