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Pseudomonas aeruginosa, ozellikle insanlarda olusturduklari enfeksiyonlarinin
sikligi ve cgesitliligi ile yuksek mortalite ve morbidite oranlarina neden olan énemili
bir firsatgi patojen olarak bilinmektedir. Gunumuzde genis spektrumlu pek g¢ok
antibiyotigin yaygin kullanimina bagl olarak P. aeruginosa' da yuksek oranda
antibiyotik direnci gelismekte ve etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar
yasanmaktadir. Coklu ila¢ direnci tasiyan P.aeruginosa’ nin, aminoglikozitler,
kinolonlara ve karbapenemler dahil beta-laktam antibiyotiklerin goguna karsi dogal

diren¢ bulunmasinin yaninda, 6zellikle karbapenemlere kargi en 6nemli kazaniimis

direnc mekanizmasi sahip olduklari metallo-beta-laktamazlardir.

Bu calismanin amaci, Ankara’ daki U¢ farkli hastanenin farkli servislerinden ve
farkh klinik materyallerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin belirlenmesi ve
bu suslarda metallo-beta-laktamaz enziminin fenotipik ve genotipik yontemlerle
tanimlanmasidir. P. aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarhliklari incelenerek,
toplam 20 antibiyotip grubu olusturuldu ve tim P.aeruginosa suslarinda en yaygin
antibiyotipin, 2 antibiyotige direng goOsteren antibiyotip 9 oldugu saptandi.
imipenem ve/veya seftazidime direncli P. aeruginosa suslari belirlenerek, MBL
enziminin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik ydntemlerden biri olan kombine
disk testi ile 44 P.aeruginosa susunun %55 inde MBL enzimi tespit edildi.
P.aeruginosa suslarinda blayy genine 6zgl PCR analizine gore, calismaya alinan
44 izolatin MBL sikhidinin %48 oldugu belirlendi. MBL enzimi Ureten P.aeruginosa
suslari her U¢ hastanede de saptanirken, en ylksek oranin Hastane 2’ de
goéruldugu ve bu suslarin toplam 11 antibiyotige de direng gosteren antibiyotip 20
paternini verdigi dikkat ¢cekti. MBL enzimi Urettigi saptanan suglarin, en sik genel

yogun bakim unitesinden ve idrar orneklerinden izole edildigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: P. aeruginosa, antibiyotipleme, metallo-beta-laktamaz
Danisman: Ogr. Gér. Dr. Isil SEYIS BILKAY, Hacettepe Universitesi, Fen

Fakultesi, Biyoloji Bolumu, Biyoteknoloji Anabilim Dali.



IDENTIFYING OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA AND DETECTION OF
METALLO-BETA-LACTAMASE ENZYME BY PHENOTYPIC AND GENOTYPIC
METHODS

Sezen Bilen
ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa, which causes high morbidity and mortality rate with the
infections especially on humans, is known as a primal pathogen. Due to the recent
excessive use of extended spectrum antibiotics, P. aeruginosa is getting more
resistance to antibiotics and treating the infections caused by it is getting more
obstinate. In addition to multi-drug resistant P. aeruginosa has very high intrinsic
resistance to aminoglycosides, quinolons and most of beta-lactam antibiotics
including carbapenems, metallo-beta-lactamase is its extrincis resistance to beta-

lactam agents especially carbapenems.

The aim of this study is to identify metallo-beta-lactamase enzyme in detected
P.aeruginosa strains, isolated from different clinical materials and services of three
hospitals in Ankara, by phenotypic and genotypic methods. For this purpose, 20
antibiotype groups were generated by examination of antibiotic susceptibilities of
P.aeruginosa and most common antibiotype is detected as antibiotype 9, which is
resistant to 2 antibiotics. According to this, with determining the P.aeruginosa
strains resistant to imipenem and/or cephtazidim, with combined disk method,
which is used for identification of MBL enzyme phenotypically, 55% of 44
P.aeruginosa strains MBL enzyme was found. According to PCR analysis from
blayi gene in P.aeruginosa strains, the MBL frequency was detected as 48%.
P.aeruginosa strains producing MBL enzyme were detected in all three hospitals,
highest rate was in Hospital 2 and these strains were patterned as antibiotype 20,
which is resistant to 11 antibiotics. Strains producing MBL enzyme were isolated

most commonly from intensive care units of hospitals and urine samples.

Key Words: P. aeruginosa, antibiotyping, metallo-beta-lactamase
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1. GIRIS

P. aeruginosa ilk olarak 1850' de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda
mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmis ve 1882' de Gessard' In
calismalari ile saf kdltur olarak izole edilmigtir (Akoglu, 2006). P.aeruginosa,
Ozellikle immun sitemi baskilanmis Kisiler icin en 6nemli nozokomiyal firsatgl
patojendir. Toprak, su, bitkiler, hayvanlar ve insanlardan izole edilebilen
P.aeruginosa’ nin besin maddelerine olan gereksinimleri olduk¢a dusuktir. Bu
nedenle su ve kimyasal dezenfektanlarda dahi varligini sirdirebilir. ilave olarak,
P. aeruginosa farkli gevre kosullarina olan uyumu nedeniyle de énemli bir firsatgi
patojendir (Vahaboglu ve Akhan, 2002).

P.aeruginosa sahip oldugu lakton ve diger sinyal molekulleri araciigiyla, ¢cevresini
algilama ve kendi yogunlugunu ayirt etme 06zelligine sahiptir. Bu duzenleyici
sistem hlcre yogunluguna bagl bicimde koordine olarak, P.aeruginosa' nin hucre
digi virtlans faktorlerini Uretmesine imkan saglar ve konagin immun yanitini da
etkileyerek daha invaziv enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir
(Hooi et al, 2004). Bdylece yluzeysel deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar farkli
klinik tablolara neden olarak, ylksek morbidite ve mortalitesi ile énemli bir insan
patojenidir. Bu patojen, ozellikle hastane ortaminda, badisiklik ve savunma
sistemleri bozulmus insanlarda firsat buldugunda her sistem ve organda
enfeksiyon olusturabilir. Hastane enfeksiyonlarinin %10-25' inden sorumlu
tutulmaktadir (Bergagne, 2004).

Gunumuzde genis spektrumlu pek c¢ok antibiyotigin yaygin kullanimina bagh
olarak P.aeruginosa’' da antibiyotik direnci 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Birgok
antibiyotige yUksek oranda direng gostermekte ve bu nedenle etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir (Pollack, 1995). Ozellikle
yogun bakim birimlerinde pek ¢ok antibiyotige yuksek oranda direng gosteren ve
coklu ilag direng tasiyan P.aeruginosa’ nin karbapenemler dahil beta-laktamlarin
¢ogu, aminoglikozitler ve kinolonlara karsi direnci %40’ dan fazladir (Vahaboglu,
2001).

P.aeruginosa’ da, ilag atim pompalari, dis membran gegirgenliginin dusuk olmasi
ve Dbeta-laktamaz enzimleri ile pek c¢ok antibiyotige karsi dogal direng

bulunmaktadir P. aeruginosa’da beta-laktam ajanlara, 6zellikle karbapenemlere
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kargi direngte rol alan en oOnemli kazanilimis direng mekanizmasi ise sahip

olduklari metallo-beta-laktamazlardir (Hyunjoo, 2001).

Molekiller sinif B’ de yer alan ve aktif bolgelerinde serin yerine bir Zn*? iyonu
bulunan MBL’ larin bu farkli kimyasal yapilari nedeniyle klavulanat, tazobaktam,
sulbaktam gibi klasik beta-laktamaz inhibitorleri ile baskilanamazlar (Bush et al.,
1995; Yuce, 2001). Metallo-beta-laktamazlarin inaktivasyonu EDTA gibi bir metal
selatorl ile mumkan olur. En énemli 6zellikleri monobaktamlar diginda, tum beta-

laktam antibiyotikleri hidrolize edebilmeleridir (Nordmann and Poirel, 2002).

Metallo-beta-laktamazlar kromozomal yada transfer edilebilir sekilde bulunabilirler.
Kromozomal MBL’lar iceren tirler ile yayilabilen kromozomal MBL’larin aksine,
kazanilmis ya da transfer edilebilen MBL’larin yayiliminda ¢ok buyuk hizlanma
gorulmustar. Transfer edilebilir MBL iginde en yaygin bulunanlar VIM, IMP, GIM,
SPM ve SIM olarak belirtilebilir. Genellikle MBL enzimini kodlayan gen kasetlerinin
yaninda aminoglikozid grubu antibiyotikleri kodlayan aacA4 geni de
bulunmaktadir. Boylece aminoglikozid grubu antibiyotiklerin hepsine de direng
gelisimi gdézlenmektedir. Aminoglikozid ve beta laktam direng genlerini tasiyan gen
kasetleri bir integrondan digerine serbestge dolasabilir. Ancak bir organizmadan
digerine kendi baslarina hareket edemezler bu nedenle plazmidler ve
transpozonlar gibi bagka genetik elemanlarin yardimina ihtiya¢ duyarlar (Walsh et
al,2005).

Transfer edilebilen ilk MBL 1988 yilinda Japonya’da P. aeruginosa’ nin GN17203
susunda ait konjugatif plazmit (izerinde bulunmustur. imipenemi parcaladigi icin
enzime IMP-1 adi verilmistir (Poirel et al., 2000). IMP-1 P. aeruginosa’ da
tanimlanan ilk MBL’ dir (Tsakris et al, 2000).

Kazanilan MBL’ lerin ikinci dnemli grubu VIM-tipi enzimlerdir. VIM tipi MBL Ureten
suslar ilk olarak Avrupa lilkelerinde rapor edilmistir. 1999 yilinda italya’ nin Verona
sehrinde izole edilen VIM-1 enzimi P. aeruginosa’ da tanimlanmistir (Yatsuyanagi
et al., 2004; Queenan and Bush, 2007). VIM-2 ise, 1996 yilinda Guney Fransa’
daki noétropenik bir hastanin kan kultirinden izole edilen P.aeuruginosa susunda
tanimlanmistir (Poirel et al., 2000). VIM varyantlari icerisinde VIM-2 en yaygin olan
VIM tipi enzimdir (Docquier et al., 2002). IMP ve VIM tipi transfer edilebilir MBL'lar



tum dunyada yayillmaya devam ederken, SIM, GIM ve SPM tipi enzimlere halen ilk
rapor edildikleri ulkeler diginda rastlanmamigtir (Queenan and Bush, 2007). Bu
baglamda MBL Ureten Gram negatif basillerin tespit edilmesi hastalara en uygun
tedavinin verilmesi ve direng¢ yayiliminin kontrol altina alinmasi bakimindan hayati

onem tasir.

Calismamizda Ankara’ daki ug farkli hastanenin farkli servislerinden ve farkli klinik
materyallerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinda antibiyotik duyarhliklarinin
belirlenmesi, beta-laktam grubunda bulunan ve karbapeneme direngten sorumlu
mekanizmalar arasinda birinci sirada yer alan metallo-beta laktamaz enziminin
hem fenotipik hemde genotip ydntemlerle tanimlanmasi ve bu ydntemler
arasindaki uyumlulugun belilenmesi amaglandi. Bu nedenle 0&ncelikle
Pseudomonas suslarinin  fenotipik teshisi gergeklestiriidi  ve ardindan
antibiyotiklere olan duyarliliklari belirlendi. Calismamiza dahil edilen 90 P.
aeruginosa susunun antibiyotiplemesi yapilarak baskin suslar saptandi. Bu
suslarin hastanelerin servislerine ve klinik materyallerine gbre dagilim oranlari

karsilastirilarak belirlendi.

P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direnglilik durumlarina gore, imipenem
velveya sefdazidime direncli suglar belirlenerek, MBL enziminin tanimlanmasinda
kullanilan fenotipik yontemlerden biri olan kombine disk testi uygulandi.
Calismamizin son asamasinda ise fenotipik olarak MBL enzimi Urettigi belirlenen
24 P. aeruginosa susunda PCR metodu ile blaym genleri arastirildi. Genotipik test
sonucunda 24 P. aeruginosa susunun 20’ sinde blayw geni saptandi.
Calismamizda beta-laktam antibiyotiklere direng gelisiminde siklikla kargilagilan
MBL enziminin belirlenmesinde kullandigimiz fenotipik ve genotipik ydontemler

birbirleri ile blylk oranda paralellik gdsterdigi belirlendi.

Calismamizda hastane infeksiyon etkeni de olabilen P.aeruginosa suslarinda Ulke
genelinde ve tum dunyada oldugu gibi yuksek oranda antimikrobiyal direng ve
cogul direng gorildi. Ug farkl hastanede de MBL enzimi Ureten suslar belirlendi.
Bu suslar hastaneler arasinda karsilastirildi. MBL enzimi Ureten bakterilerin erken
ve dogru bir sekilde tespit edilerek, bu bakterilerin kontrolsuz yayilimlarinin
sinilanmasi gerekmektedir. Ankara’ daki ve Turkiye' deki MBL enzimi Ureten

suslarin belirlenmesi ve kontrolu ile ilgili olarak daha ileri aragtirmalarin yapilmasi



gerekmektedir. Calismamiz ise Ankara’ da farkli hastanelerde bulunan MBL

enzimi Ureten suslarin tespitini sagladigi icin ileri aragtirmalara katki saglayacaktir.



2.GENEL BILGI

Pseudomonadaceae ailesinde yer alan Pseudomonas cinsinde suda, toprakta,
curuk organik maddelerde ve bitkilerde yasayabilen ayni zamanda insanlar, bitkiler
ve hayvanlar icin patojen olan tarler bulunur. Besin ihtiyaglarinin basit olmasi
nedeniyle her yerde kolaylikla Ureyebilirler. Pseudomonas cinsinde en siklikla izole
edilen insan patojeni ise Pseudomonas aeruginosa’ dir (Bilgehan, 1995; Baron
and Finegold, 1994).

2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ilk olarak 1850' de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda
mavi renk degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmistir. Daha sonra Bacillus
pyocyaneus ve Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmig ve piyosiyanin
izolasyonu Lucke tarafindan 1862' de yapilmistir. Ancak Gessard' In klasik
calismalari ile 1882' de saf kultur olarak izole edilmistir (Akoglu., 2006).

