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GIRIS VE AMAC

Gram negatif, nonfermentatif bir ¢omak olan Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) ¢evremizdeki her ortamda bulunabilmektedir. Ne yazik ki, hastane ortaminda
nemli bolgelerde, yiyeceklerde, ¢igeklerde, lavabolarda, tuvaletlerde, yer temizlik bezlerinde,
solunum cihazlarinda ve diyaliz ekipmanlarinda ve hatta dezenfektan soliisyonlarinda bile
canliliklarini siirdiirebilmektedir. Ozellikle hastanede yatan veya ayaktan tedavi géren bagisik
sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (1).

Basit ortamlarda ireyebilen P. aeruginosa birgok antibiyotige karsi dogal olarak
direnglidir. Ayrica yiiksek oranda kazanilmig direng gelistirebilme yetenegine sahiptir. Bu
nedenle tedavisi gli¢ olan ve hayati tehdit eden hastane enfeksiyonu (HE) etkenleri arasinda
siklikla yer almaktadir. Pseudomonas’lar yogun bakim iinitelerinde (YBU), yamk
tinitelerinde, mekanik ventilatdrlerde, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumlu
antibiyotik kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve bu durum invaziv enfeksiyonlara
da yatkinlik olusturmaktadir (1).

Son yillarda, P. aeruginosa kokenlerinde gelisen ¢oklu antibiyotik direnci diinya
genelinde 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Basta sefalosporinler olmak iizere pek ¢ok
antibiyotige diren¢ nedeniyle karbapenemler tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna
bagl olarak son yillarda karbapenemlere direngli kokenler 6zellikle HE etkeni olarak izole
edilmektedirler. P. aeruginosa ve diger gram negatif bakterilerin karbapenemlere direng
gelistirmesinde en Onemli mekanizmalardan biri karbapenemazlarin  tretimidir.
Karbapenemaz enzimleri arasindan aktif bolgelerinde metal iyonlar1 tasiyanlar metallo beta
laktamaz (MBL) olarak adlandirilir. Bu enzimler monobaktamlar hari¢, karbapenemleri de
kapsayan beta laktam antibiyotiklere diren¢ gelisiminden sorumludurlar. Direng genleri
plazmid ve transpozonlarla tasindigi igin diger bakterilere de aktarabilmektedir (2).
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Bu nedenle MBL enzimlerinin gram negatif bakteriler arasinda yayilmasi iilkemiz ve biitiin
diinya iilkeleri agisindan biiyiik bir sorun olusturmaktadir.

Ulkemizde de MBL enzimlerine sahip izolatlar pek ¢ok ilden bildirilmektedir. ilk kez
2004 yilinda Ankara’dan Verona imipenemase (VIM) tipi MBL bir P. aeruginosa kdkeninde
bildirilmistir (3). Daha sonra giiniimiize kadar bir¢ok vaka bildirimi yapilmistir ve bunlardan
cogunda VIM tipi MBL tespit edilmistir (4-7).

Bu c¢alismada Edirne ve ¢evresinde izole edilen karbapenem direngli P. aeruginosa

kokenlerinde fenotipik ve genotipik yontemlerle MBL varliginin arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

Nonfermentatif bakteriler son yillarda artan HE’lere neden olmalar1 sebebiyle daha da
onem kazanmaktadir. Ozellikle dis ortamda canliligin uzun siire siirdiirebilmesi ve tedavide
kullanilan ilaglara direng gelistirmesi basta immiin sistemi baskilanmis olgular olmak ftizere,
mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olmaktadir. Son yillarda ortaya ¢ikan ve tim

diinyada yayilan MBL direnci nedeni ile tedavide ciddi sikintilarla karsilagilmaktadir.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Firsatgr bir patojen olarak kabul edilen Pseudomonas’lar insanlarda bir¢ok
enfeksiyona neden olmaktadir. Toprakta ve suda siklikla bulunan, zor kosullar altinda canli
kalabilen P. aeruginosa; kistik fibrosis, yanik enfeksiyonu ve Insan Immiin Yetmezlik Viriisii
ile enfekte hastalar gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda ciddi, sagaltimi zor

enfeksiyonlara neden olabilir (1).

Morfoloji, Biyokimyasal ve Kiiltiir Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa aerop, sporsuz, diiz veya hafif kivrimli, 0.5-1 pm
genisliginde, 1.5-5 pm uzunlugunda gram negatif bir basildir. Bir ya da birden fazla polar
konumlu kirpigi vardir ve bu nedenle ¢ok hareketlidir. Piyosiyanin adi verilen ¢oziiniir
fenazin pigmenti iretmesi en onemli Ozelliklerinden biridir. Piyosiyanin disinda bakteri
kirmiz1 pigmentten sorumlu piyorubin, siyah pigmentten sorumlu piyomelanin veya sari-yesil
ya da yesil-kahverengi renk veren piyoverdin pigmenti igerebilir. Laboratuvarlarda, Triptik
Soy Agar, Koyun Kanli Agar, Cukulata Agar, Mueller Hinton Agar (MHA), Eozin Metilen
Blue Agar ve Mac Conkey gibi besiyerlerinde 30-37°C’de kolaylikla iireyebilir; 42°C’de

tireyebilme 6zelligi tiir ayriminda 6nemlidir.



P. aeruginosa oksidaz pozitif olmasi ve glikozu fermente etmemesi ile
Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerinden ayrilir. Laktoz ve sakkaroza etkisizdir. Katalaz ve
L-arginin dihidrolaz olusturur; indol ve H,S olusturmaz. Metil kirmizis1 ve VVoges-Proskauer

reaksiyonlar1 negatiftir; potasyum siyaniire direnglidir (8,9).

Epidemiyolojisi ve Klinik Onemi

Hastane enfeksiyonlarinda 1940’lara kadar Streptekoklar basta gelirken,
antibiyotiklerin kullanima girmesiyle Stafilokoklar baskin hale gelmistir. 1960-1970’li
yillarda penisilinlere direngli Stafilokoklara etkili antibiyotiklerin kullaniminin artmasiyla
Enterobacteriaceae grubu bakteriler ve P. aeruginosa gibi gram negatif basiller 6n plana
cikmistir; ve bu bakteri 1990’11 yillarda bazi antibiyotiklere kars1 direng gelistirmeye baglamis
ve giiniimiize kadar farkli diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek HE etkenleri arasinda 6nemli bir
yere sahip olmustur (10).

Farkli ¢evresel yerlesim gosteren P. aeruginosa, kolay iireyebilen, pek ¢ok
antibiyotige ve dezenfektana direng gosterebilen firsat¢i bir patojendir. P. aeruginosa
hidrofilik olup lavabolar, sebzeler, nehir sulari gibi nemli ortamlarda, hastanelerde,
tuvaletlerde, temizlik malzemelerinde, yiyeceklerde, ¢igeklerde bulunabilirken, normal ev
ortamini nadiren kontamine eder (1). Insan patojeni olan P. aeruginosa saglikli kisilerde
kolonize olabilir ancak bunlarda saprofittir. Kolonizasyon sikligi deride %0-2, burun
mukozasinda %0-3.3, bogazda %0-6.6, diskida %2.6-24 arasindadir. Ozellikle yiiksek risk
grubundaki hastalarda (immiin yetmezlik, yanik, 16semi, kistik fibrozis) enfeksiyonlara neden
olabilmektedir ve hastane kaynakli enfeksiyonlardaki P. aeruginosa orani ¢esitli viicut
bolgelerine, hastanin yattigi bolime ve farkli hastanelere gore degismektedir.
P. aeruginosa’ya bagli HE’ler genellikle mekanik ventilasyon cihazina baglanan olgularda,
yanik olgularinda, kemoterapi veya cerrahi girisimde bulunulan hastalarda gelismektedir
(8,9,11). Damar igi ila¢ kullanicilarinda endokardit ve osteomyelite, bronsektazi gibi altta
yatan akciger hastaligi olanlarda toplum kaynakli pnomoniye, genellikle travma ve cerrahi
uygulamayi takiben menenjite, diyabetik hastalarda malign eksternal otite, yenidoganda sepsis
ve menenjite, iiriner sistemde kompleks anomalisi olan hastalarda idrar yolu enfeksiyonlarina
ve peritonite yol acabilir. P. aeruginosa ayak tabanimnin delici yaralanmalarini takiben gelisen
osteokondritlerin en sik etkenidir. Uzun siirelerle yilizen kisilerde saglikli konak i¢in kendi
kendini smirlayan, yiizeyel antimikrobiyal ajanlara yanit veren bir hastalik olan dis kulak
enfeksiyonlaria ve kontakt lens kullanicilarinda hijyenin zayif oldugu, lenslerin uzun siireli

kullanildig1 durumlarda ise konjonktivite neden olmaktadir (1,8).
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Pseudomonas aeruginosa’mmn Hastane Enfeksiyonu Etkenleri Arasindaki Yeri

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore HE siklig1 %3-14 arasinda degismekte olup bu
oran YBU ve yanik iiniteleri gibi birimlerde %20-40’lara ¢ikmaktadir (12). Tiim HE’lerin
yaklasik %40’ mdan fazlasim iiriner sistem enfeksiyonlari olusturmaktadir (13). Uroloji
kliniklerinde yapilan, tilkemizin de dahil oldugu ¢ok merkezli ¢alismada Pseudomonas spp.
riner sistem enfeksiyonlarinda (%13) etken olarak ikinci siklikta gdzlenmistir (14). Hastane
kaynakli pnémoniler, YBU’de en sik goriilen HE iken, diger servislerde ikinci veya iigiincii
siklikta goriilen enfeksiyonlardir (12). Ak ve ark. (15) YBU’nde yapmis oldugu bir calismada
nozokomiyal pnomoni orant %40.5 olarak saptanmistir, en sik izole edilen etkenler ise
Acinetobacter spp. (%23.8), P. aeruginosa (%21.4) ve Escherichia coli (E. coli) (%19.1)’ dir.
Ulkemizde YBU’de yapilan bir diger ¢aliymada en sik goriilen enfeksiyon ventilator iliskili
pnomoni (%41.2) ve hastalardan en sik izole edilen patojen Pseudomonas spp. (%31.3) olarak
saptanmistir (16). Yine benzer bir c¢alismada, Rocha ve ark. (17) ventilator iligkili
pnonomilerde P. aeruginosa izolasyon oranint %29 olarak saptamislardir. Cerrahi alan
enfeksiyonunun ise, her yil cerrahi miidahele uygulanan 16 milyon hastanin %2-5’inde
gelistigi diigtiniilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her 24 cerrahi hastadan birinde
enfeksiyon gelisimi s6z konusudur (12). Ulkemizde yapilan bir calismada Yurtsever ve ark.
(18) tarafindan 2007 yilinda yara yeri 6rneginden izole edilen 1126 etkenin 881 ini (%78.2)
gram negatif bakteri olarak saptamiglardir. En sik izole edilen bakteriler sirasiyla E. coli
(9%26.8) olup, P. aeruginosa (%18.3) ikinci sirada yer almaktadir. Siimer ve ark.’nin (19)
yapmis oldugu cerrahi alan enfeksiyonlari ¢alismasinda ise, Pseudomonas spp. izolasyon
sikligi  %13.6’dir.  HE’ler arasinda mortalitesi en yiiksek olan enfeksiyon tiirleri
bakteriyemilerdir. Kang ve ark. (20) P. aeruginosa bakteriyemisi saptanan 136 hasta tizerinde
yapmis olduklar1 calismada mortalite oranimni %39 olarak bildirmislerdir. Kan dolasimi
enfeksiyonlart arasinda %3.8’inde etken olarak P. aeruginosa saptamislardir. Yapilan bir
diger ¢alismada P. aeruginosa’ nin neden oldugu bakteriyeminin 30 giinde mortalite orani
%20.9 olarak bulunmustur (21).

Pseudomonas aeruginosa’mmn Virulans Faktorleri
P. aeruginosa’ya ozgii ¢esitli yapilar, proteazlar ve toksinler hastalik olusumuna

yardimci virulans faktorlerindendir (Tablo 1).



Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa’nmin virulans faktorleri (9)

Uriin Rolii

Piluslar ve pilus olmayan Akcigerlere ve yara bolgesine yerlesimi saglar.

adezinler

Aljinat (slime tabakasi) Tutunma ve fagositozun engellenmesi, bazi antibiyotiklere
direnci saglar.

Lipopolisakkarit Septik sok, bazi antibiyotiklere direnci saglar.

Noraminidaz Piluslarla yapismay1 kolaylastirir.

Ekzotoksin A Difteri toksini gibi EF-2’yi etkileyerek doku hasar1 yapar,
fagositozu engeller.

Ekzoenzim S Konak hiicre G proteinlerini etkiler ve fagositozu engeller.

Elastaz Damarlar ve akcigerleri hasarlandirir, immiin kompleks
depolanmasindan da sorumludur.

Diger proteazlar Akciger ve diger dokularda hasara neden olur.

EF-2: Elongasyon Faktor-2.

Piyosiyanin pigmenti yesil renkli floresein ve turkuaz mavisi renklidir. Piyoverdin, bir
siderofordur, g¢evredeki demiri baglayarak P. aeruginosa’nin metabolizmasi i¢in demir

saglamaktadir (22).

Antimikrobiyal Diren¢ ve Mekanizmalari

Pseudomonas’lar antistafilokokkal penisilinler, sulbaktam-ampisilin, ampisilin,
amoksisilin, amoksilin-klavulanik asid, 1. ve 2. kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson,
trimetoprim sulfametaksazol, nalidiksik asit, vankomisine direnglidir. Antipseudomonal
penisilinlere (tikarsilin ve piperasilin), siprofloksasine, sefoperazona, seftazidime (CAZ),
aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin, amikasin), meropeneme (MEM) ve imipeneme
(IPM) toplumdan kazanilmis P. aeruginosa izolatlar1 duyarlidir. Tikarsilin, piperasilin, CAZ,
sefepim, sefpirom, sefoperazon, karbapenemler ve aztreonam antipseudomonal beta laktaml
antibiyotiklerdir.