P.aeruginosa, Ozellikle immin sitemi baskilanmis Kkisiler i¢in en 6nemli
nozokomiyal firsatgi patojendir. Toprak, su, bitkiler, hayvanlar ve insanlardan izole
edilebilen P.aeruginosa’ nin besin maddeleri gereksinimleri oldukga dusuktir. Bu
nedenle su ve kimyasal dezenfektanlarda dahi varligini surdurebilir. P.
aeruginosa’nin 1si gibi degdisik ¢evre kosullarina olan uyumu basaril bir firsatgi
patojen oldugunu acgiklamaktadir. DNA’ sinda ki G+C orani %67.2°dir (Vahaboglu
ve Akhan, 2002).

2.1.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

P.aeruginosa Gram negatif, 1,5-3 ym uzunlugunda ve 0,5-0.8 pm genigliginde,
sporsuz, kapsulsuz, ¢iftli yada kisa zincirler halinde gorulen basillerdir. DUz veya
hafif egri, uglari yuvarlak, cogunlukla bir uglarinda bir veya nadiren iki ya da Ug¢
tane kirpik bulunan ve kirpiklerinden dolayi ¢ok hareketli olan bakterilerdir. Rutinde
kullanilan yontemlerle kolay boyanirlar. Eski kulturlerinde ve antiseptik maddelerin
bulundugu ortamlarda kisa veya c¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve
pigmentsiz olanlari, R tipinde Ureyenleri tarif edilmistir (Bilgehan, 1995; Baron and
Finegold, 1990).



2.1.2. Kiiltiir Ozellikleri

Laboratuvarlarda koyun kanh agar, ¢ukulata agar, Mueller-Hinton agar (MHA),
endo ve Mac Conkey agar gibi uygun besiyerinde optimum 35-37°C' lerde ve
duguk alkali ortamlarda urerler. 42°C' de ureyebilme yeteneg@i P. aeruginosa icin
onemli bir 6zellik olan 42°C' de Ureyebilmesi P. fluorescens' den ayirt edilmesini
saglar. Ancak 4°C' de Ureyemezler. (Akoglu., 2006; Bilgehan, 1995; Baron and
Finegold, 1990). Ureyebilmek igin oksijene ihtiya¢ duydugundan sivi besiyerlerinde
yuzeyde zar olusturacak sekilde yogun ve homojen bir GUreme gdsterir ve zarin
hemen altinda mavi yesil pigmenti ile ayirt edilirler. Zorunlu aerobtur ancak
denitrifikasyon yapma o6zelliginden dolayl anaerob Ureyen tlrlerede rastlanilabilir
P. aeruginosa kati besiyerinde 3 tip koloni olusturur. Tip 1 koloni, 2-3 mm ¢apinda
yuvarlak, mat yuzeyli, ortasi kabarik, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca
floresan Ozelligi olan, besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi pigmentleri
ile gbze carpan kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik 6rneklerden izole edilir.
Cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen tip 2 koloni, daha kiguk, kabarik,
konveks ve duzensiz koliform kolonilerine benzeyen kolonilerdir. Tip 3 koloni ise,
P. aeruginosa' nin bazi suslarinin hicre digi alginat salgilamasi nedeniyle mukoid
gorinimde bakterinin olusturdugu R kolonilerdir. Kdultlrlerde triptofan 2-
aminoasetofenon Uretimine bagli olarak karakteristik bir meyve kokusu vardir ve
petri kutusunun kapadi acildiginda Gzim kokusu veya trimetilamin kokusu
seklinde hissedilir (Sen ve Halkman, 2006).

Pseudomonas aeruginosa' nin tanisinda olduk¢ca 6nemli yer tutan cok cesitli
pigmentleri vardir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olugmazlar ve oda isisinda
daha iyi meydana gelirler (Davis et al., 1968). Suda ve kloroformda ¢6zlinebilen
mavi renkli piyosiyanin, kloroformda ¢éziinmeyen ancak suda c¢ozinebilen sari-
yesil renkli piyoverdin, kirmizi renkli piyorubin ve kahverengi renkli piyomelanin
olmak Uzere dort farkli pigment yapabilir. Piyosiyanin, floresans vermeyen mavi
renkte bir kimyasal maddedir. Bu mavi yesil renk veren ekstrasellller pigmenti P.
aeruginosa’ yi diger Pseudomonas' lardan ayirir (Wilson and Sande., 2004).
MacConkey agarda piyosiyanin pigmenti P.aeruginosa kolonilerinin mavi-yesil
gorinmesine neden olur. Renkli olmasiyla beraber ayni zamanda floresan veren

bir pigment olan piyoverdin ise P.aeruginosa ile birlikte diger Pseudomonas



turlerinde de gorulebilir. Hemoglobini tam olarak hidroliz edebildiginden dolayi
kanli agarda beta-hemoliz yaparlar ve piyosiyanin pigmentinin varligindan dolayi

karakteristik yesil metalik rofle olustururlar (Mahon and Manuselis.,2000).

2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

P. aeruginosa’ nin oksidaz ve Kkatalaz reaksiyonlari pozitiftir. Diger
Enterobacteriaceae  ailesi uyelerinden oksidaz testinin pozitif olmasiyla ayrilir.
Glukozu oksidatif yolla parcalayip asit yaparlar. Oksidasyon-Fermentasyon (OF)
besiyerinde glukozu oksidatif yol ile yikarlar, ancak fermente edemezler bu
nedenle de acgik tlpun rengini sariya donusturirken kapali tapun renginde
herhangi bir degisiklik meydana getirmezler. Laktoz ve sakkarozu kullanamazlar.
indol ve H>S olusturmazlar. Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) tetsleri
negatiftir. Nitrati nitrite veya azot gazina redukte ederler. Jelatin ve koagule
plazmay! eriterek parcalarlar, asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.
Nisastaya etki etmezler. L-arjinin dihidrolaz olugtururken, lizin-dekarboksilaz ve
ornitin dekarboksilaz olusturamazlar. Potasyum siyandre direnclidirler. P.
aeruginosa, P. fluorescens' den ayri olarak metilen mavisinin ve prontosilinin
rengini giderir (Vahaboglu ve Akhan, 2002; Bilgehan,1995; Baron and Finegold,
1990; Vikipedi., 2010).

2.1.4. Virulans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa infeksiyonlari 3 ayri safhanin birlesimi ile ortaya cikar.
1. Bakteriyel baglanma ve kolonizasyon
2. Bolgesel invazyon
3. Sistemik hastalik (Bergagne 2004; Bilgehan 1995)

2.1.4.1. Bakteriyel Baglanma ve Kolonizasyon

P.aeruginosa kolonizasyonundan; kirpik, pili, lipopolisakkarit ve alginat gibi yapilar
sorumludur.

o Kirpik (Flagella)

P.aeruginosa’ nin yuzeyinde kutupsal yerlesimli filamentéz bir uzantidir. Bakterinin
yuzme seklindeki hareketinden sorumlu yapilardir. Yaygin  membran

komponentleri araciligi ile epitel hlcresi membranina baglanarak bakterinin



adezyonunu saglarlar. Kirpik bakterinin kolonizasyonundaki basarisindan
sorumludur ve oldukga immunojenik bir yapidir (Feldman et al, 1998;

Mahenthiralingam et al,1994)

e Fimbria (Pili)

Bakterinin kisa ve filament6z yuzey uzantilaridir. Genelde prokaryot hlcrelerde
hareketten sorumlu olmamasina ragmen P.aeruginosa’ da segirme (twiching)
seklindeki hareketten sorumludur. Bakterinin st solunum yolundaki epitel hicreler
ile beraber diger epitel hicrelere de hizla yayllmaya ve kolonizasyona yardimci
olur (Gupta et al, 1994). Bakteriye ait pililer, epitelyum htcre ylzeyindeki spesifik
galaktoz, mannoz ve sialik asit reseptorlerine baglanir ve patogenezde kritik Gnem
tasir (Todar, 2010).

¢ Lipopolisakkarit kapsul (LPS)

Hucre disinda bulunan bu tabakaya slime tabakasi denilebildigi gibi glikokaliks
veya ekzopolisakkarit olarak da tanimlanabilir. Bakteriyi konak savunmasindan
korur (Basturk, 2005). Bakteri duvarinin dis yuzeyinde yer alan bu tabaka
fosfolipid ikili-katman igine yerlesen lipid A ve buna bagl kor polisakkaridi ve O-
0zgul polisakkaridi iceren hidrofilik kuyruktan olusur. P. aeruginosa serotiplerinin
antijenik 6zelliklerine dayanilarak tanimlanmasinda O-6zgul polisakkarid zincirleri
tanisal 6zelliktedir. Lipid A bileseni ise bir¢cok inflamatuvar 6ncl htcreyi aktive
eder. Ayrica polisakkarit kapsul P.aeruginosa enfeksiyonlari icin risk faktdrt olan
kistik fibrozis ve diger kronik akciger hastaliklarinda bakterinin kolonizasyonunu da

kolaylastirir (Karatuna ve Yagci, 2008).

e Alginat

P.aeruginosa tarafindan Uretilen ekzopolisakkarit mukoid bir yapi olan alginat,
tekrarlayan mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana gelir.
Alginat, Lipopolisakkarit gibi adezin fonksiyonu gosterir ve solunum epiteline
P.aeruginosa’ nin tutunarak kolonize olmasini saglar. Alginatin asiri Uretimi
bakteriyi fagositozdan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis konak yanitindan

korur (Hentzer et al., 2001). Alginat bazen bakteriyi gevreleyerek biyofilm tabakasi



goOrevi gorur ve biyofilm olusturan bakteriler, olusturmayan bakterilere gore

antibiyotiklere daha direnglidir (Anvar et al., 1992).

2.1.4.2. Bélgesel invazyon

e Ekzotoksin A

P.aeruginosa tarafindan Uretilen, tox A geni tarafindan kodlanan ve 66kDa
agirhginda ekstrasellller toksik bir proteindir (Callahan, 1976). P. aeruginosa’ ya
ait virtlans faktorleri icinde en toksik olan ve en fazla galigilan ekzotoksin A’dir.
Yapay Okaryotik hucrelerinde sitotoksiktir ve c¢esitli memeli hucreleri igin
oldurtcudur (Woods and Iglewski,1983). Etkisini difteri toksinine benzer sekilde
ADP-ribozil-transferaz 6zelligi ile elongasyon faktor 2’ yi etkileyerek hucredeki
protein sentezini inhibe eder ve hicre dlumune yol acar. Etkeni P.aeruginosa olan
kronik karaciger enfeksiyonlari, yanik, yara ve goz enfeksiyonlarinda ekzotoksin A
patojenik bir determinant olarak gériilmektedir. insan viicudunda ekzotoksin A’ ya
kargi olusmus antikorlarin varhginin gosterilmesi ve olusmus bu antikorlarin
baslangictaki ylksek titresi, hastaligin seyri ile iliskilendiriimektedir (Woods et al.,
1986).

o Tip lll Salg: Sistemi

Ekzoenzim S, exo S geni tarafindan kodalanan 43kDa bulyukliginde ki
ekstrasellller bir proteindir (Coburn et al., 1991). P.aeruginosa’ nin bazi suslari
ADP-riboziltransferaz aktivitesi gosteren bu ekzoenzim S’ i Uretirler. Ekzotoksin
A’dan farkli olarak ekzoenzim S i1siya dayaniklidir. Ayrica doku hasarlarina neden
olmaz ve bakterinin fagositler icinde élduriimeden yasamasini saglar. Ekzoenzim
S’ in ekzotoksin A’ dan diger bir farki 6karyotik proteinlerde ADP fosforilasyon
aktivitesini katalizler (Sokol et al., 1981). ADP’nin ribozillenmesi i¢cin FAS (factor of
activating protein) adinda Okaryotik bir protein gereklidir (Coburn et al., 1991).
Ekzoenzim S, akciger enfeksiyonlarinda doku hasarina yol acar ve bakterinin
yayllmasinda énemli bir rol oynar (Karatuna ve Yagci, 2008). Ekzoenzim S ile
beraber Tip Il salgilama sistemi tarafindan salgilanan Ekzoenzim T, exo T geni
tarafindan kodlanir ve FAS’ a bagli ADP’ yi ribozilleme 6zelligine sahiptir (Iglewski
et al., 1978). P.aeruginosa patojenitesinde ADP ribozillenmesinin rolu tam olarak

bilinmesede, ekzoenzim S’ in epitel hlcrelerine zarar verdigi ve enfekte ettigi
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konakta yayilmasi icin gerekli oldugu bilinmektedir (Nicas et al., 1985; Kang et
al.,1997).

Ekzoenzim Y bir adenilat siklazdir ve konak sitozoline verildiginde cAMP’ i
arttirir. Boylece pulmoner vaskuler hicrelerde, hicreler arasi bosluk olusumu artar
ve bu da gegirgenligin artmasina neden olur. Ekzoenzim U, fosfolipaz ve
lizofosfolipaz aktiviteleriyle Okaryotik hicre membranini pargalar (Karatuna ve
Yagci, 2008).

o Proteazlar

P. aeruginosa’ nin patogenezinde rol oynayan en onemli virllans faktorleri
arasinda elastaz ve alkali proteaz bulunmaktadir. iki ekstraselliler proteaz, jelatini,
kazeini, ve immunoglobulinleri pargalarlar. Akcigerlerde bulunan proteinin %30’
unu olugsturan elastin, akcigerlerin genigleyip daralmasini olanak vermektedir
(Hamood et al., 1996). Elastaz, fibronektini parcalayarak, akciger mukozasinda
bakterilerin yapismasi icin gerekli olan reseptorlerin agiga ¢ikmasini saglar (Todar
K., 2008; Unal, 2002). Elastazin etkileri virtlans ile dogrudan iliskilidir. Las B
elastaz ve Las A proteaz, elastolitik aktiviteden birlikte sorumludur. Elastolitik
aktivite sonucunda elastin igeren insan akciger dokusu hasara ugrar ve
P.aeruginosa enfeksiyonunun yayilimi ile pulmoner hemorajiye neden olur. Las B
elastaz bir cinko metalloproteazidir ve elastin iceren bazi proteinler Uzerinde
etkilidir. Las A proteaz ise bir serin metalloproteazidir ve elastinin
parcalanmasinda Las B ile sinerjitik bir etki gosterir. Las B elastazin proteolitik
aktivitesi alkali proteazin yaklasik 10 misli kadardir (Galloway,1991; Van Delden
and Iglewski, 1998). Las B elastaz sadece elastini degil bunun yaninda fibrini ve
kollajeni de pargalar. Las B elastaz insan immunoglobulin A ve G’ yi, solunum
yolu lizozimini, kompleman sistemi komponentlerini, bronsiyal mukus proteinaz
inhibitorlerini ve solunum yolunda proteazlara karsi koruyucu bazi maddeleri
inaktive edebilmektedir (Heck et al,1986; Van Delden and Iglewski, 1998). Las A
ve Las B genlerinin ifadesi, P.aeruginosa’daki regulatér sisteminde iki

otoindukleyici olan lasR ve rhIR’ nin kontrolU altindadir (Coin et al,1997).

Alkali proteaz, 49 kDa agirhginda bir metalloproteaz olan enzim, apr geni
tarafindan kodlanmaktadir. Akut akciger hasarinin erken dénemlerinde alveoller

icinde olusmus yogun fibrinin alkali proteaz ile eritimesiyle enfeksiyonun
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ilerlemesine yol agar. Ozellikle kornea enfeksiyonlarinin patogenezinde énemli rol

oynamaktadir (Karatuna ve Yagci, 2008).

Proteaz IV., P.aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar gibi patogenezde
rol alir. Son yillarda yapilan galismalarla, proteaz IV’ Un akcigerlerdeki surfaktan
proteinleri parcalayarak akcigerlerin fonksiyonunu bozdugu ve bdylece akciger

enfeksiyonlarinin patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir (Malloy et al, 2005).
e Hemolizinler

P. aeruginosa virlrlansina katkida bulunan iki hemolitik toksin Uretir.
Hemolizinlerden bir tanesi 1siya direncli olan ramnolipid ve digeri 1siya duyarli olan
fosfolipaz C’ dir (Berka and Vasil, 1982). Her ikisi de lipidlerin ve lektinin
yikilmasinda sinerjitik  etki gosterirler. Ramnolipid, yapisinda ramnoz igeren
glikolipid sayesinde biyosurfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri yapisindan dolayi
akciger surfaktanindaki fosfolipidleri ¢ozunur hale getirerek fosfolipaz C’ nin etki
etmesine yardimci olur (Van Delden and Iglewski, 1998). Ramnolipid ayni
zamanda siliyer aktivitenin azalmasina ve alt solunum yolu enfeksiyonunlarinin
olugsmasindan sorumludur (Yucesoy Dede, 2006). P.aeruginosa biri hemolitik
digeri nonhemolitik olmak Uzere 2 farkh fosfolipaz C Uretir. Nonhemolitik fosfolipaz
C (PLC-N) patojenik aktivite gostermemesine karsin, hemolitik fosfolipaz C (PLC-
H) yuksek dozlarda fareye uygulandiginda vaskuler gegirgenligin artmasina, doku
hasarina ve 6lime neden olur. Bundan dolayl P.aeruginosa enfeksiyonlarinda
hemolitik fosfolipaz C énemli bir virtlans faktért olarak rol oynar (Wieland et al.,
2002).

e Piyosiyanin

Koloniye mavi-yesil renk veren ve bir fenazin tlrevi olan piyosiyanin pigmenti
bakterinin virllansina katkida bulunan en énemli faktorlerinden biridir. Piyosiyanin
pigmentinin bakteri hucresinde, karaciger hucresinde ve insan epitel hucrelerinde
redoks dongustne etki ettigi gosterilmistir (Kanthakumar et al.,1993). Elektronlari
dogrudan NAD ve NADH molekullerinden alir ve aerobik kosullarda bu elektronlari
reaktif oksijene aktararak, superoksit (O,) ve hidrojen peroksit (H.O2) gibi reaktif

oksijen radikallerinin olusumuna yol acgar. Hucre iginde olusturdugu oksidan
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radikallerinin artis1 gesitli hlcrelerde patofizyolojik etkilere neden olur. Kistik
fibrozisli hastalarin akcigerinde olduk¢ca fazla hucresel hasara neden olur.
Hucresel solunumu bozar ve siliyer fonksiyonlari inhibe eder ve bu inhibisyon ATP
ve cAMP’ nin hlcresel seviyelerinin azalmasi ile iligkilidir (Denning et al.,1998).
Bunlara ilave olarak piyosiyaninin epidermis ¢odalmasini durdurdugu, kalsiyum
homeostazini  bozdugu bilinmektedir. Ayrica a1-proteaz inhibitérinid de
etkisizlestirerek proteaz-antiproteaz dengesini bozar ve akcigerlerde hasara sebep

olur (Denning et al., 2003).

e Piyoverdin

Piyoverdin ¢cevreden demir baglayan kuguk bir molekul olarak P. aeruginosa’ nin
metabolizmasinda kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar P.aeruginosa’
nin ekzotoksin A (ekzo A) ve endoproteaz gibi diger virulans faktorlerinin
sekresyonunun duzenlenmesinde ve kendi sekresyonunda rol aldigi ve énemli bir

virllans faktort oldugu gosterilmistir (Lamont et al., 2002).
e Sitotoksin

Sitotoksin, 25.000 mol agirhdinda bir proteindir. Lokositlere zarar verici etkisi
nedeniyle |6kosidin olarak da adlandirilir. Hidcre membranina etki ederek
nortofillerin ve I6kositlerin yapisini bozar. Ayrica akut akciger hasarinin

patogenezinde rol oynar (Wilson and Sande, 2004).
2.1.4.3. P. aeruginosa Enfeksiyonlari

P. aeruginosa ylzeysel deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar farkl klinik tablolara
sebep olabilen, yuksek morbidite ve mortalitesi ile dnemli bir insan patojenidir.
Ozellikle hastane ortaminda, bagisiklik ve savunma sistemleri bozulmus

insanlarda firsat buldugunda her sistem ve organda enfeksiyon olusturabilir.

P. aeruginosa’nin en sik neden oldugu enfeksiyonlar, nétropenik hastalarda,
mekanik ventilasyon destegindeki hastalarda ve kistik fibrozlu hastalarin akut
alevlenmelerinde goérilen pnémoniler, nétropenik hastalar ve HIV enfeksiyonunu
iceren bagisiklig kirilimig hastalardaki bakteriyemiler, yanik sonrasi gelisen yanik

yarasi enfeksiyonlari, diyabetik hastalarda ve yuzuculerin kulaginda gelisen malign
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otitis media, santral sinir sistemi enfeksiyonlari, kontakt lensler ile endoftalmit ve
keratit, idrar yolu enfeksiyonlari, ortopedik enfeksiyonlar, intravendz ilag
kullananlarda dogal kapak endokarditi ve prostetik kapak endokarditi olarak
sayilabilir (Isik, 2008).

> Akciger enfeksiyonlari

P. aeruginosa, immun sistemi baskilanmig hastalarda akut, hayati tehdit eden,
bakteriyemik ve nonbakteriyemik pndmoniye bununla beraber kistik fibrozisli
hastalarda kronik alt solunum vyolu enfeksiyonlarina neden olur. Pnomoni
genellikle hastane kokenli olup yodun bakimda yatan hastalarda goérulir ve bu

hastalarda bakteri st solunum yoluna kolonize olur (Ohl and Matthew, 2004).

Gecgmiste antibiyotik kullanimi, ventilatdr veya respiratuar inhalasyon tedavisi, altta
yatan akciger hastaligi ve kalp yetmezligi, alt solunum yolu enfeksiyonuna zemin
hazirlar. Bu hastalarin Ust solunum yoluna kolonize olan bakteri, aspirasyonla alt
solunum yoluna yayilir ve bu nedenle bdyle hastalarda pnomoni gelismesi
beklenen bir durumdur. P. aeruginosa' nin neden oldugu nozokomiyal

pndmonilerde mortalite oranlari oldukga yuksektir (Bukholm et al., 2002).

Bakteriyemi ile birlikte gelisen P. aeruginosa pnomonisi 6zellikle noétropenik
hastalarda meydana gelir ki bu durumda hastalik alt solunum sisteminde gelisir ve
metastatik yayilimlar gosterir. Her iki akcigerde kuguk, noduler, hemorajik, bazen

nekrotik olan yaygin lezyonlar goérulir (Ohl and Matthew, 2004).

Kistik fibrozis en sik goridlen olduricli karakterdeki kalitsal hastaliktir. P.
aeruginosa, kistik fibrozisli hastalarda her yas gurubunda en sik gértlen firsatgi bir

patojendir (Campana et al., 2004).

Kistik fibrosizli hastalarin solunum yollarina ilk kolonizasyon nonmukoid
Pseudomonas aeruginosa suglariyla baslar ancak bazi gevresel kosullarin baskisi
altinda bu suslar mukoid fenotipe dénuserek akciger enfeksiyonlarinda dominant
hale gecmektedirler. Nonmukoid susun mukoid sekle donusebilmesi igin bakteride
mukoid ekzopolisakkarid yani aljinat sentezinin uyarilmasi gerekmektedir (McAvoy
et al., 1998). Alginat Ureten suslar biyofilm olusturarak bakterinin antibiyotiklerden

ve ilaglardan korunmasi igin iyi bir ortam saglar ayni zamanda bakteriyi
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fagositozdan korur. insanlarda alginat (ireten P. aeruginosa suslari kistik fibrozisli
hastalarin pulmoner yollarinda kolonize olur ve akciger hava yollarini kapatarak
hastalarin dlumlerine sebep olurlar. Olusan mukoid suglarin yardimi ile uzun sure
akcigerlerde varligini surdiren P. aeruginosa suslari, dokularin farkl sekilde
hasara ugramasina neden olurlar. Birinci hasar bakterinin ortama saldigi virilans
faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Ikincisi ise kronik enfeksiyonlara karsi olusan

immun cevabin doku hasarina neden olmasindan dolayidir (Stapper et al., 2004).

P.aeruginosa’nin mukoid suslari kistik fibrozlu hastalarda bir yasin altinda %21
oraninda, 26 yasin Uzerinde ise %80’ e kadar yasla birlikte artan oranda alt
solunum yolu enfeksiyonuna neden olur (Bilgehan,1995; Vahaboglu ve Akhan,
2002 ; Baron and Finegold, 1990).

> Bakteriyemi

Hastane kaynakli bakteriyemilerin en sik nedenlerinden birisi P. aeruginosa’ dir.
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, mortalitesi yiiksek
enfeksiyonlar olan P.aeruginosa bakteriyemileri, olduk¢a tehlikeli ve 6nemlidir.
P.aeruginosa bakteriyemilerinde hastanin yasi ve enfeksiyonla iligkili diger
faktorlere bagli olmak Uzere mortalite oranlari %20-70 arasindadir. Yapilan bir
calismada, nozokomiyal P. aeruginosa bakteriyemilerinde mortalite orani %36
olarak saptanmistir (Akalin, 2007). Ancak toplum kokenli P. aeruginosa

bakteriyemisi oldukg¢a nadir gértilmektedir (Wilson and Sande, 2004).

Bakteriyemi primer veya sekonder olarak olusabilir. Primer bakteriyemi ozellikle
immun sistemi baskilanmis kisilerde ortaya c¢ikmaktadir. Primer bakteriyemi
kaynagi, kontamine aletler veya tedavi amacli kullanilan sollsyonlardir. Sekonder
bakteriyemi enfeksiyonlarinin ¢ogu solunum sistemi, Uriner sistem, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlariyla (6zellikle yanikh hastalarda) ilgilidir (Vahaboglu ve
Akhan, 2002).

» Septisemi

Septisemi, AIDS ve kanser hastasi gibi bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ve
yenidoganlarda, yara ve yanik enfeksiyonlari gibi lokal enfeksiyonlar ile ortaya

cikmaktadir. Kapiller damarlardaki P. aeruginosa’ nin deriye lokalize olmasi
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sonucunda vezikul, bul ve sonunda ektima gangrenozum adinda hemorajik ve
nekrotik yaralar seklinde gelisen dokuntuler gorulir. P. aeruginosa sepsislerinde

Olim orani ¢ok yuksektir (Bilgehan, 1995 ; Baron and Finegold, 1990)
» Endokardit

P. aeruginosa’ ya bagl endokardit, protez kalp kapagi bulunan kisilerde kalp
kapagina, ilag bagimhligi olan kisilerde ise dogal kalp kapagina yerleserek

meydana gelir (Vahaboglu ve Akhan, 2002 ; Baron and Finegold, 1990).

Bolgesel farkhliklar gostermekle beraber ilaca bagimli kisilerde Gram negatif
bakterilere bagli endokarditin % 58 kadarinda P. aeruginosa’ nin etken oldugu
saptanmistir. P.aeruginosa’ ya bagli gelisen endokardit olgularinda ise % 90’ dan

fazlasinin intravenoz ilag kullandigi saptanmistir (Pollack, 2002).

> Kulak Enfeksiyonlari

P. aeruginosa normal kulakta nadiren bulunmasina ragmen yaralanma,
inflamasyon ve nem gibi durumlarda dis kulak yoluna siklikla yerlesebilir, boylece
iyi seyirli akut enfeksiyonlara ya da malign eksternal otit gibi ciddi kronik
enfeksiyonlara neden olabilir (Vahaboglu ve Akhan, 2002). Dis kulak iltihabi
cogunlukla yUzucllerde goérilen bir enfeksiyondur ve lokal antibiyotik yada
kurutucu ilag kullanimi ile tedavi edilebilir. Malign dis kulak yolu iltihabi ise diyabetli
ve yaslh kisilerde gorulur. Alttaki dokulara saldirarak kranial sinirlere ve kemige
hasar verir ve yasami tehdit eder. Bu durumda yogun antibiyotik tedavisi yada
cerrahi bir mudahale gerekebilir. Bunula beraber kronik orta kulak
enfeksiyonlarinda da P. aeruginosa en sik izole edilen bakterilerden biridir (Murray
et al., 2002).

> Uriner Sistem Enfeksiyonlari

P. aeruginosa’ nin etkeni oldugu Uriner sistem enfeksiyonlarinin ¢gogu hastane
kaynaklidir. Hastane ortaminda bu duruma zemin hazirlayan en blytk etmenler,
uriner sistem kateterizasyonu, Uriner sistem girisimleri ve bdbrek
transplantasyonunu igeren cerrahi girisimlerdir. Kronik prostatit, Uriner sistem tas

hastaliklari ve Uriner sistemde tikanma yapan diger hastaliklar tekrarlayan uriner
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sistem enfeksiyonlarina yol agar ki bu durum P. aeruginosa enfensiyonu igin
onemli bir risktir (Ohl and Matthew, 2004; Yardy and Cox, 2001).

» Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

P. aeruginosa bakteriyemisi sirasinda tipik olarak ektima gangrenosum denilen
deri lezyonlari geligebildigi gibi ayni zamanda derialti nodulleri, derin abseler,
sellulit, vezikller veya pustuler lezyonlar, buller de goérulebilir. P. aeruginosa’ ya
bagh deri infeksiyonlari lokal veya yaygin olabilir. Bu hastaliga yatkinlk yaratan
durumlar yanik, travma ve dermatitlerdir. Cesitli yollarla bulasan bakteriler yara ve
yaniklarda lokal ve gogu kez mavi yesil renkte irin seklinde goérilen enfeksiyonlara
neden olur. Agir yanik durumlarinda deride hakim olan gram pozitif flora yerini
gram negatif basillere ve Ozellikle P.aeruginosa’ya birakir. Boylece yanik
bolgesinde kolonize olan P.aeruginosa dokunun bir graminda 10° bakteri
konsantrasyonuna ulasir ve c¢esitli yollarla kana gecger. Bdyle hastalarda
tedavisinde ki tum gelismelere ragmen mortalite %78 gibi ¢ok ylksek bir orandadir
(Bilgehan, 1995 ; Baron and Finegold, 1990; Vahaboglu ve Akhan, 2002).

» Goz Enfeksiyonlari

P. aeruginosa’ ya bagli géz enfeksiyonlari, kontamine kozmetik trtnler, kontakt
lens ve lens sollsyonlarinin kullanimi yada g6z yuzeyinde cizik gibi korneada
meydana gelen travmalar sonucu gelisir. Gerekli tedavinin yapilmamasi
durumunda kornea ulserleri gelisir ve bdylece yasamsal tehlike gérulir (Murray et
al., 2002). Keratit, P. aeruginosa’ nin neden oldugu en sik rastlanilan go6z
enfeksiyonlarindan biridir. Kontakt lensle ilgili P. aeruginosa keratiti genellikle
uygunsuz dezenfeksiyon, hijyen olmayan lenslerin kullanimlarinda gérular. P.
aeruginosa kaynakli endoftalmit ise gogunlukla endojen kaynaklidir. Travma, yanik
veya okuler cerrahi sonrasi P.aeruginosa’ nin gozun i¢ kismina yerlesiminden

dolayr meydana gelir (Ustiin, 2007).
» Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlari

P.aeruginosa orofarinksten rektuma kadar butin gastrointestinal sistemde
kolonizasyon yapabilir ve en sik yenidoganlarda, kemoterapi goren notropenik

hastalarda ve hematolojik malinitesi olanlarda ve ortaya ¢ikar. Pseudomonas
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sepsisi icin gastrointestinal sistem onemli bir giris kapisi olusturmaktadir (Baron
and Finegold, 1990; Vahaboglu ve Akhan, 2002).

» Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari

Enfeksiyon dogrudan kemik ve eklemlerde baslar veya kan yoluyla yayilim olur.
Ayrica delici travma, cerrahi uygulamalar ve yumusak doku enfeksiyonlari
sonucunda da P.aeruginosa’nin neden oldugu kemik ve eklem enfeksiyonari
gelisebilmektedir (Bilgehan, 2004; Turan, 2007).

> Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

P.aeruginosa’ ya bagli merkezi sinir sistemi efeksiyonlarinin gelismesi; kulak ve
paranazal sinUsteki enfeksiyonun yayilmasi, kafa travmasi sonucunda yada Uriner
sistem, akciger ve endokardit gibi uzak bir enfeksiyonun merkezinden
bakteriyemik yayillim geklinde gorulur. Boylece merkezi sinir siteminde
P.aeruginosa’ ya bagll menenjit ve beyin abseleri gorulur. Pseudomonas
aeruginosa, kanser hastalarinda Listeria monositogenes’ den sonra ikinci siklikla
menenjit etkeni ve E.col’ den sonra ikinci siklikta, beyin apsesi etkeni olarak
bulunmustur (Vahaboglu ve Akhan, 2002; Pollack, 2002).

P. aeruginosa’ nin neden oldugu birgok enfeksiyonun disinda, &zellikle AIDS’ i
hastalarin ileri evrelerinde giderek artan bir enfeksiyon nedeni olmustur. AIDS’ li
hastalarda bakteriyemik ve bakteriyemik olmayan P. aeruginosa enfeksiyonlarina
neden olmakta ve gelisen bu enfeksiyonlar firsatgi O6zellikte olmaktadir.
Bakteriyemik enfeksiyonlar; enfekte santral vendz kateter, alt solunum yolu
enfeksiyonlari , deri yumusak doku enfeksiyonlar ve Uriner sistem enfeksiyonlar ile
bakteriyemik olmayan enfeksiyonlar ise cogunlukla pnémoni, sindzit ve yumusak
doku enfeksiyonlari ile iligkilidir. AIDS hastalarinda hem bakteriyemik hem de
bakteriyemik olmayan enfeksiyonlar yasami tehdit ederek 6limctil olabilir. AIDS ile
iliskili P. aeruginosa enfeksiyonlari uzun sure tedavi edilmesine ragmen tekrarlama

egilimindedir ve enfeksiyonlarin cogu kroniklesir (Pollack, 2002).
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2.1.5. Quorum Sensing

Bakteriler iletisim sinyalleri ile bulunduklari yerdeki yogunluklarini belirleyip,
degisen yogunluga goére davraniglarini degistirirler ki bu davranig, ¢ogunlugu
algilama (“quorum sensing”) olarak adlandiriilmaktadir (Dong and Zhang, 2005;
Joint el al., 2007; Williams et al, 2007). Bakteri populasyonu belirli bir yogunluga
ulastiginda otoindukleyici olarak iglev goren bazi 6zel sinyal molekdulleri, bakterinin
metabolizmasinda bir takim degisikliklere neden olmakta ve bazi genlerin

ekspresyonu meydana gelmektedir (Hentzer and Givskov, 2003).

P.aeruginosa’ da birbiri ile iligkili las ve rhl olarak tanimlanan iki QS sistemi
bulunmaktadir (Albus et al., 1997). ‘las sistemi’ olarak adlandirilan birinci sistem,
Las | ve Las R genlerinden olugmaktadir. Bu sistem biyofilm olugsumunu, Las B
elastaz, Las A proteaz ve ekzotoksin A gibi ekstrasellller virilans faktorlerinin en
uygun duzeyde Uretimini kontrol eder. rhl olarak adlandirilan ikinci sistem rhl | ve
rhl R’ den olusur. Bu sistemin, rhamnolipid Uretimi ic¢in gerekli olan
‘rhamnosyltransferase” enziminin sentezlemesini dizenlemesinin yanisira, Las B
elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, siyanid ve alkalen proteazin Uretimini de
dizenledigi bilinmektedir (Koéhler et al., 2007; Sandoz et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa tarafindan salinan lakton ve diger sinyal molekdulleri
araciligiyla, bakteri bakteriyel populasyon , cevresini algilama, iletisim ve kendi
yogunlugunu ayirt etme Ozelligine sahiptir. Bu duzenleyici sistem hucre
yogunluguna bagh bicimde koordine olarak, P. aeruginosa'nin hicre digi virilans
faktorlerini Gretmesine imkan saglarken ayni zamanda da konagin immun yanitini
da etkileyerek daha invaziv enfeksiyonlarin ortaya c¢ikmasina zemin
hazirlamaktadir (Hooi et al., 2004). Bakteri hlcresinde virllans genlerinin
ifadesinin engellenmesi ve bu sayede bakteri virllansinin azaltimasi ile
enfeksiyon hastaliklarinin énlenmesi ve tedavisinde 6nemli bir adim olabilecegi
kabul edilmektedir (Hentzer and Givskov, 2003).

2.1.6. P.aeruginosa’ nin Epidemiyolojisi

P.aeruginosa ilk kez 1960° I yillarda immln sistemi baskilanmis hastalarda,
yanikli hastalarda ve kistik fibrozisli hastalarda enfeksiyona yol agcmasi nedeniyle

onemli bir insan patojeni olarak kabul edilmig, giniumuzde de akciger, kan ve
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uriner sistem kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin en onemli etkenlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Coklu antibiyotik direncine sahip olmasi bu bakterinin
onemini daha da arttirmaktadir (Wilmoth et al., 2001).

Ozellikle nemli ortamlarda kolaylikla Greyebilen P. aeruginosa ¢ogunlukla toprak,
su ve organik maddeler gibi kisith besin maddeleri bulunan ortamlarda
yasayabilen firsat¢i patojen bir mikroorganizmadir. Hastane ortamlarindaki
solunum cihazlari, endoskoplar, enfuzyon cihazlari, damar ici kataterler, lavobalar,
duslar, paspaslar, temizlik soltsyonlari, dezenfektanlar, kivetler, ilaglar ve gicekler
olasi enfeksiyon kaynaklaridir (Wilson and Sande, 2004). insanlarda da ise koltuk
alti, kulak gibi nemli bodlgelere yerlesir. insana P. aeruginosa, ylizme havuzu,
jakuzi, sauna ve kontak lens solusyonlari gibi hastane disinda su ile ilgili
kaynaklardan da bulasabilir (Bilgehan, 2004; Turan, 2007).

insanlarin normal florasinda da bulunabilecegi gibi P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
¢ogu hastaneden kazanilir. Hastane disindaki veya hastaneye basvuran kigilerde
dusuk oranda bulunur. Deride % 0-2, burun mukozasinda %0-3, bogazda % 0-6,
digkida % 2.6-24 arasinda bulunur. Yogun bakim Uniteleri, yanik Gniteleri, mekanik
ventilatorler, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumlu antibiyotik
kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve bu durum invaziv enfeksiyonlara

zemin hazirlamaktadir (Stephen et al., 2006).

2.2. Hastane Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlari; hasta hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra veya taburcu
olduktan sonra 10 gln igerisinde gelisen enfeksiyonlardir. P. aeruginosa
insanlarda olusturduklari infeksiyonlarin sikligi ve cesitliligi ile dnemli mortalite ve
morbidite oranlari ile énemli bir nozokomiyal patojen olarak bilinmektedir. Ozellikle
immun sistemi baskilanmis ya da beslenme yetersizliginin oldugu durumlarda
hastaliklara neden olan firsatgi patojen olup, 6zellikle hastane arag¢ geregleri veya
hastane personelinin ellerinden kaynaklanan nozokomiyal salginlara da neden
olmaktadir. Hastane infeksiyonlari arasinda da etken olarak giderek daha yulksek
oranlarda saptanmaktadir. Hastane ortaminda bakterilerin kolay barinabilmesi ve

direng gelistirebilmesi sebebiyle de tedavilerinde =zorluklar yasanmaktadir
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(Kurtoglu vd., 2008). Hastane infeksiyonlarinin %10-25 inden P. aeruginosa
sorumlu tutulmaktadir (Gul vd., 2004 ; Gunseren vd., 1999).

Hastane ortaminda sik antibiyotik kullanimi da ¢oklu dirence sahip P. aeruginosa
suslarinin ortaya cikmasini kolaylastirmaktadir. Bununla beraber P. aeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antibiyotige kargi bakterinin hizla direng
kazanmasiyla tek ilacla tedavide basari orani gittikge azalmaktadir. Bunun igin ya
kombine tedavi yada beta laktamaz inhibitorli kombinasyonlarinin kullanimi
onerilmektedir (Karadenizli vd., 2002)

Nemli ortamlarda yasamay! seven bir mikroorganizma olmasindan dolay! P.
aeruginosa, ozellikle yogun bakim hastalari arasinda sik rastlanan nozokomiyal bir
patojendir. Ayrica hastaneye yatan kisiler bir hafta gibi kisa bir surede hastane

florasi ile kolonize olurlar (Oztas vd., 2007).

1992-1997 yillari arasinda Amerika Birlegik Devletleri’ nde bulunan Ulusal Hastane
infeksiyonlarini izleme Servisi (NNIS) verilerine gére P.aeruginosa bakteriyemi
olgularinin %3’ inden, pndmonilerin %21’ inden ( en sik izole edilen etken), Uriner
sistem enfeksiyonlarinin %10’'undan (en sik izole edilen 4. etken), g6z, kulak,
burun, bogaz enfeksiyonlarinin %13’ Unden (en sik izole edilen 3. etken) ve

kardiovaskuler enfeksiyonlarin %5’ inden izole edilmektedir (Richards et al., 1999).
2.3. Antibiyotiklerin Genel Ozellikleri

Antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullaniimasi 17. yuzyila
dayanir. Ancak modern kemoterapinin temelleri ise 20. yUzyilda Paul Ehrlich
tarafindan atilmistir. Ehrlich antimikrobiyal maddelerin klinik uygulamada segici
toksisite gostermemesini yani, mikroorganizmaya zarar verip, insana zarar
vermemesi gerektigini belirtmistir. Hastalik nedeni olan mikroorganizmalari konaga
zarar vermeden ortadan kaldiran, ilaglarla yapilan tedavi sekline kemoterapi denir.
Antimikrobik maddeler, etkiledikleri patojenin cinsine gbére antibakteriyel,

antimikotik, antivirutik, antiparaziter ilaclar olarak adlandirilirlar (Aksit vd.,1996).

Antibiyotikler, bakteriler ve funguslar gibi ¢esitli mikroorganizma turleri tarafindan
sentezlenen ve dusuk konsantrasyonlarda diger mikroorganizmalarin gelismesini

onleyen ya da bu mikroorganizmalari dlduren kimyasal maddelerdir. Antimikrobiyal
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ajanlar kimyasal yapilarina ve mikroorganizmalar Uzerindeki etkilerine gore de
farklihk gOsterir. Bakteriyostatik etkili antibiyotikler bakteri hucresinin gelismesini
ve Uremesini engellerken, penisilin antibiyotigi gibi bakterisid etkisi olanlar bakteri

hdcresini yok ederler (Cingi ve Erol,1996).