Antibiyotiklerin yaygin kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni direng
mekanizmalart gelistirdigi ve beta laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarinin giderek arttigi
gozlenmektedir. Pseudomonas’larda kromozomal ve plazmid kaynakli beta laktamazlarin
iiretimi, antibiyotik hedeflerinde degisiklik yapan penisilin baglayan proteinlerdeki degisim,
porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran gecirgenliginin azalmasi, aktif disa
pompalama sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmasina bagl diren¢ mekanizmalar1 mevcuttur.
P. aeruginosa’'nin cesitli antibiyotiklere kars1 direng gelistirme mekanizmalar1 Tablo 2’de

Ozetlenmistir (23).



P. aeruginosa kokenlerinde direng oranlari ve direngten sorumlu olabilecek olasi
mekanizmalar her iilke ve merkeze gore degisiklikler gostermektedir. P. aeruginosa
kokenlerinin aminoglikozidlere, karbapenemlere, sefalosporinlere ve florokinolonlara direng
oranlart Avrupa’nin kuzeybatisinda 6zellikle Iskandinavya’da diisiik iken (<%10),
giineydogusunda o6zellikle Yunanistan’da yiiksektir (%25-54). Latin Amerika ve Giineydogu
Asya’da yiiksek iken, Amerika Birlesik Devletleri’nde orta seviyededir (24,25). 2011 yilinda
karbapenem direnci 29 Avrupa iilkesinden ortalama %18.6 oraninda bildirilmistir. Ulkeler
tarafindan bildirilen direngli P. aeruginosa kokenlerinin yiizdeleri %3.5 (Hollanda) - %66.7
(Romanya) arasinda degismektedir. Romanya’dan 10’dan az kdokende bildirim yapilmistir.
2008-2011 willart arasinda karbapenem direncinde anlamli artig Avusturya, Kibris Rum
kesimi, Danimarka, Yunanistan ve Fransa gibi flilkelerde gozlenmistir. P. aeruginosa
kokenlerinde karbapenem direnci komsu llkelerden Bulgaristan’da %29.2  iken,
Yunanistan’da %54 oranindadir (26). Tiirkiye’den 10 merkezin katildigi 16 tilkede yiiriitiilen
‘Comparative Activity of Carbapenem Testing Study’ baslikli karbapenem aktivitelerinin
karsilastirildig bir caligmada klinik kokenlerin %49.8’ini Pseudomonas spp. olusturmaktadir,
tiim kokenlerin %31.5’ini en az bir karbapeneme direngli olarak saptamiglardir (27). Benzer
sekilde 2010 yil1 ulusal hastane enfeksiyonlar: siirveyansi verilerine gore karbapenem direngli
P. aeruginosa orani %31 olarak saptanmistir (28).

Tablo 2. Pseudomonas aeruginosa’da gesitli antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari (23)

Etkilenen Antibiyotik Mekanizma

Geniglemis spektrumlu Indiiklenebilir Amp C tipi kromozomal beta-

sefalosporinler ve laktamazlarin, genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin

monobaktamlar varlhig

Karbapenemler OprD kaybi ve aktif pompa sistemlerinin,
karbapenemazlarin, plazmid kdkenli metalloenzimlerin
varligi

Aminoglikozidler Aminoglikozid yapisin1 degistiren enzimlerin varligi ve
aktif pompa sistemlerinin islemesi

Kinolonlar DNA giraz A mutasyonlarinin olusumu ve aktif pompa
sistemlerinin islemesi

Cogul direng Aktif pompa sistemlerinin islemesi ve hiicre duvar
gecirgenliginin diisiik olmasi

OprD: Outer membrane protein D.

1. Aktif disa pompalama sistemleri: Ila¢ direncine neden olan mekanizmalardan biri

ilag atim pompalaridir. Aktif disa pompalama sistemleri, diizenleyici genler ile kontrol
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altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama sistemlerinin agir1 ¢alismasina ve
antimikrobiyallerin de disar1 atilmasina neden olur. Bu sistem iki bilesen ve bir proteinden
olusur. MexB, MexD, MexF ve MexY sitoplazmik zarda bulunan birinci bileseni olusturan
proteindir, enerji bagimli pompa gibi ¢alisir. Ikinci bilesen Outer membrane protein (Opr) J,
OprN ve OprM ise dis membran proteininde kapr konumundadir. Ugiincii protein MexA,
MexC, MexE ve MexX periplazmik bosluk iginde yer almaktadir ve diger iki bileseni
baglamaktadir (Tablo 3) (29). En iyi tanimlanmis olan1i MexAB-OprM’dir. MexAB-OprM,
P. aeruginosa’ da MEM’nin de iginde bulundugu ¢ogul antibiyotik direncine ve aktif disa
pompalama sistemlerinde asir1 salinmaya neden olurlar (30,31). MexCD-OprJ aktif
pompalama sistemi genellikle 4. kusak sefalosporinlere direng olusturur. MexXEF-OprN
sisteminin de aktif hale gelmesi ile olusan nfxC mutantlar1 6zellikle IPM agirlikli olarak
karbapenem direncine neden olmaktadir (32). Ayrica, OprD kaybr ile birlikte MexXY-OprM
sistemlerinin de karbapenem direncine neden oldugunu gosteren calismalar mevcuttur
(33,34).

Tablo 3. Pseudomonas aeruginosa’da bulunan aktif disa pompalama sistemlerinin
yapisi ve substratlari (29)

Sitoplazmik | Periplazmik | Dis Substratlar

membrane baglayici membran

pompasi kanal

MexB MexA OprM Kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler,

linkomisin, kloramfenikol, novobiosine,
imipenem harig beta laktamlar

MexD MexC OprJ Kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler,
linkomisin, kloramfenikol, novobiosine,
karbenisilin harig penisilinler, sefepim,

sefpirom
MexF MexE OprN Fluorokinolonlar, karbapenemler
MexY MexX OprM Kinolonlar, makrolidler, tetrasiklinler,

linkomisin, kloramfenikol, aminoglikozidler,
karbenisilin harig penisilinler
ve sefepim, sefpirom, meropenem

Opr: Outer membrane protein.

2. D1y membran porin defektleri: P. aeruginosa’ da goriilen ilag direncinin diger bir
nedeni dig membran gegirgenliginin azalmasidir. Antibiyotikler dis membrandan OprF, OprC,
OprD gibi kanallardan hiicre igerisine girmektedir. Ozellikle beta-laktam antibiyotikler dis

membrandan OprF, OprC kanallar1 aracilig1 ile gegmektedir. Imipenem ayrica D2 proteini adi



verilen 6zel bir porini kullanarak gegmektedir. Bu yiizden, IPM direngli P. aeruginosa klinik
izolatlarmin ¢ogunda OprD porin kayb1 vardir (35). P. aeruginosa tedavisinde ilk haftanin
sonunda OprD kaybi ile yaklagik olarak %50 oraninda karbapenem direnci saptandigi
gosterilmistir. OprD mutantlarin IPM minimal inhibitdr konsantrasyon (MiK) aralig1 8-32
ug/ml, MEM igin 2-4 pg/ml oldugu saptanmustir (32,36).

3. Beta laktamaz enzimleri: Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid
bagini pargalama dzellikleriyle beta laktam grubu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran
enzimlerdir. Kromozomal ya da plazmid kaynaklidirlar (37). Beta laktamazlar molekiiler
yapilarinda aminoasit dizilerinin benzerligine bakilarak yapilan Ambler siniflamasi veya 1995
yilinda Onerilen, gliniimiizde yaygmn olarak kullanilan, 6zellikle substrat profilleri ve
inhibitorlere duyarlilik gibi islevsel 6zelliklerinin degerlendirilmesine dayanan Bush-Jacoby-
Medeiros siniflamasina gore siniflandirilabilirler (Tablo 4). Molekiiler sinif A, C ve D’ deki
enzimlerin aktif bolgelerinde serin aminoasiti bulunmaktadir. Molekiiler sinif B’de yer alan
enzimler ise aktif bolgelerinde en az bir ¢inko iyonu bulunan metalloenzimlerdir (38).

Karbapenemaz aktivitesi bulunan enzimler B, C, D molekiiler siniflarindadir.

Tablo 4. Beta-laktamaz gruplari ve genel ozellikleri (39)

Beta Alt | Molekiil | EDTAile | Ozellik
laktamaz | grup | siifi Inhibisyon
grubu
1 C - Kromozomal ve plazmid kokenli AmpC tipi
enzimler
2 2a A - Penisilinazlar
2b A - Cogunlukla gram-negatif bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-laktamazlar
2be | A - Genislemis spektrumlu betalaktamazlar
2br | A - Inhibitorlere direngli beta laktamazlar
2C A - Karbenisilini hidroliz eden enzimler
2d D - Oksasilini hidroliz eden enzimler
2e A - Klavulanik asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar.
2f A - Karbapenemleri hidroliz eden, aktif bolgede
serin igeren ve klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
3 B + Metallo beta laktamazlar.
Klavulanik asit ile inhibe olmazlar.
4 ? Diger gruplara girmeyen dizileri
belirlenmemis.

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit.



a. Bush grup 1 veya molekiiler sinif C enzimler (Amp C beta laktamazlar):
Kromozomal beta laktamazlar gram negatif basillerin birgogunda yaygin olarak bulundugu
gibi P. aeruginosa’da bu enzimi tasimaktadir. Bu enzimler aktif bolgelerinin 6zellikleri
nedeniyle sefalosporinaz niteligindedirler bu ylizden enzimi tasiyan P. aeruginosa iigiincii
kusak sefalosporinlere diren¢ kazanabilir, karbapeneme karsi genelde duyarlidirlar. Amp C
beta-laktamazlarin karbapenemler {izerine etkileri son derece az olmasmna ragmen, bu
enzimlerin agir1 liretimi dis membran porin degisiklikleri gibi bir diger mekanizma ile
birlestiginde karbapenem direncine yol agabilmektedir (32).

b. Bush grup 2 veya molekiiler simif A, D beta laktamazlar: Bu beta laktamazlar
penisilinleri, sefalosporinleri, oksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktami
hidroliz etmelerine gore 6 alt gruba ayrilirlar. P. aeruginosa’da bu gruplar i¢inde 6nemli
olarak Temoniera extended beta laktamaz, Pseudomonas extended resistant (PER), Vietnam
extended beta laktamaz, Guiana extended spectrum (GES), Oksasilinaz (OXA) enzimleri
bulunmaktadir. Geniglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) molekiiler smif A,
fonksiyonel grup 2b’de bulunmaktadirlar. Bu enzimler dar spektrumlu penisilinleri, genis
spektrumlu sefalosporinleri ve monobaktamlar: hidroliz etmektedirler, karbapenemlere
afiniteleri dusiiktiir. Bunlarin in vitro aktiviteleri klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe
edilebilmektedir. P. aeruginosa’larda A smifi GSBL'ler 1990 yilinin sonrasinda tespit
edilmistir. P. aeruginosa’da ¢ok iyi bilinen ve plazmidlerce tasinan Temoniera extended beta
laktamaz enzimleri disinda, ¢ogunlukla {ilkemiz klinik kokenlerinde bulunan PER enzimi,
Giiney-Dogu Asya, Fransa ve Bulgaristan’da tespit edilen Vietnam extended beta laktamaz
enzimi, Fransa, Yunanistan ve Giiney Afrika’da tespit edilen GES enzimleri de mevcuttur
(40-42).

Fransa’da 1991 yilinda PER-1 enzimi ilk kez bir Tiirk hastanin idrar 6rneginden izole
edilen P. aeruginosa kokeninde tanimlanmistir (43). PER-1, 6zellikle HE etkeni olarak
karsilagilan gram negatif nonfermentatif bakterilerde bulunmaktadir ve penisilin, tikarsilin,
seftazidim gibi anti-psédomonal antibiyotiklere direngten sorumludur. Grup 2c’de,
P. aeruginosa’da bulunan, karbenisilini hidroliz eden ve klavulanik asit ile inhibe olan
Pseudomonas spesifik enzim (PSE) olarak adlandirilan dort adet beta laktamaz
bulunmaktadir. Bunlar PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve CARB-4
enzimleridir (44). Grup 2f’de bulunan en oOnemli karbapenemazlar GES-2, Klebsiella
pneumoniae karbapenemazi (KPC)-1, KPC-2, KPC-3 gibi enzimlerdir. GES-2 enzimi
P. aeruginosa’da bulunur ve plazmidde taginir. GSBL 6zelligi olan GES-1’in mutantidir ve

bu mutasyonun imipenemaz aktivitesi kazandirmasi ilgingtir (45). Molekiiler sif D,
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fonksiyonel Grup 2d’de oksasilini hizla hidrolize edebilen OXA grubu enzimler yer
almaktadir. Yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa’da OXA-2, OXA-10, OXA-18, OXA-50,
OXA-198 enzimleri saptanmistir (46-48). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da P. aeruginosa
kokenlerinde OXA-10 ve varyantlar1 OXA -11, OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17
saptanmistir ve OXA-17’nin sefotaksim, digerlerinin de seftazidim direncine yol agtiklar
gosterilmistir (49-53). Sevillano ve ark. (54) IPM direngli iki P. aeruginosa kokeninde ilk
OXA-40 enzimini gostermislerdir ve gen dizisi daha oOnce Acinetobacter baumannii
(A. baumannii)’de tanimlanan gen ile %100 homoloji géstermistir. 2003 yilinda Texas’da,
smif D GSBL olan OXA-45 enzimi ¢oklu ilag direncine sahip P. aeruginosa’da tespit
edilmistir. Substrat profili ve amino asit yapisi en yakin olan OXA -18 ile benzerlik
gostermektedir (%65.9), aktivitesi klavulanik asit ile inhibe olmaktadir (55). MBL ile birlikte
smif 1 integronlar i¢inde bulunan OXA enzimleri direncin yayilmasini kolaylastirmaktadir.
P. aeruginosa’da OXA-2 ve MBL olan GIM-1 ayni integronlar i¢inde bulunmaktadir (56).
El Garch ve ark. (48) yaptig1 bir ¢alismada P. aeruginosa’nin karbapenemlere duyarliligini
diisliren, yeni bir karbapenemi hidrolize eden, sinif D laktamaz OXA-198’i bulmuslardir.

c. Bush grup 3 veya molekiiler sinif B beta laktamazlar: Diger enzimlerden farkli
olarak aktif bolgelerinde bir Zn*? iyonu bulunan MBL olarak isimlendirilen enzimlerdir. Bu
gruptaki enzimler hem kromozomal hem de plazmid kokenlidirler. MBL iireten bakteriler
genellikle penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere ve beta laktamaz inhibitorlerine
direngli olarak saptanirlar. Bu enzimler klavulanat, tazobaktam, sulbaktam gibi beta laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmemektedir. [k MBL, Japonya’da genis ¢apli ¢alismalar sonucunda
karbapenem direngli P. aeruginosa kokeninde tespit edilmistir (57).

d. Bush grup 4 beta laktamazlar: Klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlari
icermektedir. Heniiz dizi analizi yapilmamis, yapilar1 tam olarak saptanamamustir.