Her ne kadar sadece mikroorganizmalarin Urettiklerine antibiyotik tanimi verilsede,
bugln antibiyotik terimi patojenlere zarar veren her tirli kimyasal madde igin
kullaniimaya baslanmistir. Bu ylzden, mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkiler
tarafindan dogal olarak Uretilen bu tur kimyasallara antibiyotik olarak bilinmektedir.
Ayni zamanda, dogal olarak Uretilen birgok antibiyotik madde suni yollardan daha
etkili olmalari igin modifiye edilmektedir. Ornegin, dogal olarak uretilen penisilinler
bugln kimyasal olarak modifiye edilerek daha etkili olmalari saglanir. Eskiden
tamamiyle dogal vyollardan elde edile kloramfenikol antibiyotigi de bugln
tamamiyle sentetiktir (Vikipedi, 2010).

2.3.1. P. aeruginosa Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan Antibiyotikler

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin gibi
penisinler; seftazidim, sefoperazon, sefotaksim, seftriakson ve sefepim gibi
sefalosporinler; imipenem ve meropenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi
monobaktamlar; amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler;
tetrasiklinminosiklin ve doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasasin ve
levofloksasin  gibi  florokinolonlar  kullaniimaktadir.  Ancak  beta-laktam
antibiyotiklerin  tedavideki yaygin kullanimlari, yeni direng mekanizmalarinin
gelismesine, ve bu oranin giderek artmasina neden olmaktadir (Bilgehan, 2004;
Baron and Finegold, 1990; Vahaboglu ve Akhan, 2002).

Gunumuzde pek c¢ok farkli mekanizmalar ile etki ederek bir mikroorganizmanin
ureyip c¢ogalmasini engelleyebilen ya da olimune neden olan ¢ok sayida
antimikrobiyal ila¢ kullaniimaktadir. Antibiyotikler etkilerini, bakteri htuicre duvarinin
yapimini, bazilari hlicre zarinin yapimini veya zarin fonksiyonlarini engelleyerek
gOsterebilirler.  Protein  sentezinin  yapi tasglart olan ribozomlari veya
mikroorganizmalarin nukleik asitlerini hedef alan antibiyotiklerde bulunmaktadir
(Colak,1999).
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2.3.2. Calismada Kullanilan Antibiyotikler ve Ozellikleri

Calismamizda Aztreonam, Piperasilin, Seftazidim, Sefepim, Meropenem,
imipenem, Siprofloksasin, Amikasin, Tobramisin, Trimetoprim/Siilfametoksazol,

Tetrasiklin antibiyotikleri kullanilarak antibiyotipleme gerceklestirildi.

Aztreonam, beta-laktam antibiyotik gruplarindan biri olan monobaktam grubunda
yer alir. Yapisindaki beta laktam halkasina ekli baska bir halka bulunmamasi ile
diger beta-laktamlardan ayrilir (Sekil 2.1). Bu antibiyotik Enterobacteriaceae
familyasi ve Pseudomonas gibi pek ¢cok Gram negatif basile etkiliyken Gram pozitif
ve anaerobik bakterilere karsi etkisizdir. Gram negatif bakterilerde, PBP3’ e
baglanarak hicre duvar sentezini inhibe eder. Dar spektrumundan dolayi
polimikrobiyal enfeksiyonlarda tek basina kullaniimamalidir. Ancak driner sistem
enfeksiyonlarinda aminoglikozitlerin alternatifi olarak dusunulebilir (TUnger vd,
2005).

A
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Sekil 2.1. Aztreonamin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).

2.3.2.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotikler

Piperasilin beta laktam grubunun 6nemli bir kismini olusturan penisilinler grubunda
yer alir (Sekil 2.2). Tip alaninda kullanilan en eski antibiyotikler olan penisilinler
bakterisid aktiviteye sahiptir. Bu antibiyotikler tum vicuda dagilim gosteren iyi
farmakokinetik 6zellikleri olmasi, toksisitelerinin az olmasi, ucuz olmasi ve duyarl
olan bakteriyel enfeksiyonlarda etkin sonuglar olusturmasi gibi 6zelliklerinden
dolayl pek ¢ok enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Penisilin
grubu antibiyotikler, bakterinin hiucre duvar sentezinde transpeptidasyon
asamasinda gorevli olan ve transpeptidaz aktivitesi gosteren penisilin baglayan
protein (PBP) lere baglanarak bunlari inaktive ederler. Boylece bakterilerin

peptidoglikan tabakalarina saglam peptidoglikan monomerlerinin eklenmesini
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engelleyerek duvar butinligu bozulur ve bakterinin dig ortama karsi direncinin
kaybina yol acar. Ayrica stoplazma zarinin par¢alanmasina ve hicrenin 6lmesine
neden olur (Oncll, 2002).
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Sekil 2.2. Piperasilinin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).

2.3.2.2. Sefalosporinler

Seftazidim 3. kusak ve Sefepim 4. kusak Sefalosporinler grubunda yer alir (Sekil
2.3; Sekil 2.4). Sefalosporinler ilk kez bir fungus olan Cephalosporiim acremonium’
un fermentasyon Urlnlerinden 1945 yilinda elde edilmislerdir. bu antibiyotikler etki
spektrumlari dikkate alinarak 1., 2., 3. ve 4. kusak sefalosporinler olmak tzere 4
kusaga ayrilirlar. Birinci kusakta sefadroksil, sefazolin, sefaleksin, sefaloridin,
sefalotin, sefapirin ve sefradin; ikinci kusakta sefaklor, sefamandol, sefonisid,
seforonid, sefprozil, sefuroksim, sefotetan, sefmetazol, sefoksitin ve sefaklorun
karbasefem analogu olan lorakarbef; Uguncl kusakta sefiksim, sefoperazon,
sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim, seftizoksim ve seftriakson; dérdincli kusakta
ise sefepim ve sefpirom yer almaktadir (Tanger vd., 2005). Penisilinler gibi bakteri
hicre duvarinin sentezini bozarak bakterisid etki yaparlar ayrica beta-laktam
halkasi tasirlar, 7-aminosefalosporanik asid tlrevidirler. Genellikle Gg¢linci kusak
sefalosporinler Pseudomonas aeruginosa suslarina etkilidirler (Cingi ve Erol,
1996).
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Sekil 2.3. Seftazidimin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).
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Sekil 2.4. Sefepimin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).

2.3.2.3. Kinolonlar

Siprofloksasin, Uguncl kusak kinolonlar (fluorokinolonlar) grubunda yer alir (Sekil
2.5). Kinolonlar sentez yoluyla elde edilen kinolein tlrevi antibiyotiklerdir ve bu
grubun ilk Gyesi nalidiksik asittir. Kinolonlar DNA-giraz enzimini inhibe ederek
bakterisid etki gosterirler. Boylece bakteriler bolinemez ve anormal sekilde uzayip
Olurler. Siprofloksasininde icinde bulundugu fluorokinolonlarin daha guglu
antibakteriyel etki gostermesi ve bu gruba karsi direng gelisimlerinin daha seyrek

olmasindan dolayi diger kinolonlara tstunlukleri vardir (Dékmeci, 2000)
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Sekil 2.5. Siprofloksasinin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).
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2.3.2.4. Aminoglikozidler

Amikasin ve Tobramisin aminoglikozidler grubunda yer alirlar (Sekil 2.6; Sekil 2.7).
Tobramisin dogal olarak elde edilirken amikasin semisentetik bir antibiyotiktir.
Aminoglikozidler grubundaki antibiyotikler polar 6zellikteki antimikrobiyal ilaclardir
(DOkmeci, 2000). Aminoglikozidler, 1940’ i yillardan beri kullanilan ve bazi yan
etkilerine ragmen, klinik kullanimda 6nemini higbir zaman kaybetmemis nadir
antibiyotik gruplarindan biri olarak kabul edilir. Tedavi sirasinda bu antibiyotiklere
karsi diger antibiyotiklere gore daha yavas direng gelisimi dnemli bir avantajdir. Bu
antibiyotiklerin etki mekanizmasi olarak, bakteri ribozomlarinin 30S alt Unitesine
geri donUsumsuz baglanarak kodonda degisiklige neden olarak, mRNA’ daki

genetik bilginin yanlis okunmasina yol acar. Boylece bakteri ribozomundaki protein

sentezi inhibe olur ve bakterisid etkisi ortaya ¢ikar (Yamazhan, 2007).
NH.

HHl

Sekil 2.6. Amikasinin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).

oH
Sekil 2.7. Tobramisinin molektler yapisi (Ganfyd, 2010).
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Trimetoprim/Sulfametoksazol, kombinasyonu kotrimoksazol olarak da bilinir.
Diaminoprimidinler grubunda yer alan trimetoprim, mikroorganizmalarin
dihidrofolat rediktaz enzimini spesifik olarak inhibe ederek, folinik asit sentezini
bloke eder. Ancak sulfonamidlerin kombinasyonu ile iki basamakli bir inhibitor etki
saglanarak bu sentez engellenir, bdylece bakteride DNA ve RNA sentezi
engellenmis olur. iki antibakteriyel ilacin sineriitik etkinligi ile rezistans gelismesinin

daha seyrek gorulmesi ile kombinasyonla Ustunluk saglanir (D6kmeci, 2000).

Sulfametoksazol ise sulfonamidler grubunda yer alir. Kimyasal yapilari PABA' ya
benzer. Duyarli bakterilerde folik asid sentezi igin p-aminobenzoik asidin (PABA'
nin) pteridin ile dihidropteroat sentetaz enzimi esliginde birlesmesi gerekir ancak
sulfonamidler bu enzimi inhibe ederler. Sonugta purin bazlarinin sentezi yapilamaz

ve bakterilerde DNA ve RNA sentezleri bozulur (Cingi ve Erol,1996).
2.3.2.5. Tetrasiklinler

Tetrasiklin, tetrasiklinler grubunda yer alir ve dogal yoldan elde edilen
antibiyotiklerdir (Sekil 2.8). Kimyasal yapilarinda doért halka bulunan, en genis
spektrumlu  antibiyotiklerdir  (Usluer, 2007). Tetrasiklinler farmakokinetik
Ozelliklerine goére, 1. ve 2. kusak tetrasiklinler olmak Uzere iki grup altinda
incelenir. Tetrasiklinler, bakteri hicresi ribozomlarinin 30 S alt Unitelerine geri
donusumsuz bir sekilde baglanarak, protein sentezini inhibe eder ve bdylece
bakteriyostatik bir etki meydana gelmis olur. Tedavide kullanilan antibiyotikler
icerisinde tetrasiklinler en genis spekturumlu olanidir. Tetrasiklinler birgok
mikroorganizmanin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina karsin,
P. aeruginosa tetrasiklinlere direnglidir. Ancak doksisiklin ve minosiklin gibi 2.

kusak tetrasiklinlere olan direnci daha azdir (D6kmeci, 2000).

Sekil 2.8. Tetrasiklinin molekuler yapisi (Vikipedi, 2010).

26



Meropenem ve imipenem karbapenem grubunda vyer alir. Calismamizda
karbapenemlere kargi kazanillan diren¢g fenotipik ve genotipik agidan

degerlendirildiginden, karbapenemler grubu daha ayrintili incelenmistir.
2.3.2.6. Karbapenemler

ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan dogal olarak uretildigi
saptanmig ve tiamisin adi verilen bilegigin Uzerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak elde edilmis ilk karbapenem antibiyotigi tienamisindir.
Meropenem ve imipenem tienamisin antibiyotiginin sentetik tdrevleridir.
Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag iceren 5 Gyeli halka yapisinda bir metilenin yerine
bir stlfurin gegcmesiyle diger beta-laktamlardan ayrilir. Bu yapi karbapenemlerin
bakteri hucresindeki hedef proteinlere baglanmasini arttirarak, antibiyotigin etki
spektrumunu genigletir ve antibakteriyel gucunu arttinir (Bonfiglio et al., 2002).
Penisilinlerden ve sefalosporinlerden farkli olarak 6-hidroksietil zincirinde C5 ve
C6’ daki hidrojen atomlari birbirlerine trans konfigurasyondadir. Bu
konfiglrasyonun, karbapenemlerin ¢ok cgesitli beta-laktamazlarin yikici etkilerine
kargi stabilitesnini koruyabilmesi icin avantaj sagladigi dusunulir. Bu stabilite
sayesinde de karbapenemler Gram negafit bakterilere karsi yulksek etkinlik

gostermektedir (Craig, 1997).

Karbapenemler, ginimizde kullaniimakta olan antibiyotikler arasinda bilinen en
etkin ve genis spektrumlu antibiyotik sinifidir. Etki spektrumlari; ciddi infeksiyon
etkeni olan Enterobacteriaceae , anaeroplar, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp.’ yi kapsamaktadir ve bu infeksiyonlarin tedavisinde 6nemli
sorun olan, GSBL ve kromozomal AmpC tipi beta-laktamaz enzimlerine
direnclidirler. Ancak sinif B metallo-beta-laktamazlar dahil, karbapenemazlar bu
antibiyotikleri hidroliz edebilmektedir. Cok genis etki spektrumu, iyi klinik etkinligi,
uygun guvenlik profili ile karbapenemler, adir infeksiyonlarin baglangic¢ tedavisinde
ilk tercih edilecek olan antibiyotikler icinde oldukga onemlidir. Yirmi yili askin
suredir klinik kullanimda olan bu grubun Uyelerinden, imipenem, meropenem ve

ertapenem ulkemizde kullanimdadir (Bonfiglio et al., 2002; Senol, 2009).

imipenemin Gram-pozitif, Gram-negatif, aerob ve anaerob mikroorganizmalari

icine alan ¢ok genis etki spektrumu vardir ve 6zellikle klinik olarak dnem tasiyan
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bakterilerin ¢coguna etkilidir. Molekul agirliginin dusuk olmasi bakterinin hucre
membranindan girigini kolaylastirirken, penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan
zinciri ise P.aeriginosa’ ya karsi etkinlik saglamaktadir (Sari, 2005). Diger beta-
laktam antibiyotikler gibi bakteri hicre duvar sentezini inhibe ederek etkisini
gbsterir. imipenem  bakterilerin yliksek molekil agirlikli PBP’ lerine yiiksek bir
afinite gosterir ve ilk 6nce PBP2’ ye ve arkasindan da PBPla’ ya baglanir.
P.aeruginosa’da PBP1a, 1b, 2, 4, 5 e baglanarak hiucre duvar sentezini inhibe
eder (Yang et al., 1995) (Sekil 2.9).

g H—7

Sekil 2.9. imipenemin molekiler yapisi (Vikipedi, 2010).

Meropenem ise oldukga yeni bir antibiyotiktir. Klinik olarak dnemli olan hemen tim
aerobik ve anaerobik bakterilere karsi son derece etkilidir. Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa, Neisseria spp. ve H. influenzae’ yi iceren pek ¢ok Gram negatif
mikroorganizmaya kars! etkilidir. Anaerop mikroorganizmalara kargi meropenemin
2 ila 4 kat daha etkili oldugu bildiriimigtir (Marina et al., 1999). Meropenem,
imipenemde oldugu gibi bakterideki baslica hedefi PBP2’ dir. Meropenem
P.aeruginosa’daki PBP2 ve PBP3’ e karsi yiiksek afinite gdsterir. imipenem,
Gram-pozitif organizmalara karsi daha etkiliyken meropenemin, &zellikle
P.aeruginosa’ ya daha etkili oldugu bilinmektedir (White et al.,1996) (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. Meropenemin molekiler yapisi (Wikimedia, 2010).
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2.4. P. aeruginosa’ da Antibiyotik Direng Mekanizmalari

Direng, bir mikrooraganizmanin, bir antimikrobiyal maddenin oldurici veya
uremeyi engelleyici etkisinden korunabilme kapasitesidir. Mikroorganizmalarda iki
tip direng bulunmaktadir. Dogal direng, bir bakterinin tir 6zelligi olarak ilacin hedefi
alan yaplyl tasimamasi veya tam tersine antimikrobiyal maddenin hedefe
ulasmasini engelleyecek dogal engellere sahip olmasiyla ortaya c¢ikar.
Mikroorganizmalar genetik Ozelliklerindeki degisimlere bagli olarak, bakteri
onceden duyarli oldugu antimikrobiyal maddeden etkilenmeyebilirler ve bu
durumda direng kazanmis olurlar. Bu direng kromozomal veya kromozom disi
elemanlara baglh olabilir (Yuce, 2001). Bir antibiyotige kargi duyarhihigini kaybeden
mikroorganizma turu, bu antibiyotie yakin kimyasal yapidaki diger bir antibiyotige

de diren¢ kazanabilir ve bu olaya da ¢apraz direng adi verilir (Cingi ve Erol,1996).

Gunumuzde genis spektrumlu pek c¢ok antibiyotigin yaygin kullanimina bagli
olarak Pseudomonas aeruginosa' da antibiyotik direnci 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Bircok antibiyotie ylUksek oranda diren¢ gdstermekte ve bu
nedenle etken oldudu enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar yasanmaktadir
(Pollack, 1995).

Ozellikle yogun bakim birimlerinde hemen her antibiyotige yiiksek oranda direng
gOsteren ve coklu ilag direng tasiyan onemli nozokomiyal bir patojen olan
P.aeruginosa’ nin karbapenemler dahil beta-laktamlarin ¢ogu, aminoglikozitler ve

kinolonlara karsi direnci %40’ dan fazladir (Vahaboglu, 2001).

Toplumdan kazanilmig P.aeruginosa izolatlari genellikle antipseudémonal
penisilinlere (tikarsilin ve piperasilin), aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin,
amikasin), siprofloksasine, sefoperazona, seftazidime, meropeneme ve
imipeneme duyarlidir. P. aeruginosa genetik olarak, antistafilokokal penisilinler,
sulbaktam-ampisilin, ampisilin, amoksisilin, amoksilin-klavulanik asid, 1. ve 2.
kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, trimetoprim sulfametaksazol,

nalidiksik asid gibi birgok antibiyotige dogal olarak direnglidir (Hancock, 1998).

P.aeruginosa’ da pek ¢ok antibiyotige karsi olan dogal direng nedenleri arasinda;
ilag attim pompalari, dig membran gecirgenliginin dusuk olmasi ve kromozomal

indUklenebilir ya da dereprese AmpC beta-laktamaz enzimlerinin varligi sayilabilir.
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P. aeruginosa’da beta-laktam ajanlara, 6zellikle karbapenemlere karsi direncte rol
alan en 6nemli kazanilmis diren¢ mekanizmasi ise sahip olduklari metallo-beta-
laktamazlardir (Pai, 2001).

2.4.1. Biyofilm olusumundan dolayi diren¢

Biyofilm icerisinde buylyen bakteriler, planktonik olarak buyuyenlere gore
antibiyotiklere ¢ok daha fazla direnglidirler. Biyofilm igerisindeki bakterilerin
antibiyotiklere kargl direncini saglayan faktorler arasinda yavas buyume, pozitif
yukli aminoglikozitlerin negatif yukllu alginat polimerlerine baglanmasiyla olusan
penetrasyon bariyeri, bakteride beta laktamazlarin varligi sayilabilir (Nichols et al.,
1988).

2.4.2. Hedef PBP molekiillerinin degismesi

PBP’ lerin degisime badli gelisen direng kromozomal mutasyonlarin sonucunda
ortaya cikar. Bu da PBP’ nin antibiyotige affinitesinin azalmasi, PBP sayisinda
azalma olmasi ya da beta-laktam antibiyotiklere dusuk affinite gésteren yeni PBP’
lerin sentezlenmesi yolu ile olur. Ancak PBP’ lerdeki degisikliklere bagl gelisen
diren¢ Gram negatif mikroorganizmalarda daha az yaygin olmasina ragmen
klinikte P. aeruginosa’nin Klinik izolatlarinda PBP degisiklikleri bildirilmistir
(Yorgancigil, 1999).

2.4.3. Dis Membran Gegirgenligi

Mikroorganizmalar igin oldukga onemli olan dig membranin 6zel bir beta laktam
antibiyotigine karsi gercirgenliginin az olmasi o mikroorganizmanin dogal bir
ozelligidir. Antimikrobiyal tedavi sonrasinda dis membran gegirgenliginin azalmasi,
porin proteinlerinde olusan degisim sonucudur. Beta laktam antibiyotiklerin cogu
da hidrofilik yan zincir icerdiklerinden meydana gelen bu degdisimlerden etkilenirler
(Gulay, 2008)

Membran porin proteinlerdeki bu degisimler mutasyon sonucunda olusur ve dis
membran gecirgenligi azalarak direncgli suslar ortaya cikar. P. aeruginosa’ da dis
membranindaki asil porin proteini OprF iken, OprB, OprC, OprD, OprE yardimci

porin proteinleridir. P. aeruginosa suslarinda OprD porin proteindeki degisim
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karbapenem direncine yol agabilir. P. aeruginosa tedavisinde ilk haftanin sonunda
OprD kaybi ile yaklasik olarak % 50 oraninda karbapenem direnci saptandigi
gOsterilmistir (Louis et al., 1999; Nikaido, 1998; Ylce,2001).

OprD (dis membran porin proteini) proteininin yoklugu, karbapenem grubu
antibiyotikler icinde 06zellikle imipenem direncinin gelismesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ornegin, OprD proteini olmayan izolatlarda, imipenem minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degerinin meropeneme gore dort kat arttidi
belirlenmistir. Karbapenemlere karsi direngte OprD kaybi ile birlikte aktif pompa
sistemleri veya beta-laktamaz enzimlerinin asiri  Uretimi gibi ikinci bir

mekanizmanin daha rol aldig! bilinmektedir (Livermore,1992).
2.4.4. Aktif Pompalama Sistemi ile ilacin Digari Atilmasi

Beta laktamazlardan sonra en 6nemli direng mekanizmalari aktif disa pompalama
sistemleridir ve en iyi P. aeruginosa’ da arastirilmigtir. Aktif disa pompalama
sistemleri yapisal olup normalde duzenleyici genler ile kontrol altindadir. Bu
genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama sistemlerinin asiri ¢alismasini ve

antimikrobiyal maddelerin disari atiimasina neden olur (Nikaido, 1998).

Antibiyotiklerin hlcre disina atilimini saglayan aktif pompa sistemi ilk kez
tetrasiklinler icin belirlenmistir. P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN ve MexXY aktif disa pompalama sistemleri tanimlanmistir ve
bunlarin icinde MexAB-OprM aktif disa pompalama sistemi en iyi tanimlanmis
olanidir (Nikaido, 1998). MexAB-OprM ila¢c atim pompasli, basta beta-laktam
ajanlar olmak Uzere kinolon, kloramfenikol, tetrasiklin ve trimetoprim-

sulfametoksazol direncine de neden olmaktadir (Pumbwe and Piddock, 2000).

MexAB-OprM sistemi aktif olan suslarin, meropenemin de icinde bulundugu pek
cok antibiyotige direngli olduklari halde imipeneme karsi direng gelistirmedikleri
saptanmistir. Bunun en 6nemli nedeni, ilag atim pompasinin substrat profilinden
kaynaklanmaktadir. Meropenemin ikinci pozisyonunda hidrofobik bir yan zincir
bulunmaktadir ve ilag atim pompasi icin uygun bir substrattir. Ancak imipenem
ikinci pozisyonunda bulunan hidrofilik yan zinciri nedeniyle MexAB-OprM

sisteminin substrati degildir (Kohler et al., 1999; Srikumar et al., 1998).
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P.aeruginosa’ da tanimlanmis diger ila¢ atim pompalarindan biri de MexCD-OprJ
sistemidir ve bu sistemi negatif yonde regule eden nfxB geninde meydana gelen
mutasyonla nfxB mutantlar olugsmaktadir (Higgins et al., 2003). Bunun sonucunda
ise dorduncu kusak sefalosporinlerden sefpirom, kinolon, kloramfenikol ve

tetrasikline direng gelisimine neden olur (Hocquet et al., 2003).

Diger bir sistem olan MexEF-OprN sisteminin aktif hale gelmesi ile olusan nfxC
mutantlari ise imipenem, kinolon ve tetrasiklinlere direng gelisiminden sorumludur
(Pumbwe and Piddock, 2000; Schweizer, 1998). MexXY ila¢ atim sisteminin ise,
bazi P.aeruginosa suslarinda MexAB-OprM sistemiyle beraber bulundugu
saptanmistir. Bu sistemin aminoglikozit, tetrasiklin ve makrolit direncinden sorumlu
oldugu dusunudlmektedir. Batin bu sistemlerden farkli olarak P.aeruginosa’ da
tanimlanmig olan diger iki sistem daha vardir. Bunlar MexJK ve MexGHI-OpmD

sistemleridir (Evans et al., 2001).

2.4.5. Beta-Laktamazlar

Beta laktam antibiyotikleri ginimizde en zik kullanilan antibiyotik tlrevlerinin
basinda gelmektedir. Beta laktam antibiyotikleri bakteri hticresindeki asil hedefleri
hicre duvari sentezinin transpeptidasyon asamasini katalizleyen penisilin
baglayan proteinler (PBP) dir. Beta-laktam antibiyotiklerin bu proteinlere
baglanmasi, proteinin kendi substratina baglanmasini engeller. Bu baglamda
peptidoglikan tabakanin sentezi inhibe olur ve bakteri hicresi lizize ugrar. Ancak
bakterilerde beta- laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari gelistirmistir
(Albay, 1994). Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng PBP’ de
olugan degisiklikler, beta-laktamaz enzimleri ve permeabiliteye bagli olarak geligir
ve ¢ok da yaygin kullaniimalarinin sonucunda beta laktam antibiyotiklere direng

gittikce artmaktadir (Yorgancigil, 1999).

Beta-laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerde beta-laktam halkasinin amid
baglarini parcalayarak etki gosterirler. Beta-laktamazlar kromozomal ya da
plazmid kaynakldirlar. Beta laktamazlar ilk olarak penisilinleri hidrolize etmeleriyle
tanimlanmigtir. Daha sonra her yeni beta laktam grubu antibiyotik kullaniimasiyla
yeni beta-laktamazlar eklenmistir (Bush, 1989). Bu enzimlerin siniflamasi ilk defa

1973 yilinda Richmand ve Sykes tarafindan yapilmis, 1976 yilinda ise Sykes ve
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Matthew tarafindan genigletiimisti. 1980 yilinda Ambler beta-laktamaz
enzimlerinin aminoasit ve nukleotid dizilerindeki benzerlikleri dikkate alarak bu
enzimleri dort grup altinda toplamigtir. Molekuler sinif A, C ve D’ nin aktif
bdlgelerinde serin bulunurken, sinif B’ de ise ¢inko bulundugu belirtilmistir. Bush-
Jacoby-Medeiros’un gruplandiriilmasinda ise bu enzimler substrat profillerine gore
4 temel gruba ve bu gruplarda kendi aralarinda alt gruplara ayrilmistir. Substrat
O0zgulligu ve beta-laktamaz inhibitorlerine duyarhliginin temel alindigi fenotipik
siniflandirma ile tim enzimleri siniflandirmis ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda

antibiyogram ile iligki kurulabilmesi saglamigtir (Bush et al., 1995; Ylce, 2001).

Molekuler siniflandirmada sinif C’ de yer alan Grup 1’ de klavulanik asit ile inhibe
olmayan sefalosporinazlar bulunur. Molekuler sinif olarak A ve D’ de yer alan
Grup 2 ise substrat profilindeki farkllilar nedeniyle birka¢ alt gruba ayrilir ve bu
grup beta-laktamaz inhibitorlerine duyarlidir. Grup 3 ise, EDTA disindaki bata-
laktamaz inhibitorlerine duyarli olan ve molekuler sinif B’ de yer alan metallo-beta
laktamazlardan olusur. Aktif bélgelerinde serin yerine bir Zn*? iyonu bulunan
enzimlerdir. Bunlar monobaktamlar disinda karbapenemler dahil tim beta-laktam
antibiyotiklerini hidroliz edebilirler. Grup 4’ te ise klavulanik asit ile inhibe olmayan

penisilinazlar bulunmaktadir (Bush et al., 1995).