Alcaligenes faecalis, B. fragilis kromozomal enzimleri bu gruptadir.

METALLO BETA LAKTAMAZLAR VE DUNYADAKI DAGILIMI

Metallo beta laktamazlarin aktivitesi ¢inkoya bagimlidir. Etilendiaminotetraasetik asit
(EDTA) veya merkaptopropionik asit ile inhibe olabilmektedir. MBL’ler IPM ve MEM’yi iyi
hidrolize ederler ancak aztreonama etkisizdirler. Bu enzimler aktif bolgelerindeki ¢inko iyonu
araciligiyla karbapenemleri hidrolize ettikleri i¢in karbapenemazlar olarak adlandirilirlar (39).
Giliniimiize kadar MBL enzimlerinin ¢esitleri ve sayilar1 hizli bir artis gostermistir (Sekil 1).
P. aeruginosa’da tespit edilen MBL’ler Imipenemaz (IMP), VIM, Sau Paulo imipenemaz
(SPM), Seul Imipenemaz (SIM), German Imipenemaz (GIM), New Delhi Metallo beta
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laktamaz (NDM), Australian imipenemaz (AIM), Floransa imipenemaz (FIM-1) tiirleridir.
Ayrica Pseudomonas’lar disinda farkli bakterilerde de MBL bulunmustur. Bunlar, Dutch
Imipenemaz (DIM-1), Kyorin University Hospital Imipenemaz (KHM-1), Tripoli Metallo
beta laktamaz (TMB-1) enzimleridir (58). MBL’ler genel yap1 ve aktif bolgelerinin
ozellikleri agisindan birbirlerine ¢ok benzemelerine ragmen beta laktam ajanlara baglanma ve
hidroliz edebilme kabiliyetleri degiskenlik gostermektedir. Ornegin VIM-1 ve VIM-2 yapisal
olarak benzer ancak VIM-2, VIM-1’e gore IPM’ye alt1 kat daha yiiksek afiniteye sahiptir. Bu

durum aktif bolgelerindeki aminoasit farkindan kaynaklanmaktadir (59).
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Sekil 1. Metallo beta laktamaz enzimlerinin diinya ¢apinda dagilinm (58)

Ik MBL enzimi olan IMP-1, 1988 yilinda, Japonya’da bir P. aeruginosa kokeninde
tespit edilmistir (57). 1990’li yillarin baslarinda Japonya’da, P. aeruginosa, Serratia
marcescens, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) kokenlerinde IMP-1 tipi MBL bildirimi
yapilmustir. 1992-1994 yillar1 arasinda yapilan bir arastirmada ise Japonya’da 17 hastanenin
5’inde IMP-1 enzimi tasiyan P. aeruginosa kokenleriyle karsilasilmistir (60,61). Ayrica, daha
once Japonya’ya seyahat Oykiisii olmayan hastada izole edilen K. pneumoniae kdkeninde
IMP-1 tipi MBL Singapur’dan bildirilmistir ve bu diren¢ geninin Japonya 6zgii olmadigi
anlasilmistir (62). Daha sonraki yillarda farkli tilkelerde IMP tipi MBL enzimleri tasiyan
Pseudomonas kokenleri izole edilmistir. Italya’da 1997 yilinda IMP-2 enzimi, Hong Kong’da
1994-1998 yillar1 arasinda IMP-4 enzimi, 1998 yilinda Portekiz’de IMP-5 enzimi, 1995-1999
yillart arasinda Kanada’da IMP-7 enzimi bildirilmistir (58). IMP-8 enzimi, 1998’de
Tayvan’da bir K. pneumoniae’da smif 1 integronda tanmimlanmistir (63). IMP tipi MBL
bildirimleri giiniimiize kadar artan oranlarda bildirilmeye devam etmistir (Tablo 5) (58,64-
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66). MBL genlerini iceren gen kasetleri, mikroorganizmalar arasi transferinde plazmidler ya
da transpozonlar gibi genetik elemanlart kullanmaktadir ve diger HE etkeni olan
mikroorganizmalara horizontal gen transferleri bu sekilde olmaktadir (67). Peleg ve ark. (68)
Avustralya’da yaptiklart ¢alismada P. aeruginosa kokeninde saptadiklart IMP-4 enzimini
Serratia marcescens kokeninde de gostermislerdir. IMP tipi MBL’ler arasinda aminoasit

farkliliklar1 mevceuttur, filogenetik siniflandirmasi Sekil 2°de gosterilmistir.

Tablo 5. imipenemaz tipi metallo beta laktamazlarin bulundugu bakteriler ve iilkeler

(58,64-66)
Imipenemaz tipi metallo beta laktamazlar
Beta-laktamazlar Bulundugu bakteri Bildirilen iilke
IMP-1 P. aeruginosa Japonya
Enterobacteriaceae Japonya
A. baumannii Japonya
Acinetobacter xylosoxidans Japonya
IMP-2 A. baumannii Italya
P. aeruginosa Japonya
IMP-3 Enterobacteriaceae Japonya
IMP-4 A. baumannii Cin
Enterobacteriaceae Cin
IMP-5 A. baumannii Portekiz
IMP-6 Enterobacteriaceae Japonya
P. aeruginosa Japonya
IMP-7 P. aeruginosa Kanada
IMP-8 Enterobacteriaceae Tayvan
A. baumannii Cin
Pseudomonas mendocina Portekiz
IMP-9 P. aeruginosa Cin
IMP-10 P. aeruginosa Japonya
A. xylosoxidans Japonya
A. baumannii Japonya
IMP-11 Enterobacteriaceae Japonya
P. aeruginosa Japonya
IMP-12 Pseudomonas putida Italya
IMP-13 P. aeruginosa Italya
IMP-14 P. aeruginosa Tayland
IMP-15 P. aeruginosa Meksika
IMP-16 P. aeruginosa Brezilya
IMP-18 P. aeruginosa Amerika Birlesik Devletleri
IMP-19 Aeromonas caviae Fransa
IMP-20 P. aeruginosa Japonya
IMP-21 P. aeruginosa Japonya
IMP-22 P. aeruginosa Avusturya
IMP-24 Enterobacteriaceae Tayvan
IMP-25 P. aeruginosa Cin
IMP-26 P. aeruginosa Singapur
IMP-29 P. aeruginosa Fransa
IMP-35 P. aeruginosa Hollanda-Almanya sinirinda
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Sekil 2. imipenemaz tipi metallo beta laktamazlarin filogenetik simflandirmasi (66)
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Bir diger MBL enzimi VIM tipi enzimlerdir. VIM-1 italya’da 1997°de bir
P. aeruginosa kokeninde bulunmus ve ardindan VIM-2 Kore, Fransa ve Yunanistan’dan,
VIM-3 enzimi Tayvan’dan bildirilmistir (69). VIM ailesinden enzimler, Avrupa’da
P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinde tanimlanmistir. Giiniimiizde 20’den fazla farkl
VIM tiirleri bilinmektedir (58).

Ulkemizden Yakupogullar1 ve ark.’1 (6) kistik fibrozis hastas1 olan iKi yasindaki
cocuktan izole edilen ¢oklu ilag direncine sahip P. aeruginosa kokeninde VIM-2 tespit
etmiglerdir. VIM-2, VIM-1 enzimine %90 aminoasit benzerligi ile yakin olarak iligkilidir.
2001 yilinda Yunanistan’dan VIM-4 enzimi tasiyan, aztreonam disinda biitiin beta laktamlara
direngli P. aeruginosa, IPM tedavisi almis bir hastadan izole edildi (70). Yunanistan’dan
Isvigre’ye sevk edilen bir hastadan izole edilen P. aeruginosa kékeninde VIM-4 enzimi tespit
edildi (71).

Verona imipenemase tipi enzimlerde integronda tasindigindan horizontal olarak
yayilmaktadir. Luzzaro ve ark. (72) 2002 yilinda italya’da K. pneumoniae ve E. cloacae
kokenlerinde aynt MBL genini tespit etmislerdir. VIM-1den 5 aminoasit degisikligi (A130K,
H224L, E225A, S228R, K291T) ile ayrilan VIM-5, ilk olarak Tiirkiye K. pneumoniae ve
P. aeruginosa kokenlerinde izole edilmistir. Izole edilen bu kokenlerin karbapenem MIK
degerleri yiiksek bulunmustur (3). Kolombiya’da P. aeruginosa kokenlerinde tespit edilen
VIM-8, Ingiltere’ de saptanan VIM-9 ve VIM-10, Arjantin ve Italya’da saptanan VIM-11 ve
birgok tilkeden bildirilen VIM-varyant enzimlerin sayis1 giinlimiizde 27’ye ulasmistir (Tablo
6).

Son yillarda yapilan calismalarda saptanan VIM-26, VIM-1’den 224. konumda bir
aminoasit mutasyonu (His224Leu) gosteren yeni bir varyanttir (73). VIM-27 ise,
Yunanistan’da K. pneumoniae kdokeninden izole edilen VIM-1’in bir varyantidir (Ala57Ser)

ve sinif | integronda tasinmaktadir (74).
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Tablo 6. Verona imipenemase tipi metallo beta laktamazlarin bulundugu bakteriler ve
saptandig iilkeler (58,73,74)

Verona imipenemase tipi beta-laktamazlar
Beta-laktamazlar Bulundugu bakteri Bildirilen iilke
VIM-1 P. aeruginosa Italya

Enterobacteriaceae Fransa

A. baumannii Yunanistan
VIM-2 P. aeruginosa Fransa

A. baumannii Kore

Enterobacteriaceae Tayvan

A. xylosoxidans Yunanistan
VIM-3 P. aeruginosa Tayvan

A. baumannii Tayvan

Enterobacteriaceae Tayvan
VIM-4 P. aeruginosa Yunanistan

Enterobacteriaceae Italya

Aeromonas hydrophila | Macaristan

A. baumannii Yunanistan
VIM-5 Enterobacteriaceae Tiirkiye

P. aeruginosa Tiirkiye
VIM-6 P. putida Singapur
VIM-7 P. aeruginosa Amerika Birlesik Devletleri
VIM-8 P. aeruginosa Kolombia
VIM-9 P. aeruginosa Ingiltere
VIM-10 P. aeruginosa Ingiltere
VIM-11 P. aeruginosa Arjantin

A. baumannii Tayvan

Enterobacteriaceae Tayvan
VIM-12 Enterobacteriaceae Yunanistan
VIM-13 P. aeruginosa Ispanya
VIM-14 P. aeruginosa Italya
VIM-15 P. aeruginosa Bulgaristan
VIM-16 P. aeruginosa Almanya
VIM-17 P. aeruginosa Yunanistan
VIM-18 P. aeruginosa Hindistan
VIM-19 Enterobacteriaceae Cezayir
VIM-20 P. aeruginosa Ispanya
VIM-23 Enterobacteriaceae Meksika
VIM-24 Enterobacteriaceae Kolombia
VIM-25 Enterobacteriaceae Hindistan
VIM-26 Klebsiella pneumoniae | iskandinavya
VIM-27 Klebsiella pneumoniae | Yunanistan
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Hindistan’in baskenti New Delhi’de, 2008 yilinda ilk kez NDM-1, Isvecli bir hastada
izole edilen g¢oklu ilag direncine sahip K. preumoniae’den tanimlanmistir (75). NDM-1
tasiyan kokenler tiriner sistem enfeksiyonu, septisemi, pulmoner enfeksiyon, peritonit, katater
enfeksiyonu, yumusak doku enfeksiyonu, ishal gibi genis alanda enfeksiyona neden
olmaktadirlar (76).

Yapilan ¢aligmalar plazmid iizerinde tasinan NDM-1"in giderek yayilmakta oldugunu
gostermektedir. 2010 yilinda NDM-1 tipi direng K. pneumoniae ve E. coli kokenlerinde
kitalar aras1 yayilim gostererek epidemi olusturmustur. E. coli ve Klebsiella tiirleri disinda
Citrobacter freundii, Morganella morganii ve Enterobacter cloacae ‘'da da bildirilmistir (77).
Karbapenemlere %90°1n {izerinde direng gosterebilen NDM-1, Hindistan’da bazi kokenlerde
tigesiklin ve kolistin direncide gostererek tiim antibiyotiklere direncli olarak tanimlanmistir
(78). Balkan tilkelerinden yapilan bir ¢alismada bobrek transplantasyonu igin Pakistan’a giden
hastalarda NDM-1 bildirilmistir (79). Jovcic ve ark.’nin (80) 2011 yilinda yayimlanan
calismasinda, NDM-1 pozitif P. aeruginosa kokeni Sirbistan’da batin i¢i abse nedeniyle
hastanede yatis Oykiisli olan 61 yasinda bayan hastanin idrarindan izole edilmistir. Korfez
bolgesinde, NDM-1 ilk olarak Umman, Irak, daha yakin zamanda Kuveyt ve Liibnan’dan da
K. pneumoniae kokenlerinden bildirilmistir (81).

Ulkemize NDM-1 direnci Irak’tan allojenenik hematopoietik kok hiicre nakli igin
transfer edilen 16 yasinda 16semili bir hastadan ¢oklu ilag direncine sahip K. pneumoniae
kokeninde saptanmustir (82). Yapilan bir ¢calismada diinya genelinde pek ¢ok iilkeden 200°iin
tizerinde NDM-1(+) olgu bildirimi yapilmistir (76).

Son yillarda NDM varyant enzimlerin sayis1 da artmaktadir. 2011 yilinda yayimlanan
calismada Misir’da bulunan bir hastaneden Almanya’ya transfer edilen bir hastada NDM-2
pozitif A. baumannii kdkeni tespit edilmistir (83). Bir diger calismada, Israil’de A. baumannii
kokeninden NDM-2 saptanmistir. Hastalarin daha once Hindistan ve cevresine seyahat
Oykiisii veya hastanede yatis Oykiisii bulunmamaktadir. NDM-2’nin NDM-1’den farki 28.
konumda prolinin yerine alanin aminoasidinin yerlesmesidir (84). 2010 yilinda Hindistan’da
bir hastanin idrar kiiltiiriinden izole edilen E. coli kokeninde NDM-4 tipi MBL saptanmustir.
NDM-1"den tek aminoasit degisikligi (Met154Leu) ile, NDM-2"den iki aminoasit degisikligi
(Ala28Pro and Metl154Leu) ile farklidir. Karbapenemaz aktivitesi yiiksektir, karbapenemlere
yiiksek diizeyde direng gostermektedir (85). Hindistan’daki bir tip merkezinde 6 hafta
kaldiktan sonra Ingiltere’ye sevk edilen herpes simpleks ensefalitli 41 yasindaki bir hastadan
NDM-5 enzimine sahip E. coli ST648 kokeni izole edilmistir. NDM-5 mevcut enzimlerden
88. konumda (Val3Leu) ve 154. konumdaki (Met3Leu) degisimler nedeniyle farklidir (86).
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Son yillarda yapilan bir ¢alismada, 2009-2010 yillar1 arasinda Yeni Zelanda’da NDM-1 ve
NDM-6 iireten Enterobacteriaceae grubu bakteriler (2 adet E. coli, 1 adet K. pneumoniae, 1
adet Proteus mirabilis) 4 hastada izole edilmistir. NDM-6, NDM-1’den nokta mutasyonu
(698. konumda C yerine T ) ile farklilik gostermektedir. Dikkat ¢ekici olan dort hastanin
hepside Hindistan’dan Yeni Zelanda’ya yakin zamanda doniis yapmis ve Hindistan’da
hastanede yatis 6ykiisii olan veya saglik hizmeti almis kisilerdir (87).

Bir diger MBL enzimi olan SPM-1 Brezilya’da akut lenfoblastik 16semisi olan, febril
nétropeni ile basvuran ve daha sonra septik sok nedeniyle hayatin1 kaybeden bir ¢ocuktan
izole edilen yalnizca kolistin duyarli bir P. aeruginosa kdkeninden identifiye edilmistir (88).
SPM-1 daha sonra Brezilya’da yayginlagmistir, bazi hastanelerde endemik hale geldigini
gosteren veriler vardir (89). IMP ve VIM’den farklilik gosteren yeni bir MBL’dir. SPM-1,
IMP-1 ile %35. 5 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. SPM-1, IMP ve VIM benzeri
enzimler gibi transpozon ya da integronlar i¢inde yer almamaktadir, 180 kb biiyiikliigiinde bir
plazmid ile tagindig: belirtilmektedir ve SPM-1 bilinen tek SPM tiirevi enzimdir (90).

[Ik kez Almanya’da, 2002 yilinda yapilan g¢aligmada, karbapenem direngli bir
P. aeruginosa kokeninde GIM-1 tipi MBL bulunmustur. Yeni bir MBL tiirii olan GIM-1 daha
once tanimlanan diger dort MBL tiiriinden farkli olmakla birlikte, IMP-1 varyantlari ile %39-
43 oraninda aminoasit benzerligine sahiptir. GIM-1’in IPM ve MEM’ye etkisi esit orandadir.
GIM-1 disinda bagka GIM tiirevi enzim bulunmamaktadir (56). GIM-1’1 kodlayan genler
integron i¢inde taginmaktadir. GIM-1, VIM benzeri enzimlerle ortalama %31.2 ve SPM-1 ile
%28 homoloji gostermektedir. GIM-1 enzimini kodlayan genlerin bulundugu integron 45 kb
biiyiikliigiinde bir plazmid ile taginmaktadir. Bu integronda ayrica iki aminoglikozid direng
geni (aacA4 and aadAl) ve OXA-2 enzimini kodlayan gen kaseti de bulunmaktadir (91).

Giiney Kore’de bir hastanin balgam kiiltiiriinden izole edilmis olan A. baumannii
kokeninde ilk kez SIM-1 tipi MBL tanimlanmistir. SIM-1 iireten izolatlar IPM ve MEM i¢in
nispeten diisik MIK (8-16g /mL) degerine sahiptir (92). SIM-1 bilinen tek SIM tiirevi
enzimdir.

Ilk DIM-1 tipi MBL Hollanda’da Pseudomonas stutzeri kdkeninden izole edilmistir.
Sinif 1 integrona gémiilmiis DIM-1 aztreonam harig, genis spektrumlu sefalosporinleri ve
karbapenemleri énemli Sl¢iide hidrolize eder. ilk AIM-1 tipi MBL enzimi de Avustralya’da
P. aeruginosa kokeninde tespit edilmistir (93). KHM-1 ise, 1997 yilinda Japonya’da Kyorin
Universitesi Hastanesi’nde Kateter iligkili iiriner sistem enfeksiyonu olan hastadan iiretilen
Citrobacter freundii’den izole edilmistir (94). Cogu beta-laktam antibiyotige direnglidir.
Libya’nin Tripoli Merkez Hastanesi’nde DIM-1 ve GIM-1 tipi MBL ile benzerligi yiiksek
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olan smif 1 integronda tasinan TMB-1 tipi MBL, Achromobacter xylosoxidans kdkenlerinde
saptanmigtir. Son olarak Italya Floransa’dan bildirilen, FIM-1 tipi MBL vaskiiler greft
enfeksiyonu olan bir hastadan izole edilen P. aeruginosa kokeninde saptanmistir. FIM-1 en

yiiksek benzerligi NDM tip enzimlere gostermektedir (95).

METALLO BETA LAKTAMAZLARIN TANISINDA KULLANILAN
YONTEMLER

Metallo Beta Laktamazlarin Tamisinda Kullanilan Fenotipik Testler

Metallo-beta-laktamaz enzimi tasiyan Dbakterilerin tanimlanmasi igin Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarlari’nda cesitli fenotipik yontemler kullanilabilmektedir. Bunlar
Modifiye Hodge Testi (MHT), Kombine Disk Difiizyon Testi (KDDT), Cift Disk Sinerji Testi
(CDST), MBL E-testi kullanilan tarama testleridir.

1. Modifiye Hodge testi: Imipenem duyarli E.coli ATCC 25922 'nin MBL iireten
bakteri ile birlikte bulundugunda IPM varliginda da iireyebilmesi esasina dayanan bir testtir
(96). KPC, OXA ve MBL gibi enzimlerin hepsini birden tespit etmesi ile uygulamasi kolay,
kullanish bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir ancak enzimlerin ayirimini ortaya koyamamasi
nedeniyle ozgiilligli diisiiktiir ve kisisellesebilecek bir yontem olmasi testi yorumlarken

giicliiklere neden olabilir (97).

2. Kombine disk difiizyon testi: MBL aktivitesinin EDTA veya 2-merkaptopropionik
asit gibi metal gelator ajanlarla bloke edilmesi ve IPM inhibisyon zonunun EDTA varliginda
genislemesi esasina dayanir. Plak icine 2 adet IPM diski yerlestirilir. Bir tanesine EDTA
eklendikten sonra ki inhibisyon zon ¢ap1 farkina gore degerlendirmenin yapildigi testtir.
0.1 M EDTA soliisyonunun eklendigi IPM/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina IPM
diski zon ¢apindan > 4mm, 0.5 M EDTA soliisyonunun eklendigi IPM/EDTA diskinin
inhibisyon zonu tek basina IPM diski zon ¢apindan > 7 mm biiyiik ise MBL pozitif bakteri
izolat1 kabul edilmektedir (98).

3. Cift disk sinerji testi: KDDT’de oldugu gibi IPM inhibisyon zonunun EDTA
varhginda genislemesi beklenir. imipenem diski ve merkezinden 10-20 mm uzagma daha
once hazirlanan bos disk yerlestirilir, tizerine 0.5 M EDTA eklendikten sonra IPM diski
inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu

olarak degerlendirilir (99).
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4. Metallo beta laktamaz E-test: Test stribinin bir tarafinda IPM diger tarafinda ise
IPM ve EDTA bulunmaktadir. IPM/IPM-EDTA MIK degerleri oranlandiginda 8 ve iizerinde
bir deger elde edilmesi MBL {ireten bakteri izolat1 olarak degerlendirilir (100).

Metallo Beta Laktamazlarin Tanisinda Kullanilan Genotipik Yontemler

Belirli primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile MBL geni
arastirilabilmektedir. Bunun disinda 1s1 dongiileri benzer veya birbirlerine yakin primerler
kullanilarak yapilan Multipleks PZR Pseudomonas’larda IMP, VIM, SPM-1, GIM-1,SIM-1
tipi MBL enzimlerinin tek bir PZR ortaminda saptanabilmesine olanak saglamaktadir (101).

Molekiiler yontemlerin altin standardi ise sekans analizi ve klonlama ydntemleridir.

Saptanan enzimlerin siniflandirilmasinda sekans analizi kullanilmaktadir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun 2011/08.09 sayili

onay1 alinarak gerceklestirildi (Ek 1).

Calismada, Trakya Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi (Hastanesi)

Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Bolimii’ne Haziran 2011- Haziran 2012 tarihleri arasinda

gonderilen materyallerden izole edilen ve karbapenem grubu antibiyotiklerden herhangi birine

orta duyarli / direngli oldugu kabul edilen 35 adet P. aeruginosa kokeni incelendi.

o b~ D e

AKIS SEMASI

P. aeruginosa kokenlerinin tanimlanmast,

Tanimlanmis olan kdkenlere disk difiizyon testi ve IPM E test uygulanmasi,
Metallo beta laktamazlarin fenotipik olarak tanimlanmast,
Deoksiriboniikleik asit izolasyonu,

Metallo beta laktamazlarin genotipik olarak tanimlanmasi.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA KOKENLERININ TANIMLANMASI

Hastanemizin g¢esitli kliniklerinden goénderilen materyallerden izole edilen

P. aeruginosa kokenlerinin tammlanmasinda, VITEK 2 (Biomerieux, France) tam otomatize

sistem ve klasik identifikasyon yontemlerini kapsayan gram boyama, oksidaz testi,

fermentasyon testleri yapildi. Gram boyama sonucu gram negatif reaksiyon veren, oksidaz

testi pozitif ve nonfermentatif mikroorganizmalar P. aeruginosa olarak tanimland1 (9). Bu

kokenlerden VITEK 2 otomatize sistemi ile IPM ve/veya MEM orta duyarli veya direngli

oldugu goriilenler calismaya dahil edilmek {izere ayrildi.
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Ancak disk difiizyon yontemiyle IPM’ye orta duyarli veya direngli bulunan ve IPM
E-testi ile MIK degerleriyle dogrulanan kdkenler ¢aligmaya dahil edildi. Hastalarm farkli
materyallerinden karbapenem direngli P. aeruginosa identifiye edilmesi durumunda tek
materyali calismaya dahil edildi. Calisma gilinine kadar izolatlar boncuklu saklama
besiyerlerinde —80°C’de saklandi. Standart koken olarak, E.coli ATCC 25922 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi. Pozitif kontrol olarak VIM-1, VIM-2, IMP-13, SPM-1,
NDM-1 tipi MBL iireten P. aeruginosa kokenleri kullanildi. VIM-1, VIM-2, SPM-1, NDM-1
tipi MBL enzimleri iireten P. aeruginosa kokenleri Istanbul Universitesi istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Zerrin AKTAS tan,
IMP-13 tipi enzim iireten P. aeruginosa kokeni Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 &gretim iiyesi Prof. Dr. Nevriye GONULLU den
ve emekli 6gretim tiyesi Prof. Dr. Miizeyyen MAMAL TORUN’dan temin edildi.

KULLANILAN MALZEMELER VE CIHAZLAR LISTESI

. Mueller-Hinton agar besiyeri (MHA) (Merck, Almanya)

. Mueller-Hinton Broth (MHB) (Merck, Almanya)

. Antibiyotik diskleri: IPM (10pug), MEM (10ug), CAZ (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
. Etilendiamintetra asetikasit (Sigma, Almanya)

. Cryobank saklama besiyeri (Mast Diagnostik, Almanya)

. IPM E-test seritleri (Biomerieux, Fransa)

. E test MBL seritleri (Biomerieux, Isveg)

. Primerler (IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, NDM) (Biomatik, Kanada)
. Taqg DNA Polimeraz 1500 U (Fermentas, ABD)

10. dNTP mix 10 mM (Fermentas, ABD)

11. Etidyum bromid (Sigma, Almanya)

12. DNA ladder (Fermentas 100 bp 6lgekli )

O 00 9 O O B~ W N -

13. Jel yiikleme tamponu (Fermentas, ABD )

14. Agaroz (Sigma, Almanya)

15. Is1 dongii cihaz1 (iCycler iQ Real Time PCR, ABD)
16. Elektroforez cihazi (Biorad, Almanya)

ETILENDIAMINTETRAASETIK ASIT
Ticari olarak hazir elde edilen EDTA’nin 0.5 M soliisyonu hazirlandi. Bunun igin
18.61 g disodium EDTA.H20 tozu 100 ml’lik steril distile suda ¢oziilerek pH 8.0’e ayarlandi.
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pH ayarlanirken NaOH kullanildi. 0.1 M EDTA hazirlamak i¢in 0.5 M EDTA steril distile su
ile 1/5 oraninda diliie edildi. MBL inhibit6rii olarak IPM/EDTA kombine disk testinde
kullanildi.

P. aeruginosa kokenlerinin antibiyotik duyarlilik testleri ve MBL enzimini saptamak

icin kullanilan fenotipik testler asagida belirtilen gerecler ve yontemler kullanilarak yapildi.