P.aeruginosa’ da bulunan genis spektrumlu beta-laktamazlar substrat profilleri
acisindan benzerlik tasisada aminoasit dizilimleri agisindan oldukga farklidir ve bu
enzimler TEM, SHV, OXA, PER, VEB, GES ve IBC seklindedir (Weldhagen et al.,
2003). SHV ve TEM benzeri enzimler plazmit kokenli olup P.aeruginosa’ da nadir
olarak gorlulmektedir (Chanawong et al., 2001). Daha c¢ok P.aeruginosa’ da
saptanan ve oksasilinleri hidroliz edebilen OXA (oksasilinaz) tipi enzimler ise
metallo-beta-laktamazlarla birlikte sinif 1 integronlar iginde bulunur ve direncin
yayllmasini kolaylastirir. P.aeruginosa’ da bulunabilen diger 6nemli beta-laktamaz,
penisilin, sefalosporin ve karbapenemleri hidrolize edebilen metallo-beta-

laktamazlardir (Philippon et al.,1991).
2.5. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar, en genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlige sahip beta-laktam

sinifi olan karbapenemlerden birini belirgin olarak hidrolize eden beta-laktamazlar
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olarak tanimlanabilir. Bu enzimlerin ¢ogu yalniz karbapenemlere degil diger beta-
laktam antibiyotiklere de etkilidirler. Bundan dolayl sadece karbapenem grubu
beta-laktam ajanlara afinitesi diger beta-laktamlara kiyasla daha fazla olan
metalloenzimler “karbapenemaz” olarak adlandiriimaktadir (Rasmussen and Bush,
1997). Karbapenemazlar beta-laktamazlarin A (penisilinaz), D (oksasilinaz) veya B
(metalloenzim) molekuler sinifina ait olabilirler. A sinifi karbapenemazlar Bush’un
siniflandirmasinda 2f grubunda yer alir ve serin karbapenemazlardir. Klavulanik
asit ile inhibe olurlar (Nordmann and Poirel, 2002). B sinifi karbapenemazlar
metallo-beta laktamazlardir ve klinik agidan en énemli karbapenemazlardir. Bunlar
aztreonam digindaki tum beta laktamlari hidrolizleyen IMP ve VIM serisi metallo
enzimleri igerirler. A sinifi karbapenemazlar gibi klavulanik asit yada tazobaktami
iceren beta-laktam inhibitorleri ile inhibe olmazlar ve aktif bdlgelerinde serin
aminoasidi igerirler. D sinifindaki karbapenemazlar Acinetobacter baumannii’ de
rastlanan ve karbapenemlere dusik dizeyde direng ya da azalmis duyarhliga yol
acan oksasilinazlar, yani OXA tipi enzimlerdir ve 4 alt grupta toplanmislardir
(Bush, 2001).

2.5.1. Metallo-Beta-Laktamazlar

Karbapenemlere karsi gelisen direngte en onemli mekanizma metallo-beta-
laktamazlarin varligidir. Diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif bdlgelerinde
bir ¢inko iyonu bulunur. Bu farkli kimyasal yapilari nedeniyle klavulanat,
tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta-laktamaz inhibitorleri ile baskilanamazlar.
Metallo-beta-laktamazlarin inaktivasyonu EDTA gibi bir metal selatora ile mamkin
olur. En onemli 6zellikleri monobaktamlar diginda, karbapenemler de dahil olmak
Uzere tim beta-laktam antibiyotikleri hidroliz edebilmeleridir (Nordmann and
Poirel, 2002).

Metallo-beta-laktamazlar, 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilan siniflandirmada
serin beta-laktamazlar icinde bulunmaktadir. 1989 yilinda Bush tarafindan yapilan
siniflandirmada ise metallo-beta-laktamaz enzimlerinin substrat profilleri (6zellikle
imipenem hidrolizi), EDTA’ ya duyarh olmalari ve serin beta-laktamaz inhibitorleri
tarafindan inhibe olmamalari géz 6ntinde bulundurulmustur. Bu siniflandirma 1995
yilinda guncellestiriimis ve 1997 yilinda modifiye edilmistir. MBL’ ler fonksiyonel

Ozelliklerine gbére de 3 alt gruba ayrnilmistir. Grup 3a’ daki enzimler genis
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spektrumlu aktiviteye sahiptir. Maksimum aktivite gostermeleri i¢in ortamda ¢inko
iyonunun bulunmasi gereklidir. Bu grupta P. aeruginosa’da saptanan VIM 1-3
enzimleri de vyer almaktadir. Grup 3b’ de bulunan enzimler O6zellikle
karbapenemleri substrat olarak tercih ederler ve bazen gergek karbapenemaz
olarak adlandinlir, ¢gunkl grup 3a enzimlerinin aksine penisilin ve sefalosporin
Uzerinde hig hidrolitik etkileri yoktur. Grup 3¢’ de bulunan enzimler ise diger beta-
laktam antibiyotiklere gore karbapenemler Uzerine zayif etki gostermektedirler. Bu
enzim yuksek sefalosporinaz aktivitesi ile diger alt gruplardan ayrilmaktadir. Ancak
her G¢ grubunda ortak Ozellikleri EDTA ile inhibe olmalaridir (Rasmussen and
Bush, 1997).

MBL’leri molekller dizeyde siniflandirmak igin ¢ok sayida galismalar yapiimis ve
olusturulan filogenetik sema ile sinif B enzimleri sekans &zellikleri ve yapisal
dzelliklerine gére (g alt sinifta incelenmistir. icinde transfer edilebilir MBL'ler olan
IMP, VIM, SPM-1 ve GIM ailelerininde yer aldigi B1 alt sinifi, G¢ histidin ve bir
sistein arasinda koordinasyon kuran bir anahtar ¢inko iyonuna sahip olma esasina
dayanir. Aeromonas’ a ait MBL ve Serratia’ nin SFH-1 enzimlerinin de yer aligi B2
alt sinifina ait enzimlerde baslica ¢inko baglayici motif olan NXHXD dizisinin
birinci pozisyononda histidin yerine asparajin bulunur. B3 altsinifinda bulunan MBL
L1 enzimi ise bu grubun tek Uyesidir ve diger alt siniflarla yapisal homoloijisi
olmasina ragmen, sekans homolojisi bulunmamaktadir (Walsh et al., 2005). MBL
ilk defa Bacillus cereus, Aeromonas ve Stenotrophomonas maltophilia gibi firsatgi
patojenlerin kromozomal enzimleriyle ilgili calismalarda tesbit edilmistir (Queenan
and Bush, 2007)

2.5.1.1. Kromozomal Olarak Kodlanmig Metallo-Beta-Laktamazlar

Kromozomal olarak MBL kodlayan bakteriler arasinda; Bacillus cereus (BCII),
Bacillus anthracis, Stenotrophomonas maltophilia (L1), Aeromonas hydrophilia
(CphA) , Chryseobacterium meningosepticum (BlaB yada GOB-1),
Chryseobacterium indologenes (IND-1), Legionella gormannii (FEZ-1),
Caulobacter crescentus (Mbll B), Myroides spp (TUS-1, MUS-1),
Janthinobacterium lividium (THIN-B), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1) ve

Seratia fonticola (SFH-1) olarak sayilabilir. Kromozomal kokenli bu enzimler
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genellikle serin beta-laktamaz enzimleri ile bir arada bulunurlar (Walsh et al.,
2005).

2.5.1.2. Transfer edilebilir Metallo-Beta-Laktamazlar

Transfer edilebilir MBL iginde en yaygin bulunanlar VIM, IMP, GIM ve SPM olarak
adlandirilan ailelerdir. Bu enzimleri kodlayan genler gesitli integron yapilari igindeki
gen kasetlerinde bulunmaktadir. Bu integronlar plazmid veya transpozonla
birlestiginde bakteriler arasi transfer kolaylasmaktadir. Sadece onlari Ureten
trlerin yayllmasiyla yayilabilen kromozomal MBL’ lerin aksine, kazaniimis ya da
transfer edilebilen MBL'larin yayiliminda ¢ok buyuk hizlanma gérulmustar. (Walsh
et al., 2005).

Transfer edilebilir MBL i¢inde bulunan IMP, VIM ve GIM-1 tipi enzimlerin buyuk
¢ogunlugu sinif 1 integronu igindeki gen kaseti olarak bulunsada, IMP tipi MBL’ ler
bazen sinif 3 integronu iginde bulunabilirler. integronlar ; biri integronda digeri gen
kasetinde bulunan iki DNA bodlgesi arasindaki bodlgeye 6zgu rekombinasyon
olaylarinda gen kasetlerini elde etme yetenegine sahiptir. integronlar, 5 korunmus
bolge, 3’ korunmus bdlge ve degisken bdlge olmak Uzere 3 farkli bdlge
icermektedir. Gen kasetleri, yaklasik 1 kb boyutunda, tek bir gen ve 59 baz
element adi verilen rekombinasyon bolgesini igeren, kiglk dairesel, DNA
parcalarindan olusmaktadir. Genellikle MBL enzimini kodlayan gen Kkasetleri
yaninda aminoglikozid grubu antibiyotikleri kodlayan aacA4 geni de
bulunmaktadir. Boylece amikasin, gentamisin, tobramisin gibi aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin hepsine direng gelisimi gozlenmektedir. Aminoglikozid ve beta-
laktam diren¢ genlerini tagiyan gen kasetleri bir integrondan digerine serbestce
dolasabilir, bir organizmadan digerine kendi baslarina hareket edemezler bu
nedenle plazmidler ve transpozonlar gibi baska genetik elemanlarin yardimina
ihtiyag duyarlar (Walsh et al., 2005).

IMP

Transfer edilebilen ilk MBL 1988 yilinda Japonya’ da P. aeruginosa’ nin GN17203
susunda ait konjugatif plazmit (izerinde bulunmustur. imipenemi parcaladigi icin

enzime IMP-1 adi verilmis ve Ug¢ yil sonra ayni enzim Japonya’' da Uriner sistem
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enfeksiyonu nedeniyle yatan hastadan izole edilen Serratia marcescens’ in
Tn9106 susunda bulunmustur. Bu suslardan izole edilen IMP-1 enziminin 120 kb
bayukligunde bir plazmidde, sinif 3 integron iginde aac(6')Ib benzeri genle yan
yana yerlesim gosterdigi belirlenmistir (Walsh et al., 2005).

IMP-1 P. aeruginosa’ da tanimlanan ilk MBL’dir. Enzimin gen bdlgesi olan blajp
genin varhgi, Japonya’da P. aeruginosa suslari ve diger Gram negatif basiller
arasinda tespit edilmeye baslanmis, daha sonra da Singapur ve Guney Kore’ de
bildirilmistir. blamp genin integron elementler ile iligkisi ve karbapenem
antibiyotiginin yogun kullanimi, Japonya’ da bu direncin yayilmasina katkida

bulunmustur (Tsakris et al., 2000).

Yapilan arastirmalar sonucunda IMP-1 enzimine benzemekle beraber farkli MBL
enzimleri saptanmigtir. Japonya’ da IMP-1’ in 3 min6r varyanti olan IMP-3, IMP-6
ve IMP-10 tanimlanmigtir. Genetik ve kinetik calismalarda 169’ uncu pozisyondaki
serin yerine glisin ge¢mesiyle penisiline kargi aktivitesinde bir azalma oldugu
belirlenmistir. Ancak IMP-6’ nin da ayni sekilde penisiline kargi aktivitesi azalirken,
meropeneme kargl aktivitesi oldukga artmistir (Yano et al., 2001; lyobe et al.,
2000). Bu enzimlerden biri olan IMP-3 ise Shigella flexneri izolatindan elde edilmis
ve IMP-1" den yalnizca iki aminoasit bakimindan farklihk goésterir. Ancak bu
farklihk, IMP-3 enziminin penisilinlere olan aktivitesinin disik olmasina neden

olmustur (lyobe et al., 2000)

IMP ailesinden Avrupa’da bulunan ilk enzim, italya’ da A.baumannii susunda
saptanan IMP-2" dir (Queenan and Bush, 2007). Transfer edilebilir MBL’larin
sadece Japonyada sinirli kahdigi dustinceleri IMP-2’'nin 1997 yilinda ve IMP-5’ in
1998 vyilinda italya ve Portekiz’de gdriilmesinden sonra degismistir. IMP-2 IMP-
1’den 36 aminoaist ve IMP-5, IMP-1’den 17 amino asit degisikligi ile ayrilir. blayp-2
geni aminoglikozid direncinden sorumlu aacA4 ve aadA1 allellerinin yaninda
bulunurken, IMP-5 tek bir gen kaseti seklindedir (Walsh et al., 2005).

1995-2001 yillar1 arasinda Japonya’da toplanan P. aeruginosa ve Alcaligens spp.
suslarinda IMP enziminin Uretimi incelenirken IMP-10 bulunmustur. blawpe.10 geni
blajwp-1 geninden farkli olarak 49. pozisyondaki tek bir baz ciftinin degisimi sonucu

ortaya ¢gikmistir (lyobe et al., 2002).
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Yapilan caligmalar da italya’ da 2 farkli IMP varyanti daha tanimlanmistir. 2000
yilinda Varessa’ da bulunan klinik bir izolat olan P.putida tarafindan dretilen IMP-
12’ nin 50 kb’lik transfer edilmeyen bir plazmit Gzerinde bulundugu saptanmistir
(Docquier et al., 2003) IMP-12’ nin IMP-1'den 36 amino asit bakimdan fark
gOsterdigi ve bu farkin penisilinlere karsi aktivitesini azalttigi gosterilmistir. IMP-13
enzimi ise Roma’ da izole edilen P. aeruginosa susunda bulunmus ve IMP-1" den

19 amino asit bakimindan farklilik gosterdigi saptanmistir (Toleman et al., 2003).

Gegmise donuk yapilan galismalarda 1994 yilinda Hong Kong' da ve 1995 de
Canada’ da saptanan karbapenem direncinden, P. aeruginosa’ da saptanan IMP-7
ve Acinetobacter spp.’ de saptanan IMP-4’ Gn sorumlu oldugu bulunmustur (Chu
et al., 2001; Gibb et al., 2002)

IMP varyanti olan IMP-8 Tayvan’ daki Uluslararasi Cheung Kung Hastanesinde
bulunmus ve bu enzime ait gen bdlgesinin, 1998 yilinda izole edilen Klebsiella
pneumoniae’ de bulunan aacA4 gen golgesinin yaninda ki sinif 1 integronu iginde

yer alidigi belirlenmigtir (Yan et al., 2001).

Avrupa’daki ve Glneydogu Asya’ daki IMP’ lar arasinda farklar olmasi IMP
allellerinin Japonya’ dan dlnyaya yayildigi gorasinu desteklememistir. Daha ¢ok
bu allellerin lokal belirdigi gorusu ileri strllebilir (Towner et al., 2002; Tysall et al.,
2002).