KARBAPENEM DIiRENCININ SAPTANMASI

Disk Difiizyon Yontemi

Calismaya alinan kokenlerin ‘Clinical Laboratory Standards Institute’ Kriterlerine
gore, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile IPM, MEM ve CAZ smir degerleri olgiildi
(Tablo 7). 18-20 saatlik taze kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakteri kolonileri
kullanildi. Bu kolonilerden elde edilen bakterilerden MHB’de 0.5 McFarland bulanikliginda
(10® CFU/mI) bakteri siispansiyonu hazirlanarak steril ekiivyon ile 6nceden hazirlanan MHA
plaklarina yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben IPM, MEM, CAZ diskleri
birbirinden en az 22 mm uzaklik olacak sekilde besiyeri iizerine yerlestirildi. Bir gece 35°C -
37°C’lik etiivde 18- 20 saat inkiibe edildi. Antibiyogramlar 18-20 saatlik inkiibasyondan
sonra zon ¢aplar1 Olgiilerek, IPM ve MEM i¢in >16 mm, CAZ i¢in >18 mm dlgiilen zon

caplart direngli kabul edildi (102).

Tablo 7. iImipenem, meropenem, seftazidimin disk difiizyon sinir degerleri (102)

Disk icerigi

Zon cap1 (mm)

Direncli Orta duyarh Duyarh
Imipenem, 10 pg <13 14- 15 > 16
Meropenem
Seftazidim 30 pug <14 15- 17 > 18

Imipenem E-Test

Disk difiizyon yontemleri sonucunda IPM direngli bulunan kékenlerin MIK degerleri
IPM E-test ile saptandi (103). Test edilecek bakteri kokenlerinin 0.5 Mc Farland
bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan MHA plaklarina yayildi.
IPM E-Test stripleri plak iizerine yerlestirildi. 37°C lik etiivde 18-20 saatlik inkiibasyondan
sonra degerlendirildi. ‘Clinical Laboratory Standards Institute’ kriterlerine gére IPM MIK
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degeri i¢cin >16 pg/ml ise direngli, 8 pg/ml orta direngli, <4 pg/ml ise duyarli olarak
degerlendirildi.

METALLO BETA LAKTAMAZIN FENOTiPIK OLARAK TANIMLANMASI

Modifiye Hodge Testi

Test, IPM’ye duyarli bir bakteri kokeninin, karbapenemaz tireten bir bakteri ile birlikte
bulundugunda IPM varliginda tireyebilmesi temeline dayanmaktadir (96). Bu testte IPM’ye
duyarli bakteri kokeni olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi. E. coli kékeninin kanli agardaki
taze kiltirinden MHB’ye 0.5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu yapildi. Ardindan
bakteri siispansiyonunun MHB’de 1:10 sulandirimi yapilarak, steril ekiivyon yardimiyla
MHA {izerine homojen inokiilasyonu saglandi. Besiyeri ylizeyinin kurumasini takiben
besiyerinin merkezine IPM diski yerlestirildi. Test edilecek P. aeruginosa kokeninin kanli
agardaki taze kiiltiriinden 6ze ile bakteri kolonileri toplandi ve IPM diskinin bir ucundan
baslayarak besiyeri kenarina dogru bakteri ekimi yapildi. Bu sekilde her plakta biri pozitif,
biri negatif kontrol olmak iizere toplam iki izolat calisilmis oldu. Inokiilasyonu takiben
plaklar 35°C-37°C’de 18 saat inkiibe edildi. E. coli kdkenine bagli olugan inhibisyon zonunun
P. aeruginosa tiremesinin bulundugu bolgede azalmasi ve bu bélgede E. coli tiremesinin

goriilmesi pozitif test sonucu olarak kabul edildi.

Kombine Disk Difiizyon Testi

Taze Kkiiltir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc Farland
bulanikliinda siispansiyonu steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan MHA plaklarina yayildi.
Plak igerisine 3 tane IPM diski yerlestirildi. Diskler arasi uzaklik 22 mm olacak sekilde
ayarlandi. IPM disklerinden bir tanesinin iizerine daha onceden hazirlanan 0.1 M’lik EDTA
soliisyonundan, bir diger IPM diskinin tizerine 0.5 M’lik EDTA soliisyonundan 10 pl pipetle
eklendi. Plak 35°C- 37°C’lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda inhibisyon
zon ¢aplar 6l¢iildii. 0.1 M EDTA soliisyonunun eklendigi IPM/EDTA diskinin inhibisyon
zonu tek bagina IPM diski zon ¢apindan > 4 mm biiyiik olmasi ve 0.5 M EDTA soliisyonunun
eklendigi IPM/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina IPM diski zon ¢apindan > 7 mm
biiyiik olmast MBL pozitif bakteri kokenleri olarak kaydedildi (98,104).

Cift Disk Sinerji Testi
Metallo beta laktamaz pozitif bakteri izolatlarini tanimlamak amagli CDST’de, IPM

inhibisyon zonunun EDTA varliginda genisleyip genislemedigine bakildi. Bunun igin taze
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kiiltiir pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc Farland bulanikliinda
stispansiyonu steril ekiivyon ile dnceden hazirlanan MHA plaklarina yayildi. Plak {izerine
IPM diski yerlestirildi. EDTA’nin bakterisidal aktivitesi ve kullanilan kokenlerin IPM
duyarlilik zon ¢aplarinin degismesi nedeniyle IPM diskinin merkezinden 20 mm uzakligina
bos disk yerlestirildi. Bos disk iizerine 0.5 M EDTA soliisyonundan 10 pl eklendi. Test
sonuclar1 plaklar 35°C- 37°C’lik etiivde 18-20 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirmeye
alind1. Inkiibasyon sonrasinda IPM diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru
geniglemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirildi. Bu genislemenin goriildigi
bakteri izolatlart MBL iireten pozitif koken olarak kaydedildi (99).

Metallo Beta Laktamaz E-Test

Ticari olarak bulunan ve MBL enziminin fenotipik tayininde kullanilmak tizere
gelistirilmis bir testtir. MBL E-test seritinin bir tarafinda giderek azalan konsantrasyonda IPM
(256 pg/ml-4 pg/ml), diger tarafinda ise IPM ile birlikte EDTA bulunmaktadir (64 pg/ml-1
pg/ml). IPM+EDTA kisminda IPM konsantrasyonu giderek azalirken EDTA konsantrasyonu
(4 pg/ml) sabitti. IPM+EDTA MIK degeri ile IPM MIK degeri arasinda en az sekiz kat
azalma saptanirsa, test MBL enzimi agisindan pozitif kabul edildi. Test edilecek bakteri
izolatlarinin 0.5 Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile o6nceden
hazirlanan MHA plaklarina yayildi. MBL E-Test stripleri plak iizerine yerlestirildi. Etiivde
18-20 saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirildi. IPM-EDTA MIK degeri ve IPM MIK
degeri not edildi. IPM/IPM-EDTA MIK degerleri oranlandiginda 8 ve iizerinde bir deger elde
edilmesi MBL iireten bakteri izolat1 olarak degerlendirildi (100).

METALLO BETA LAKTAMAZIN GENOTIPIK OLARAK TANIMLANMASI

Metallo beta laktamaz caligmada disk difiizyon yontemi ve IPM E-test yontemi ile
IPM direngli ve orta duyarl P. aeruginosa kokenlerinde PZR yontemi ile gésterilen primerler
kullanilarak arastirildi (Tablo 8). IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1 diren¢ genlerinin

arastirtlmasinda multipleks PZR yontemi kullanilda.

Deoksiribo Niikleik Asit Izolasyonu

Pseudomonas aeruginosa kokenleri bir gece MHA’da 37°C’de inkiibe edildi.
Ependorf tiiplerine 500 pl steril distile su konuldu, icerisine 0.5 Mc Farland bulanikliginda
bakteri siispanse edildi. 95°C’lik 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi, takiben 13000 g’de 10
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dakika santrifiij sonrasinda tiipteki istte kalan sividan 200 pl yeni bir ependorf tiipiine

aktarildi ve direkt olarak PZR i¢in kullanilincaya kadar - 20°C’de saklandi.

Metallo Beta Laktamaz Genlerinin Molekiiler Yontemler ile Saptanmasi

Pseudomonas aeruginosa’nin MBL iiretiminden sorumlu blaVIM, blaIMP, blaSPM,
blaGIM, blaSIM gen bélgeleri Multipleks PZR teknigi ile, blaNDM-1 gen boélgesi ise tiim
P. aeruginosa kokenlerinde tek primer kullanilarak PZR teknigi ile ¢ogaltildi. Calismamizda

blaNDM-1 gen bolgesinin primer dizileri Zarfel ve ark.’nmin (105) yapmis oldugu bir
caligmadan ve blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM, blaSIM gen boélgelerinin primer dizileri
Woodford’un (101) ¢alismasindan segildi (Tablo 8).

Tablo 8. Metallo beta laktamaz iiretiminden sorumlu blaVIM, blaIMP, blaSPM-1,
blaGIM-1, blaSIM-1, blaNDM-1 gen bolgelerine spesifik primer dizileri

Gen Bolgesi Primer | Niikleotid Dizisi (5'-3") Kaynak
blaIMP éf l GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC

(188bp) R1 CCAAACCACTACGTTATCT

blaSPM-1 F4 AAAATCTGGGTACGCAAACG

(271bp) R4 ACATTATCCGCTGGAACAGG

blaVIM F2 GATGGTGTTTGGTCGCATA Woodford
(390bp) R2 CGAATGCGCAGCACCAG 2010
blaGIM-1 F3 TCGACACACCTTGGTCTGAA

(477bp) R3 AACTTCCAACTTTGCCATGC

blaSIM-1 F5 TACAAGGGATTCGGCATCG

(570bp) R5 TAATGGCCTGTTCCCATGTG

blaNDM-1 F ACC GCC TGG ACC GAT GAC CA Zarfel ve ark.
(264bp) R GCC AAAGTT GGG CGC GGT TG 2011

Iki ayr1 PZR c¢alismas: diizenlendi. PZR karisimi steril alanlarda hazirlandi. Her bir

gen bolgesi i¢in standart PZR reaksiyon soliisyonunun son hacmi 50 ul olacak sekilde steril

distile su, 10X PZR tamponu [(NH,4).KCI], MgCl,, dNTP, primerler, Taqg DNA polimeraz ve

ekstrakte edilen P. aeruginosa DNA’s1 konularak hazirlandi (Tablo 9).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zarfel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21192874

Tablo 9. Polimeraz zincir reaksiyonu soliisyonlarimin karisimlar (101,105)

Malzemeler

Multipleks Polimeraz Zincir

NDM-1 Polimeraz

Reaksiyonu Zincir Reaksiyonu
Steril distile su 17 ul 19 ul
MgCl; (25 mM) 5ul 5ul
10X PZR tamponu 10 pl 10 ul
dNTP mix (2 mM) 10 pl 10 pl
Primerler Karistirilan primerden 5 pl kullanildi 1.5
(100 pmol/ul) (Her primerden esit miktarda karistirildi) (Her birinden )
Tag DNA polimeraz 1l 1l
(5 U/ul)
Ekstrakte edilen DNA 2l 2 ul
Toplam PZR hacmi 50 ul 50 ul

dNTP: Deoksiniikleotitrifosfat; DNA: Deoksiribo niikleik asit

Hazirlanan PZR karisgimlar1 her bir 6rnege ait numarali steril 0.2 pl’lik PZR tiiplerine
48 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 2’er pl DNA 6rnegi konulup 1s1 déngii
cihazina yerlestirildi. blaVIM, blaIMP, blaSPM-1, blaGIM-1, blaSIM-1 gen bolgeleri ve

blaNDM-1’in PZR kosullar1 cihazda saglandi (Tablo 10,11).

Tablo 10. blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaGIM, blaSIM gen boélgelerinin
amplifikasyonunda saglanan kosullar (101)

Reaksiyon Sicaklik(°C) Siire Dongii Sayisi
Asamasi

[k Denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 25 saniye

Primer Baglanmasi 52 40 saniye 30
Zincir Uzamasi 72 50 saniye

Son Uzama 72 6 dakika 1

27




Tablo 11. blaNDM-1 gen bolgesinin amplifikasyonunda saglanan kosullar (105)

Reaksiyon Sicakhik(°C) Siire Dongii Sayisi
Asamasi

[k Denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye

Primer Baglanmasi 58 30 saniye 35
Zincir Uzamasi 72 30 saniye

Son Uzama 72 10 dakika 1

Agaroz Jel Elektroforezi ile Bantlarin Okunmasi

Her 50 ml igin 1 gr agaroz iceren %?2’lik agaroz jel 0.5XTBE (Tris-Borik Asit-EDTA)
tamponu igerisinde eritilerek hazirlandi, igerisine 6 pl etidyum bromiir (10pg/ml) ilave edildi
ve elektroforez tankina dokiilerek katilastirildi. Elektroforez tamponu olarak 0.5xTBE
kullanildi. Elektroforez i¢in 10 pl PZR {iriint ve 3 pl jel yiikleme tamponuyla karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi, her elektroforez izleminde 6rneklerle beraber DNA markiri da (100 bp
DNA) jelde 100 Volt, 400 Amperde, 60 dakika yiiriitildi. Jeldeki amplifikasyon tiriinleri
ultraviyole transilliiminatér ile gozlendi. Olusan bantlar ‘Gel-doc’ sistemi yardimiyla

bilgisayarda goriintiilendi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistik analiz, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali
Bilgisayar Laboratuvari’nda lisans numaras1 10240642 olan SPSS 20.0 programi kullanilarak
yapild. Istatistik analizlerde kategorik veriler ki-kare test istatistigi ile incelendi ve p<0.05 ise

sonuglar anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

KOKENLER

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin %48.5’i YBU” den, %31.4’ii cerrahi, %20’si

dahili kliniklerden geldi (Tablo 12). Kokenlerin %37’si solunum 6rneklerinden (endotrakeal

aspirat, balgam), %20’si idrardan, %20’si dokudan, %9’u drenden, %?2.8’1 plevral sividan,
%2.8’1 kandan, %?2.8’1 apseden, %2.8’1 kataterden, %2.81 aspirattan izole edildi (Sekil 3).

Tablo 12. Materyallerin gonderildigi kliniklere gore dagilimlar:

Gonderildigi Klinik Say1 (n) | Yiizde (%)
Yogun Bakim Uniteleri
(Dahili Yogun Bakim, Cerrahi Yogun Bakim, Kalp Damar Cerrahi 17 48.5
Yogun Bakim, Reanimasyon, Cocuk Yogun Bakim)
Dahili Klinikler 7 20
(Genel Dahiliye, Noroloji, Gogiis Hastaliklar1)
Cerrahi Klinikler 11 31.4
(Genel Cerrahi, Uroloji)
Toplam 35 100

9 %2,8
92,872,877 T

%2,

%9

%20

%20

M Solunum o6rnekleri
M idrar
Doku
M Dren
M Plevral sivi
M Kan
Abse
Katater

Aspirasyon sivisi

Sekil 3. izole edilen Pseudomonas aeruginosa kékenlerinin klinik érneklere gore dagihm
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KARBAPENEM DIiRENCININ SAPTANMASI

Antibiyotik Duyarhhk Test Sonug¢lar:

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde disk difiizyon yontemiyle IPM, MEM ve CAZ
duyarhilik zonlar1 &lgiildii. IPM MIK degerleri IPM E- test ile belirlendi (Sekil 4). IPM
direnci, MEM ve CAZ’ye gore yiiksekti. Bu kokenlerin %74.2’si MEM’e, %88.5’1 CAZ’ye
duyarli olarak saptandi (Tablo 13).

Sekil 4. imipenem direncli (MiK>16), meropenem duyarh, seftazidim direncli
Pseudomonas aeruginosa kokeni

Tablo 13. Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin duyarhhk oranlari

P. aeruginosa (n=35)

Direncli (%) Orta duyarh (%) Duyarh (%)
IPM 26 (74.2) 9 (25.7) 0
MEM 5(14.2) 4 (11.4) 26 (74.2)
CAZ 4 (11.4) 0 31(88.5)

IMP: imipenem; MEM: Meropenem; CAZ: Seftazidim; n: Say.

METALLO BETA LAKTAMAZIN FENOTiPIK OLARAK TANIMLANMASI

Modifiye Hodge Test
Calismaya alinan 35 kékenin tiimii (%100) MHT ile MBL negatif bulundu (Sekil 5).
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Sekil 5. Modifiye Hodge test negatif kokenler

Kombine Disk Difiizyon Testi

Imipenem + 0.1 M EDTA ile yapilan testte 35 P. aeruginosa kokeninin 13’ii (%37.1),
IPM + 0.5 M EDTA ile yapilan testte 33°i (%94.2) fenotipik olarak MBL pozitif saptandi.
Her iki deneyde de pozitif olan 13 (%37.1) kdken, negatif olan 2 (%5.7) koken saptandi
(Tablo 14) (Sekil 6).

Sekil 6. Kombine disk difiizyon testi sonucu: A- pozitif, B- negatif

Cift Disk Sinerji Testi

Calismaya alinan 35 kokenin 15’inde (%42.8) IPM diski inhibisyon zonunun EDTA
eklenmis bos diske dogru genisledigi goriildii ve MBL pozitif kabul edildi. 20 kdkende
(%57.1) sonug negatif olarak bulundu (Tablo 14) (Sekil 7).
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Sekil 7. Cift disk sinerji testi sonucu: A: pozitif, B-C: negatif

Metallo Beta Laktamaz E-test

Calismada kokenlerin 19’unda (%54.2) IPM/ IPM+EDTA MIK oranlar1 >8 olarak
bulundu. MBL pozitif olarak degerlendirildi. 35 kokenin 16’s1 (%45.7) ise MBL negatif
olarak degerlendirildi ve fenotipik olarak MBL iiretmedigi saptandi (Tablo 14). MBL E-test

ile MBL iireten ve tiretmeyen kokenler Sekil 8’de gosterildi.

Sekil 8. Metallo beta laktamaz E-test sonucu: A- pozitif, B- negatif

Fenotipik Testlerin Karsilastirilmasi

Fenotipik testler MBL E test ile karsilagtirildiginda, CDST (%80) ve 0.1 M EDTA ile
yapilan KDDT (%76) duyarlilig1 yiiksek bulunmustur (Sirasiyla p=0.008, p=0.03) (Tablo 15).

P. aeruginosa kokenleri, saptandigi materyaller, gonderildigi klinikler ve bu

kokenlerin belirlenen fenotipik ve genotipik 6zellikleri Tablo 16°da verilmistir.
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Tablo 14. Fenotipik yontemler ile metallo beta laktamaz pozitifligi ve negatifligi

Pseudomonas aeruginosa (n=35)

Fenotipik yontemler MBL (+) n (%) MBL (-) n (%)
KDDT

' IPM+0.1 MEDTA 13 (37.1) 22 (62.8)

. IPM+05MEDTA 33 (94.2) 2 (5.7)
CDST 15 (42.8) 20 (57.1)
MHT 0 35 (100)
MBL E Test 19 (54.2) 16 (45.7)

MBL: Metallo beta laktamaz; KDDT: Kombine disk difiizyon testi; CDST: Cift disk sinerji testi; MHT:
Modifiye Hodge testi; n: Say:.

Tablo 15. Cift disk sinerji testinin ve kombine disk difiizyon testlerinin metallo beta
laktamaz E-teste gore duyarhliklar:

Metallo beta laktamaz E- Test
(+) (n:19) (-) (n:16) Duyarhhk(%)

KDDT (0.1M EDTA) | (+) (n:13) 10 3 9%76.9

() (n:22) 9 13 (p: 0.03)
KDDT (0.5M EDTA) | (+) (n:33) 19 14 %%57.57

() (n:2) 0 2 (P> 0.05)
CDST (+) (n:15) 12 3 %80

(-) (n:20) 7 13 (p: 0.008)

CDST: Cift disk sinerji testi; KDDT: Kombine disk difiizyon testi; n: Sayi.

METALLO BETA LAKTAMAZIN GENOTIPiK OLARAK TANIMLANMASI

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin tiimiinde yapilan PZR ve Multipleks PZR
yontemleri sonucunda MBL iiretiminden sorumlu NDM-1, IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1
enzimleri negatif bulunmustur (Sekil 9,10). Multipleks PZR’nin ¢alistigin1 gostermek amagli
IMP-13, VIM-1, VIM-2, SPM-1 pozitif kontrolleri teker teker ve birlikte ¢alisildi. SIM-1 ve
GIM-1 MBL enzimleri heniiz iilkemizde de saptandigi bildirilmediginden c¢aligmada

kullanilamada.
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1-5: Pozitif kontrol, 1: VIM-1, 2:VIM-2, 3:SPM-1, 4:IMP-13, 5:VIM-1, VIM-2, SPM-1, IMP-13 pozitif
kontrollerinin karisimi, M: Ladder 100bp, 6-8: Arastirilan kokenler, 9: Negatif kontrol.

Sekil 9. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi

M: Ladder 100bp, 1: NDM-1 pozitif kontrol, 2-6: Arastirilan kokenler, 7: Negatif kontrol.

Sekil 10. NDM-1 genine ait polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin %2’lik agaroz
jelde goriintiilenmesi
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Tablo 16. Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin fenotipik ve genotipik ozellikleri

Antibiyogram Sonugclar: Fenotipik Test Sonuclari
Koken
Sira | Protokolno | Kilinikler Materyal | Disk diffiizyon zon ¢aplari KDDT Molekiiler
no IPM E-test 01M 05M MBL | CDST | MHT | Sonuglar
IPM MEM [ CAZ | MIK(ug/ml) EDTA EDTA | E-test
1 3442799 YBU Idrar R [ S 16 + + - - - -
2 3468105 YBU Balgam I S S - - - - - .
3 3487561 YBU ETA [ S S - + - - - -
4 3488118 | Plastik Cerrahi Doku R S S 24 - + + - - -
5 3495556 Noroloji Balgam R | S 32 + + + + - -
6 3508032 Dahiliye Aspirat R S S - + + + - -
7 3507331 Ortopedi Doku [ [ R - + - - - -
8 3527831 YBU ETA R S S 32 + + + - - -
9 3581340 Uroloji Idrar I S S 6 - + - - - .
10 3587611 YBU iv. katater R S S 32 + + - - - -
11 3593792 YBU Balgam R [ S 16 - + + + - -
12 3596124 | Plastik Cerrahi Doku R S S 16 - + + + - -
13 3596129 YBU Idrar R S S 16 - + + - - -
14 3614433 YBU ETA R S S 16 - + + + - -
15 3601053 Dahiliye Balgam R S R 24 - + - - - -
16 3615610 | Plastik Cerrahi Doku R R S 16 + + + - - -
17 3587988 Genel Cerrahi Dren R R S 16 + + + - - -
18 3689389 Uroloji Idrar I S S 8 - + - - - -
KDDT: Kombine Disk Difiizyon Testi; CDST: Cift Disk Sinerji Testi; MHT: Modifiye Hodge Testi; IPM: imipenem; MEM: Meropenem; CAZ: Seftazidim;

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon; YBU: Yogun Bakim Unitesi; ETA: Endotrekeal aspirasyon; R: Direngli; 1:Orta duyarli; S: Duyarl.
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Tablo 16. ‘Devam’ Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin fenotipik ve genotipik o6zellikleri

Antibiyogram Sonuclari

Fenotipik Test Sonuglar:

KS()ll;zeln Protokol no Klinikler Materyal Disk diffiizyon zon caplar KDDT Molekiiler
no IPM E-test 0.1M 05M MBL | CDST | MHT | Sonuclar
IPM MEM | CAZ | MIK (ung/ml) EDTA EDTA | E-test
19 3696777 Dahiliye Doku R S S 16 - + + + - -
20 3820329 YBU ETA R R S 16 - + - + - -
21 3762763 YBU Abse R R S 12 + + + - - -
22 3767663 Dahiliye Kan R S S 12 - + - + - -
23 3763325 Plastik Cerrahi Doku R R S 12 - + - - - -
24 3756540 YBU Balgam R I S 16 + + + + - -
25 3806350 Dahiliye Plevral sivi [ S S 6 - + - - - -
26 3749423 Genel Cerrahi Dren R S I 32 - + + + - -
27 3780811 YBU ETA [ S S 6 - + - - - -
28 3783623 YBU ETA R S S 16 + + - + - -
29 3817928 YBU Idrar R S S 16 + + + + - -
Kardiovaskiiler
30 3810364 Cerrahi Dren | S S - - - - - -
31 3845631 YBU ETA [ S S 8 - + - - - -
32 3837445 YBU Idrar R S S 12 + + + - - -
33 3880945 Plastik Cerrahi Doku R S S 24 - + + + - -
34 3891128 YBU ETA R S S 12 + + + + - -
35 3902420 Dahiliye Idrar R S | 32 + + + + - -

KDDT: Kombine Disk Difiizyon Testi; CDST: Cift Disk Sinerji Testi; MHT: Modifiye Hodge Testi; IPM: imipenem; MEM: Meropenem; CAZ: Seftazidim;

MIK: Minimum Inhibitr Konsantrasyon; YBU: Yogun Bakim Unitesi; ETA: Endotrekeal aspirasyon; R: Direngli; 1:Orta duyarl; S: Duyarls.
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TARTISMA

Pseudomonas cinsi bakterilerden &zellikle P. aeruginosa kokenleri her ortamda
bulunabilirler ve daha da 6nemlisi hastane ortaminda da kolay yasayabilirler, 6zellikle ¢ogul
antibiyotik direnci kazanmalari nedeniyle HE’ler arasinda 6nemli bir yere sahiptirler.
P. aeruginosa immiin sistemi baskilanmis olanlarda, genel durumu kétii, bilinci kapali ve
uzun siire entiibe olan hastalarda, agir yanikl kisilerde, malign veya ciddi metabolik hastalig1
bulunanlarda, uygunsuz sekilde uzun siire antibiyotik kullananlarda, uzun siire kemoterapi ve
radyoterapi alanlarda, yaglilarda enfeksiyon etkeni olarak 6nem kazanmaktadir (106,107).

Yogun bakim iiniteleri basta olmak tizere, HE etkeni olarak en sik izole edilen firsat¢1
patojenlerden biridir ve genelde HE’lerin %10-25’inden P. aeruginosa sorumlu tutulmaktadir
(108,109). Hastanemiz verilerinde HE’ler arasinda P. aeruginosa oran1 2010 yilinda %12,
2012 yilinda da benzer sekilde %12,8 olarak saptanmistir (Hastane Enfeksiyonu Kontrol
Komitesi yayinlanmamis verileri).

Bu ¢alismada kullanilan P. aeruginosa’lar en sik YBU (%438.5) olmak iizere, %31,4i
cerrahi ve %20’si dahili kliniklerden izole edilen kokenler idi. Bu kokenler en sik solunum
orneklerinden (%37), idrardan (%20), dokudan (%20) izole edildi. Ulkemizde yapilan
calismalarda da P. aeruginosa kokenleri en stk YBU’den izole edilmis olup trakeal aspirat,
idrar ve yara yeri gibi klinik materyallerdeki kiiltiirlerinde daha fazla saptanmaktadir
(110-112).

Son yillarda dikkat ¢ekici nokta P. aeruginosa kokenlerinde hizla artan karbapenem
direncidir. Avrupa’da karbapenem direng oranlar1 %3.5-%66.7 arasinda degismektedir (26).
Kore’de yapilan caligmalarda IPM direncinin bes yil icinde %6’dan %19’a ulastig
saptanmustir (113,114). Karbapenem direngli kokenler, 6rnegin NDM-1 tipi MBL enzimi
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tasiyanlar, ayn1 zamanda diger antibiyotiklere de direngli olmalari nedeniyle tedavi segenegini
kisitlamaktadir (78).

Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelisen direngten birden fazla mekanizma
sorumlu olabilmektedir. Kromozomal kaynakli OprD degisikligi ve aktif efliiks
mekanizmalariin yani sira aktarilabilen, plazmid kaynakli MBL {iretimine bagli diren¢ en
yaygin goriinenleridir. MBL iireten P. aeruginosa kokenleri de son yillarda enfeksiyon etkeni
olarak siklikla izole edilmektedir. Bundan dolayi, MBL iireten etkenlerin yayiliminin takip ve
kontrolii toplum saglig1 agisindan 6nemlidir.

Metallo beta laktamaz varligini ortaya koymak i¢in KDDT, CDST, MHT ve MBL E-
test gibi ¢esitli fenotipik testler kullanilmaktadir. Fenotipik testler arasinda MBL varliginin
tespitinde en yiiksek Ozgiillik ve duyarliigin MBL E-test yontemi ile ortaya konuldugu
bildirilmektedir. Walsh ve ark.’nin (115) yapmis oldugu bir ¢alismada, E testin MBL’nin
fenotipik tayinindeki duyarliligt %94 ve 6zgilligi %95 olarak belirlenmistir. [PM’ye direngli
96 adet P. aeruginosa kokeninden %36’sinda VIM tipi MBL pozitif saptanan basgka bir
calismada ise, MBL E-testin duyarliligi %100, ozgilligii %95’tir (116). Cin’in farkli
bolgelerindeki hastanelerden izole edilen, PZR ile dogrulanan IPM direngli P. aeruginosa
kokenlerinde MBL E-testin duyarliligr %85.7 ve 6zgiilliigi %100 olarak bulunmustur (117).
Khosravi ve ark.’nin (118) calismasinda, MBL E-testin duyarliligi %100, o6zgilligi
%62.1°dir. Pitout ve ark.’nin (119) fenotipik yontemle 241 P. aeruginosa kokeninde %46
oraninda MBL pozitif saptadigi ¢calismada, MBL E-testin duyarliligi %96 ve 6zgilligi %91
olarak bulundugu bildirilmis, ancak yaptiklar1 genotipik dogrulamada 12 adet MBL negatif
cikan kokende, MBL E testinde yanlis pozitif sonuclar ortaya ¢iktigi da saptanmustir.
Calismamizda, MBL E-testin 06zgiillik ve duyarlilik yorumlar1 direng genlerinin
gosterilememis olmasi nedeniyle yapilamamastir.

Ulkemizden yapilan ¢alismalarda da Oztiirk ve ark. (120) YBU’den izole edilen IPM
direngli P. aeruginosa kokenlerinde MBL E-test ile MBL pozitifligini % 40, Ulusoy ve ark.
(121) %51.9 olarak saptamiglardir. Bayraktar ve ark. (122) karbapenem direngli
P. aeruginosa’ larda MBL E test ile MBL pozitifligini %66.6, Toraman ve ark. (123) ise %29
oraninda bulmuslardir.

Metallo beta laktamaz E-testin dezavantaji, IPM duyarli izolatlarda MBL tayinine
uygun olmamasi ve diger fenotipik testlere gore pahali olmasidir. Bu nedenle, MBL E-test ile
uyumu yiiksek saptanan ve MBL E-teste alternatif ucuz bir test olan KDDT ¢ogu laboratuvar
tarafindan kullanilmaktadir (121).
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Yan ve ark. (124), KDDT’nin P. aeruginosa kokenlerinde MBL’nin fenotipik
tanisindaki duyarliliginin %87, 6zgiilliigliniin ise %96.7 oldugunu bildirilmiglerdir. Oh ve ark.
(113) KDDT’nin VIM benzeri enzim fiireten kdkenlerin fenotipik tanisindaki duyarhiliginin
%93.9 oldugunu belirtmistir.

Tiirkiye’ de 7 farkli cografi bolgeyi temsil eden 8 ilden (Ankara, Konya, Antalya,
Istanbul, Izmir, Diyarbakir, Van ve Trabzon) toplam 186 karbapeneme direngli P. aeruginosa
kokeninde MBL’nin varligit KDDT testi ile arastirilmistir. Kokenlerin ortalama %31,2’sinde
MBL enzimi pozitifligi saptanmistir. MBL pozitiflik acisindan iller en yiiksek Antalya (%52),
Istanbul (%50), en diisiik Diyarbakir (%6) olarak saptanmistir (125). Demirdag ve ark.’nin
(126) YBU’de karbapenem direncli P. aeruginosa kokenlerinde yaptiklar1 ¢alismada MBL
pozitifligi KDDT ile % 79 oraninda bulunmustur. Diger iki ¢aligmada ise KDDT ile MBL
pozitifligi sirasiyla %56.8 ve %32 oranlarinda bildirilmistir (127,128).

Calismamizda da karbapenem direngli P. aeruginosa kokenlerinde, MBL enzimlerinin
varligini tespit etmek amagli bes ayri fenotipik test ¢alisildi. MBL pozitifligi, MBL E-test ile
%54.2 iken diger fenotipik testlerden 0.5 M EDTA’l1 KDDT ile %94.2, CDST ile %42.8,
0.1 M EDTA’lh KDDT ile %37.1 oraminda saptanmistir. Ancak MHT ile kokenlerin
hicbirinde MBL pozitifligi saptanmadi. Ulkemizdeki ve yurt disindaki pek ¢ok c¢alismada
yapilan fenotipik testler yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip oldugu belirtilen MBL E-test ile
karsilastirilmaktadir. Calismamizda, fenotipik testler MBL E-test ile karsilastirildiginda,
CDST (%80) ve 0.1 M EDTA ile yapilan KDDT (%76) duyarlilik oranlar yiiksek
bulunmustur (Sirasiyla p=0.008, p=0.03). Yan ve ark.’nin (124) gram negatif bakterilerde
fenotipik yontemleri karsilastirdiklari ¢alismalarinda Pseudomonas ve A. baumannii kokenleri
icin CDST’nin duyarliligint KDDT’den daha yiiksek olarak tespit etmislerdir. Pseudomonas
ve Acinetobacter icin duyarlilik ve 6zgiillik oranlari, sirasiyla CDST’de % 95.7 ve % 95,
KDDT’de % 87 ve % 96.7 olarak bulmuslardir. Lee ve ark. (129) yaptiklari ¢alismada ise,
CDST’nin MBL saptama duyarliligi Pseudomonas kdkenlerinde yaklasik %89, Acinetobacter
kokenlerinde ise %100°diir.

Calismamizda karsilastirmak amagli, Franklin ve ark. (104) tarafindan 6nerilen MBL
tespitinde duyarlilig1 %100, 6zgiilliigl %98 olarak saptanan 0.1 M EDTA ile yapilan KDDT
yontemi de kullanilarak, 0.5 M EDTA ile yapilan KDDT arasindaki fark degerlendirildi. 0.5
M EDTA ile yapilan KDDT’1, 0.1 M EDTA ile yapilan KDDT ine gore yiiksek oranda MBL
pozitifligi saptadigi bulunmustur. Ayrica, bu sonuglarin molekiiler yontemlerle yapilan

dogrulama testlerinin sonuglari ile uyumsuz oldugu belirlenmistir.
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Bu ¢alismada MHT ile kdkenlerin hi¢birinde MBL pozitifligi saptanmadi. Lee ve ark.
(96) yaptig1 bir calismada IPM’ye direngli oldugu saptanan P. aeruginosa ve Acinetobacter
spp. kokenlerinde MHT sonuglarint IMP hidroliz testi ile karsilastirdiklarinda MHT’nin
duyarliligini %100, 6zgilliiglint ise %88 oraninda bulmuslardir. Ancak, Amudhan ve ark.
(130) yaptig1 bir ¢calismada MBL pozitifligini fenotipik testlerden MHT ile %94.4, KDDT ile
%80.4 olarak bulduklar1 Pseudomonas ve Acinetobacter kokenlerinde genotipik yontemle
%51.4 oraninda VIM ve IMP genlerini tespit etmislerdir. Ulkemizden yapilan galigmalarda,
Aligkan ve ark. (131) iki yillik siiregte ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapenem
direnci siipheli kokenlerde yapilan MHT sonucunda %1.4 oraninda MBL pozitifligi
saptamistir. Mersin’de molekiiler yontemle MBL pozitifligi gosterilen P. aeruginosa
kokenlerinde MHT ile duyarlilik %54, 6zgiillik %100 olarak bulunmustur (7). MHT kolay
uygulanilabilen bir testtir ancak tek basmna kullamildiginda KPC, OXA ve MBL gibi
karbapenemazlarin ayirimini yapamadigindan 0Ozgilligii disiiktiir (97). Calismamizda
fenotipik testler arasindan molekiiler dogrulama test sonuglari ile en uygun sonug veren testin
MHT oldugu goziikmektedir. Ancak molekiiler yontemlere gore hi¢ karbapenemaz genlerine
rastlanmadig1 disiiniilecek olursa, gercek pozitif kokenlerde MHT’nin degeri daha iyi
anlasilacaktir. Bu calismamizda genetik olarak gercek pozitif koken bulunmadigindan
karbapenemaz tespitini saptamak amaciyla MHT nin kullanimi hakkinda kesin bir yargiya
varilamamustir.

Metallo beta laktamaz tespiti igin fenotipik testler ile tarama yontemleri ile kesin
sonu¢ elde etmek heniliz miimkiin degildir. Her ne kadar yapilan caligmalarda fenotipik
yontemlerle MBL direnci arastirilsa da, sonuglar molekiiler yontemlerle dogrulanmalidir.
Giliniimiizde molekiiler yontemlerle MBL {iretiminden sorumlu c¢ok sayida gen bdlgeleri
tanimlanmistir. Tanimlamada kullanilan gen bolgelerinin molekiiler yontemlerle aragtirilmasi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Saptanan gen boélgelerinin dizin analizleri kullanilarak
isimlendirme yapilmaktadir.

Metallo beta laktamaz direng geni ilk olarak 1988’de Japonya’da P. aeruginosa
kokeninde bildirilmesinden sonra Japonya basta olmak tlizere ¢esitli Asya ve Avrupa
tilkelerinden gram negatif comaklarda, 6zellikle Pseudomonas kdkenlerinde yeni MBL’ler
bildirilmistir. SPM-1 Brezilya’da, GIM-1 Almanya’da ve SIM-1 Kore’de, AIM-1
Avustralya’da, DIM-1 Hollanda’da sl kalmistir. Son olarak Italya’da FIM-1
tanimlanmistir. NDM-1 Hindistan’dan kitalara yayilirken, VIM tipi MBL’ler diinya ¢apinda
yayilmaya devam etmektedir (58,91,95,132).
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Birgok Avrupa iilkesinde, cogunlukla Akdeniz’e komsu iilkelerde, karbapenem
direngli Pseudomonas’lar endemik hale gelmistir. 2001-2002 yillar1 arasinda nozokomiyal
P. aeruginosa’da en sik karbapenem diren¢ mekanizmasi arasinda VIM-tipi MBL’ler
saptanmustir (133). VIM-1, ilk olarak Italya’da P. aeruginosa dan bildirilmistir, sonrasinda
Fransa ve Yunanistan'da VIM-2 MBL bildirilmistir ve VIM enziminin olusumu hizla devam
etmistir (69). Diinyada en yaygin olan MBL enzimleri VIM-tipi enzimlerdir. Mobil gen
kasetleri ile tasinabilen integrona yerlesmis olan bu diren¢ genleri, yayilim potansiyeline
sahiptir. Transpozonlarin yapisinda bulunan integronlar yer degistirebilmektedir ve bu durum
cesitli bakteri tiirleri arasinda VIM tipi MBL enziminin yayilmasi riskini giindeme
getirmektedir (32).

Komsularimizdan Yunanistan’da ¢ogu P. aeruginosa kokenlerinde VIM-1, VIM-2,
VIM-4, VIM-12, VIM-17, son olarak VIM-27 tipi MBL tanimlanmistir (58,74).
Bulgaristan’da VIM-15, VIM-16 tipi MBL bildirilmistir (134). Diger komsu {ilkelerimizden
fran’da da P. aeruginosa kékenlerinde VIM tipi MBL bildirimleri mevcuttur (135,136).

Ulkemizde de g¢ogunlukla VIM tipi MBL genlerini tespit eden calismalar mevcuttur.
Mersin Universitesi’nde yapilan ¢alismada 29 P. aeruginosa kdékeninin 11°inde (%37.9 )
VIM-1 MBL geni saptanmistir (7). Hacettepe Universitesi’nde 110 P. aeruginosa kdkeninde
yapilan bir ¢aligmada 11 tanesi VIM tipi MBL enzimi agisindan pozitif bulunmustur (4).
Farkli olarak, Ozgiimiis ve ark. (5) 2007 yilinda 100 P. aeruginosa kokeninden 9 tanesinde
IMP-1, bir tanesinde VIM tipi MBL geni saptamustir.

Bu c¢aligmada ise, birbirlerine yakin primerler kullanilarak yapilan multipleks PZR ile
Pseudomonas’larda IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1 tipi MBL enzimleri arastirild1 (101).
Ilaveten, NDM-1 direng genini aramaya yonelik PZR ydntemi galisildi. Ulkemizde ve komsu
ilkelerde MBL enzimleri degisik oranlarda bildirilmesine ragmen g¢alismamizda pozitiflik
saptanmamigtir.

Calismamiza benzer sekilde fenotipik testlerle MBL pozitifligi tespit eden ancak PZR
ile dogrulamada MBL genlerini negatif olarak bulan ¢aligmalar da mevcuttur. Aktas ve ark.
(98) KDDT, CDST, MBL E-test ile pozitif bulunan P. aeruginosa ve A. baumannii
kokenlerinde blaIMP ve blaVIM genleri agisindan pozitiflik tespit etmemistir. Kiigiitkbasmaci
ve ark. (137) multipleks PZR yo6ntemi ile IPM’ye direngli veya orta direngli 51 adet P.
aeruginosa kokeninde blaIMP ve blaVIM genini saptamamislardir. Ankara’da 79
Acinetobacter kokeni iizerinde yapilan baska bir ¢alismada IPM direnci E test ile %
51.9’unun, kombine disk sinerji testi ile % 58.2°sinin, ¢ift disk sinerji testi ile

% 55.7’sinin, MHT ile % 69.6’sinin MBL iirettigi saptanmig, PZR yontemiyle blaIMP-1 geni
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aragtirtlmis, ancak pozitiflik bulunamamistir (121). Benzer sekilde Acinetobacter
kokenlerinde yapilan bir diger ¢alismada KDDT ile % 51.6’sinda MBL pozitif saptanmis,
ancak kokenlerde blaIMP-1 ve blaVIM-2 genleri negatif bulunmustur (138). Tiirk Dagi ve
ark.’nin (139) ¢alismasinda karbapenem direngli A. baumannii kokenlerinin % 69’u KDDT ile
MBL pozitif saptanmistir. Ancak PZR ile kdkenlerin higbirinde blaIMP ve blaVIM genleri
saptanamamigtir.

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda fenotipik testler ile MBL enzim varligi bildirilen bazi
kokenlerde molekiiler yontemlerle direng gen arastirmalarinda negatif sonuclar elde
edilebilmektedir. MBL E-test, KDDT ve CDST gibi fenotipik testler MBL’nin EDTA ile
inhibisyonu oOzelligi lizerine tasarlanmistir. Ancak, yiiksek konsantrasyonlardaki EDTA,
bakterinin hiicre zar1 geg¢irgenligini arttirabilmektedir ve bakterisidal etkili olabilmektedir. Bu
durumda da sonuglar yanlis pozitiflik gosterebilmektedir (140). Calismamizda da molekiiler
yontemlerle, yaygin olan 6 adet MBL direng geni aragtirilmis ancak negatif bulunmustur. Bu
sonug, MBL varligini tespit eden EDTA ile inhibisyon 6zelligi iizerine gelistirilmis fenotipik
testlerin yiiksek oranda yanlis pozitif sonug verebilecegini diigiindiirmektedir.

Ayrica, Segal ve Elisha’nin (141) yapmis oldugu bir ¢alismada, karbapenem direngli
49 adet A. baumannii kokeninin tiimiinde MBL E-test ile sonu¢ pozitif olmasina ragmen
hi¢birinde blalMP ve blaVIM tipi MBL genleri saptanamamistir. Ancak kokenlerin tiimiinde
OXA-23 varligi gosterilmistir. Yazarlar, MBL E-test stripleri ile 6zellikle A. baumannii ve
P. aeruginosa gibi muhtemel oksasilinaz tagiyan bakterilerde elde edilen sonuglarin dikkatli
yorumlanmasi gerektigini dnermislerdir.

Yapilan pek c¢ok calismada P. aeruginosa kokenlerinde MBL enzimleri disinda
karbapenem direncine neden olan mekanizmalar gosterilmistir. Bunlardan Yunanistan’da
yapilan bir ¢aligmada Maniati ve ark. (33) Pseudomonas kokenlerinde yiiksek diizey
karbapenem direncinde bir¢ok direng mekanizmasinin (VIM-4 tipi MBL, OXA-35, MexAB-
OprM ve MexXY-OprM aktif disa pompalama sistemleri ve porin kaybi gibi) bir arada rol
oynadigin1 gostermislerdir. Lister ve ark. (34), OprD porin kaybi gibi permeabilite degisikligi
ile birlikte MexXY agirt liretimi durumunda Pseudomonas kdkenlerinde yiiksek diizey IPM
direncine yol agtigimi ortaya koymuslardir. Cin’de 28 hastanenin katildigi karbapenem
direngli 258 P. aeruginosa ile yapilan bir ¢alismada da karbapenem diren¢ mekanizmalari
incelenmis ve dirence neden olan MBL enzimlerine ilave olarak farkli beta laktamazlar
saptamiglar ve c¢aligmaya alinan biitiin P. aeruginosa kokenlerinde OXA-50 geni, bir
P. aeruginosa kokenlerinde GES-5 geni saptanmustir. Ayrica dis membran porin defektinin de

karbapenem direncinden sorumlu oldugunu bildirmislerdir. MBL pozitifligi saptadiklar1 22
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(%8,5) kokende ise blaVIM-2, blaIMP-9, blaIMP-1 genleri bulunmustur. Bunun disinda
kokenlerin %79.8’inde OprD mutasyon varligint gostermislerdir (142). Bir diger benzer
calisma da Mac Aogain ve ark.’nin (143) P. aeruginosa kokenlerinde diren¢ mekanizmalari
ile ilgili yaptiklari ¢alismada IPM direngli kokenlerin yaklasik %85’inde oprD porin kaybi
gozlemlemislerdir. Bu c¢alismada P. aeruginosa kokenlerinde genotipik yontemlerle MBL
genlerinin negatif saptanmasi nedeniyle, c¢alismalarda da gosterildigi gibi karbapenem
direncinde farkli mekanizmalarin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Fenotipik testlerden
tiim karbapenemaz enzimlerinin varligin1 gésteren MHT nin negatif bulunmasi, kdkenlerin
diger karbapenemaz enzimlerini de tasimadigini disiindiirmektedir ancak kesin sonucun
molekiiler yontemlerle elde edilebilecegi de ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica bu durumda
karbapenem direncinde dis membran porin defekti veya aktif disa pompalama sistemlerinin de
On plana ¢iktig1 soylenebilir.

Bu giine kadar molekiiler calismalarla 11 adet MBL direng geninin saptandigi
bildirilmistir. Ancak en yaygin 6 farkli MBL direng genini ortaya ¢ikarmak i¢in molekiiler
yontemlerle yapilan dogrulama deneyinde MBL pozitifligi saptanmadigindan EDTA
kullanilarak yapilan fenotipik test sonuglari ile molekiiler test sonuglarinin uyumsuz oldugu
goriilmiistiir. Bu durumda fenotipik test sonuglarinin kendi aralarinda degerlendirmesi
yapilirken en fazla oOzgillik ve duyarlihik gosterdigi bildirilen MBL E-teste gore
karsilastirilma yapilmasinin uygun olmayacagi sonuglarimiza gore ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, tiim diinyada MBL enzimlerinin yaygin olarak bulunmasi, komsu
Balkan iilkelerinde (Bosna Hersek, Sirbistan, Kosova ve Karadag) NDM-1’in, Yunanistan ve
Bulgaristan’da da VIM tipi MBL enzimlerinin ve bazi illerimizde VIM ve IMP tipi MBL
enzimlerinin bildirilmesine ragmen arastirdigimiz IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1, NDM-1
tipi MBL enzimleri Edirne’de saptanmamistir. Ancak, P. aeruginosa kokenlerinde iilke
genelinde ve tiim diinyada oldugu gibi karbapenem direncinde artis goriilmektedir. Bu
nedenle bundan sonraki hedef karbapenem direncine neden olan diger karbapenemaz
enzimlerinin, dis membran porin defektinin veya aktif disa pompalama sistemlerindeki etkili
genlerin molekiiler yontemlerle aragtirilmasini igeren ¢alismalarin devam etmesi olmalidir.
Diren¢ mekanizmalarinin bilinmesi, karbapenem direncinin yayiliminin dnlenmesi agisindan

onemlidir.
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SONUCLAR

Calismada, Trakya Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi (Hastanesi)
Merkez Laboratuvart Mikrobiyoloji Boliimii’ne Haziran 2011- Haziran 2012 tarihleri arasinda
gonderilen materyallerden izole edilen ve karbapenem grubu antibiyotiklerden herhangi birine
orta duyarli / direngli oldugu kabul edilen 35 P. aeruginosa kokeni fenotipik ve genotipik
yontemlerle MBL enzimleri acisindan incelendi. Yapilan bu calismada asagidaki sonuglar
elde edildi:

1. Calismamizda incelenen P. aeruginosa’lar en stk YBU (%48.5) olmak iizere, %31.4°ii
cerrahi kliniklerden, %20’si dahili kliniklerden gelen kokenler idi. YBU, hastanenin diger
servislerine gore P. aeruginosa enfeksiyonlar: agisindan daha riskli durumdadir.

2. Calisma siiresince gelen materyallerden en c¢ok solunum orneklerinde (%37), idrarda
(%20) ve dokuda (%20) P. aeruginosa kokenleri saptandi.

3. Calismada karbapenem direngli P. aeruginosa koékenlerinde, MBL enzimlerinin varligini
gostermek amaci ile fenotipik testlerden MBL E-test, 0.5 M EDTA’lWh KDDT, 0.1 M
EDTA’li KDDT, CDST yapildi. Bu testler ile MBL pozitifligi sirasiyla %54.2, %94.2,
%37.1, %42.8 oraninda saptandi. MBL E-test ile karsilastirilan fenotipik testlerden, CDST
(%80) ve 0.1 M EDTA ile yapilan KDDT’nin (%76) duyarlilik oranlar yiiksek bulundu
(sirasiyla p=0.008, p=0.03).

4. Genel karbapenemaz direncini gosteren bir fenotipik test olan MHT ile kokenlerin
hi¢birinde MBL pozitifligi saptanmadi.

5. Calismada Pseudomonas kokenlerinde molekiiler yontemlerle MBL enzimlerin varligi
arastirildi. IMP, VIM, SPM-1, SIM-1, GIM-1 tipi MBL enzimleri birbirlerine yakin
primerler kullanilarak multipleks PZR ile arastirildi. Ilaveten, NDM-1 diren¢ genini
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aramaya yonelik PZR yontemi galisildi. Incelenen kokenlerde MBL direng genlerine
rastlanilmadi.

Pseudomonas’larda karbapenemaz direncinden sorumlu en yaygin MBL enzimlerine
Edirne ilinde rastlanilmadi. Hastanemizden izole edilen kokenlerde degisen oranlarda
MBL pozitifligi saptayan fenotipik testlerin yalanci pozitiflik gosterdigi diisiiniildii.
Fenotipik test sonuglarinin kendi aralarinda degerlendirmesi yapilirken en fazla 6zgiilliik
ve duyarlilik gosterdigi bildirilen MBL E-testte gore karsilagtirilma yapilmasinin uygun
olmadig1 goriildii. Fenotipik test sonuglarini yorumlarken bodlgede en yaygin bulunan
direng¢ genlerinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi da gerekir.

. Kd&kenlerimizde mevcut karbapenem direncinden farkli diren¢ mekanizmalari sorumlu

olabilir.
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OZET

Karbapenemlere direngli Pseudomonas aeruginosa kokenleri, tedavide ciddi sorunlara
neden olmaktadir. Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde karbapenem grubu antibiyotiklere
direngte rol oynayan en O6nemli mekanizmalardan biri metallo beta laktamaz enzimlerinin
bulunmasidir ve ¢ok sayida enzim tanimlanmigtir. Metallo beta laktamaz genleri kromozom
ya da plazmid iizerinde bulunur ve farkli bakteri kokenleri arasinda kolayca
yayilabilmektedir. Bu enzimlerin aktivitesi ¢inko bagimlidir ve etilendiaminotetraasetik asit
ile inhibe olmaktadir. Bu yiizden metallo beta laktamaz tanimlama testlerinde bu 6zellikten
yararlanilmaktadir. Bu ¢alismada Edirne’de metallo beta laktamaz enzimlerinin arastirilmast
amagclandi.

Karbapenemlere orta duyarli/direngli Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde metallo
beta laktamaz varligi, fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirildi. Bes fenotipik test
uygulandi. Ardindan blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSIM, blaSPM genleri multipleks, blaNDM
geni ise polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildu.

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinde, E-test ile %54.2, 0.5 M ve 0.1 M
etilendiaminotetraasetik asit ile yapilan kombine disk diflizyon testiyle sirasiyla %94.2 ve
%37.1, cift disk sinerji testiyle %42.8 oraninda pozitiflik saptandi. Modifiye Hodge testiyle
metallo beta laktamaz pozitifligi saptanmadi. E teste gore Cift disk sinerji testi (%80) ve 0.1
M etilendiaminotetraasetik asit ile yapilan kombine disk diflizyon testi (%76) duyarhilik
oranlar1 yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,008, p=0,03). Genotipik yontemlerle kokenlerde
aranilan metallo beta laktamaz genleri saptanmadi.

Pseudomonas’larda karbapenem direncinden sorumlu olan en yaygin metallo beta

laktamazlara Edirne’de rastlanilmadi. Fenotipik test sonucglarinin kendi aralarinda
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degerlendirmesi yapilirken yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik gosterdigi bildirilen E-teste gore
karsilagtirilmasimin her zaman uygun olmadig: fark edildi. Fenotipik test sonuglarinin dogru
degerlendirilmesi i¢in bdlgede yaygin bulunan direng¢ genlerinin molekiiler yontemlerle
arastirtlmasi gerekmektedir. Hastanemizden izole edilen kokenlerde karbapenem direncinden

farklt mekanizmalarin sorumlu olabilecegi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, metallo beta laktamaz, multipleks

polimeraz zincir reaksiyonu
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IDENTIFICATION OF METALLO BETA LACTAMASES IN
CARBAPENEM RESISTANT PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS
BY PHENOTYPIC AND GENOTYPIC METHODS

SUMMARY

Carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa strains causes serious problems in
treatment. A large number of identified metallo beta lactamase enzymes produce by
Pseudomonas aeruginosa are the one of the most important mechanism in the resistance to
carbapenems. Metallo beta lactamase genes are located on chromosome or plasmid and they
can easily spread between the different bacterial strains. The activities of these enzymes are
zinc-dependent and they are inhibited by ethylenediaminetetraacetic acid. Therefore, this
advantage is used in metallo beta lactamase identification tests. In this study, it was aimed to
determine the metallo beta lactamase among P. aeruginosa strains isolated in Edirne.

The existence of metallo beta lactamase enzymes in carbapenems moderately
resistant/susceptible Pseudomonas aeruginosa strains were investigated by phenotypic and
genotypic tests. Five phenotypic tests were used. And then, blaIMP, blaVIM, blaGIM,
blaSIM, blaSPM genes and blaNDM gene were investigated by multiplex and polimerase
chain reaction, respectively.

Among the carbapenems resistant Pseudomonas aeruginosa isolates, positivity of
metallo beta lactamase was found as 54,2% by E-test, 42.8% by double disk synergy test,
94.2% and 37.1% by combined disk diffusion method by using 0.5 M and 0.1 M
ethylenediaminetetraacetic acid, respectively. The metallo beta lactamases in all these strains

were detected as negative by modified Hodge test. The susceptibility rates were higher in
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double disk synergy test (80%) and combined disk diffusion test by using 0.1 M
ethylenediaminetetraacetic acid (76%) according to E-test (p= 0.008 and p= 0.03,
respectively). In Pseudomonas aeruginosa strains, metallo beta laktamase genes were not
detected by applied genotypic methods.

The most common metallo beta laktamase enzymes responsible for resistance to
carbapenem in Pseudomonas were not observed in Edirne. It was realized that to compare the
phenotypic test results according to metallo beta laktamase E-test, which was reported with a
high sensitivity and specificity, was not appropriate always during the interpretation of the
phenotypic test results between each other. In order to evaluation correctly of the phenotypic
test results is also required to investigation of resistance genes is most common in the region,
by molecular methods. It was thought that the different mechanisms might be responsible for

the identified carbapenem resistance at strains isolated in our hospital.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, metallo beta laktamase, multiplex polymerase

chain reaction
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