VIM

Kazanilan MBL’ lerin ikinci dominant grubu VIM (Verona integron-encoded
metallo-b-lactamase) tipi enzimlerdir. VIM tipi MBL Ureten suslar ilk olarak Avrupa
tlkelerinde rapor edilmistir. 1999 yilinda italya’ nin Verona sehrinde izole edilen
VIM-1 enzimi P. aeruginosa’ da tanimlanmistir (Queenan and Bush, 2007).
Tanimlanan ilk klinik izolat olan VIM-1’ in piperasilin, seftazidim, imipenem ve
aztreonam gibi pek c¢ok beta-laktam antibiyotigine direng gostermerdigi
bilinmektedir (Walsh et al., 2005).

VIM-2 ise, 1996 yilinda Giney Fransa’da ki nétropenik bir hastanin kan

kiltdrinden izole edilen P.aeuruginosa’ da tanimlanmistir. Bu izolat seftazidim,
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sefepim ve imipenemi igeren pek ¢ok beta-laktam antibiyotigine direngli iken

aztreonam karsi duyarl bulunmustur (Poirel et al., 2000).

VIM varyantlari igerisinde VIM-2 en yaygin olan VIM tipi enzimdir. Yapisal olarak
oldukga benzeyen VIM-1 ve VIM-2 arasindaki en énemli fark, VIM-2’ nin birgok
beta-laktam antibiyotigine VIM-1'e gére daha siki baglanmasi ve daha etkili bir
sekilde hidroliz edebilmesidir. VIM-1 ve VIM-2' nin amino asit dizisi %7’ lik bir
farklihk gosterirken, VIM-3 VIM-2° den sadece 2 rezidu bakimindan ayrilir
(Docquier et al., 2002).

VIM-2' nin ilk olarak Fransa’ da tanimlanmasinin ardindan, VIM-2 dreten
P.aeuruginosa suslari Japonya, Guney Kore, Portekiz, Venezuela, Arjantin,
Belgika, Sili ve pek c¢ok Ulkede bildirilmistir (Walsh et al., 2005). VIM-4 Ureten
P.aeuruginosa ilk kez Yunanistan’ da bildirilmistir. VIM-4 enzimi VIM-1’ den tek bir

aminoasit degisikligi ile ayrilmaktadir (Libisch et al., 2004).

VIM-1" den tek bir amino asit ile ayrilan VIM-5 Ankara’ da izole edilen K.
pneumoniae ve P.aeuruginosa suglarinda saptanmistir. Bu enzimin aztreonam
dahil batin beta-laktam ajanlara kargi direncgli oldugu bildirilmistir (Bahar vd.,
2004). VIM-6 Singapur’ da izole edilen 2 farkh P. putida susunda tanimlanmistir.
VIM-6 VIM-2' den 2 amino asit VIM-3’ ten ise tek bir amino asit bakimindan
farkhlik gosterir (Koh et al., 2004). VIM-6’ dan sonra tanimlanan VIM-7 Teksas’ da
izole edilen karbapeneme direngli P.aeruginosa susunda saptanmistir (Toleman et
al., 2004).

VIM-1 ve VIM-2 birka¢ degisik Enterobakter turlerinden identifiye edilmis olsa da,

bu enzimlerin bilinen en 6nemli kaynagi P.aeuruginosa’ dir (Lagatolla et al., 2004).

ilk olarak Brezilya’ nin Sao Paolo sehrinde bir P.aeuruginosa’ da saptanan SPM-1
enziminin IMP ile %35,5 amino asit benzerligi bulunmustur. Brezilya’ da cgesitli
hastane salginlarina neden olan bu enzimin genetik analizler sonucunda
integronda bulunmayip, CR4 adi verilen yeni bir ortak bdlgede yer aldigi
gorulmustar (Poirel et al., 2004). Diger MBL genlerinden farkli olarak bir integron
yada transpozon ile iligkili degildir ve 180 kb’ lik bir plazmidde bulundugu

belirtiimistir. SPM-1 enzimi penisilin grubu iginde yer alan ampisilin, piperasilin,

39



karbenisilin, azlosilin ve sefalotini hizla hidroliz edebilmektedir. Ancak enzimin

sefalosporinlere afinitesi penisilinlerden daha fazladir. (Walsh et al., 2005).

Almanya’ da 2002 yilinda 5 farkli hastaneden izole edilen P.aeuruginosa
suslarinda 22 kb’ lik bir plazmid i¢inde sinif 1 integrona yerlesmis sekilde bulunan
GIM-1 (german imipenemase) enzimi tanimlanmistir. GIM-1 enzimi VIM ile %30,
IMP ile %43, SPM ile %29 homolojiye sahiptir (Castanheira et al., 2004).

IMP ve VIM tipi transfer edilebilir MBL’ ler tum dinyada yayilmaya devam ederken,
SIM, GIM ve SPM tipi enzimlere halen ilk rapor edildikleri Ulkeler disinda

rastlanmamistir (Queenan and Bush, 2007).

2.6. Metallo-Beta-Laktamazlarin Arastiriimasi

MBL’ ler aztreonam disinda bitlin beta-laktam antibiyotiklerini etkin bir sekilde
hidroliz etmektedir. Bundan dolayr MBL ureten Gram negatif basillerin tespit
edilmesi hem hastalara en uygun tedavinin verilmesi hemde direng yayiliminin
kontrol altina alinmasi bakimindan hayati énem tasir. Ancak CLSI verileri MBL
Ureten izolatlarin teshisini saglayan herhangi bir ydontem ortaya koymamistir (Lee
et al., 2003)

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL enziminin belirlenmesinde fenotipik
testler kullaniimaktadir. Ancak bugtine kadar duyarliigi ve 6zgulluga belirlenip
standardize edilen bir test hentz bulunmamigtir. MBL aktivitesi tasiyan
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda, enzimin EDTA ya da 2-merkaptopropionik
asit gibi metal selatorler varliginda inhibe olma 6zelliginden faydalanilarak gesitli
fenotipik yontemler gelistirilmistir (Yan et al., 2001). Bu amagla imipenem ve
EDTA’ nin ya da seftazidim ve 2-merkaptopropionik asitin kullanildigi cift disk
sinerji veya kombine disk testleri, imipeneme duyarl E.coli’ nin MBL Ureten bakteri
ile birlikte bulundugunda inhibisyon zonunun azalmasiyla degerlendirilen Modifiye
Hodge Testi, E testi ve mikrodilisyon testi uygulanabilecek fenotipik testler
arasindadir (Yan et al., 2004). E-test ve mikrodilisyon testinin her ikisinin de
karbapeneme direngli P.aeuruginosa ve Acinetobacter suslarindaki MBL
aktivitesinin tesbitinde glvenilir sonuclar verdigi belirtiimektedir (Migliavacca et al.,
2002).
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2.6.1. Modifiye Hodge Testi

Hodge ve arkadaslari N. gonorhoeae’ de penisilinaz aktivitesinin gosterilmesi igin
Hodge testini kullanmiglar, ancak bu test daha sonra MBL enziminini saptamak
icin Modifiye Hodge testi olarak geligtiriimistir. Bu test i¢in imipenem hassas E. coli
ATCC 25922 susu, imipenem diski ve test edilecek bakteri susu gerekmektedir.
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) dnerilerine gore disk diflizyon
testindeki gibi Mueller-Hinton agara yayilir. IMP diski merkeze yerlestirilir.
imipenem diskinin tam kenarindan baslanip disa dodru dogrusal sekilde
imipenem direngli susun ekimi yapilir. Bir gecelik inkibasyon sonunda inhibisyon
zonunda yonca yaprag! seklinde bozulmanin olmasi MBL pozitifligi olarak kabul
edilir. Ayrica yapilan ¢alismalar ¢inko sulfat (140 mg /disk) imipenem diskine yada
Mueller-Hinton agara eklenmesi testin duyarliligini arttirabilecigini  ortaya
koymustur (Lee et al., 2003; Lee et al., 2001).

2.6.2. Cift Disk Sinerji Testi

IMP, MEM veya CAZ diskleri ile EDTA, 2-merkaptopropiyonik asit (2-MPA),
sodyum merkaptopropiyonik asit (SMA) gibi metal selatoru iceren diskler yan yana
yerlestirilerek iki disk arasindaki sinerjistik inhibisyon zonu goézlenir. Bos disk
uzerine EDTA eklendikten sonra imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA
eklenmis bos diske dogru genislemesi MBL pozitif olarak degerlendirilir (Lee et al.,
2001). Ayni yontemle CAZ-MPA yada CAZ-SMA arasinda da bir inhibisyon zonu
olusturularak MBL arastirmasi yapilabilir (Arakawa et al., 2000).

2.6.3. Kombine Disk Testi

Test edilecek bakteri MHA’' ya yayilir ve aralarinda 22 cm olacak sekilde iki
imipenem diski yerlestirilir. Disklerden birisinin Gzerine 0.5 M EDTA eklenir ve bir
gecelik inkibasyondan sonra IMP diski ile IMP-EDTA’lI diskin zon caplarinda 7
mm veya daha fazla fark olmasi MBL pozitifligi olarak kabul edilir (Walsh et al.,
2002; Yan et al., 2004).

2.6.4. E Testi
Uygulama ve yorum kolayligi nedeni ile tercih edilebilen bir yontemdir. IMP ya da
CAZ e, EDTA ya da 2-MPA eklenerek E-test stripleri gelistiriimigtir. CLSI énerdigi
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sekilde MHA'’ ya test edilecek bakterinin ekimi yapilir ve test stipleri yerlestirilir.
Test seridinin bir ucunda IMP diger ucu EDTA’ Il IMP igermektedir. 16-18 saatlik
inkibasyon sonunda IMP/IMP-EDTA MIK oraninin 8 kat azalmasi MBL pozitif
olarak kabul edilir (Walsh et al., 2002; Yan et al., 2004).

2.6.5. Mikrodiliisyon Testi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda g¢alisilmaya da uygun olan mikrodilisyon
MBL tarama testi; basit, duyarli ve yiksek 6zglllige sahiptir. imipenem MIK
degeri mikrodilusyon yontemi ile ol¢lulir, sonra metal selatérlerden EDTA ve
fenantirolin eklenerek tekrar MIK degerine bakilir, 8 kat azalmanin gdzlenmesi
MBL pozitif olarak kabul edilir (Migliavacca et al., 2002).

GlnlUmiizde tarama yéntemleri henliz ideal sonuca ulasmamistir. Ozellikle P.
aeruginosa degisken olan OprD duzeylerine bagh olarak yanhis pozitiflik
verebilmektedir IMP' in EDTA ile kombine edilerek kullaniimasinda bazi
durumlarda yanlis sonug¢ verebildigi acgiklanmaktadir. MBL dretmeyen P.
aeruginosa’' lar cok az sayida da olsa, EDTA varliginda imipenem MiK degerini
disurdugu duasunular.  Bu durum kismen c¢inkonun OprD Uzerine ve yeni
tanimlanmig CzcR-CzcS sistemleri Uzerine olan etkisine baglidir. Bu nedenle
gittikce artan sayida MBL iceren Enterobacteriaceae ailesi ve P. aeruginosa
kokenleri igin, fenotipik metodlarin duyarlilik ve &zgulliklerinin surekli olarak

g6zden gegcirilmesi gerekmektedir (Conejo et al., 2003; Walsh et al., 2005).

Molekuler olmayan yontemlerden en énemlisi “altin standart” olarak tanimlanan ve
duyarlihigi en ylksek olan test, bakteriden saflastirililarak elde edilen enzimin 6zel
spektrofotometrik cihazlarla imipenem ve meropenem hidrolizini gostermektir. Bu
enzim aktivitesi EDTA varliginda inhibe olmaktadir. MBL larin tesbit edilmesinde
genotipik yoéntemlerde kullanilabilmektedir ve genotipik yontemlerin fenotipik

yontemlere gore duyarlihigi daha yuksektir (Walsh et al., 2005).
2.6.6. Molekiiler Yontemler

Mikroorganizmadaki MBL geninin varligini belirleyebilmek amaciyla PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu), blot hibridizasyon, ntkleotit sekans amplifikasyonu,

izoelektrik fokuslama ve poliakrilamid jel elektroforezi gibi yontemlerden
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yararlanilabilir (Lee et al., 2001). Bircok MBL, sinif 1 integronlarina kuvvetli bir
sekilde baghdirlar, buna dayanarak bu gen bolgesi amplifiye edilebilir. Ayrica bu
gen bolgesinin ve yakin iligkide oldugu diger bolgelerin yapisi hakkinda da bize
bilgi verir. MBL'lerin genotipik tayininde PCR disinda daha hassas bir yontem olan
DNA prob’ lari da kullanilabilmektedir. Molekller yontemlerin altin standardi ise

sekans analizi ve klonlama yontemleridir (Walsh et al., 2005).
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3. LABORATUVAR CALISMALARI VE YONTEMLERI
3.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismamizda Eylul 2008-Mayis 2009 tarihleri arasinda, Ankara’ daki Ug¢ farkh
hastanenin farkli servislerinden mikrobiyoloji laboratuvarlarina goénderilen idrar,
yara yeri surantusu, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat, ETA, Puy, kan, kulak ve
g0z kulturleri gibi cesitli klinik materyallerden izole edilen Pseudomonas suglari
toplandi. Olasi Pseudomonas suslarinin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri
gerceklestirildi. Bu suslarin biyokimyasal 6zelliklerine dayanarak uygulanan testler
ile fenotipik teshisleri sonucunda, Hastane1’ den 50, Hastane 2’ den 27 ve Hasten
3’ den 13 olmak Uzere toplam 90 sus Pseudomonas olarak tanimlandi ve bu

suslarin Cetrimide agar ile tur dizeyinde tanimlanmasi gergeklestirildi.
3.2 Pseudomonas Susglarinin Tanimlanmasi

Klinik materyallerinden izole edilen Pseudomonas suglarinin EMB agarda laktoz
fermentasyonu, oksidaz testi, Ure testi, U¢ sekerli demir testi, IMVC testleri, nitrat
reduksiyonu testi ve 42°C’ de Ureme testi ile fenotipik yontemlerle tanimlanmasi

gergeklestirildi.

3.2.1. Pseudomonas Suslarinda Laktoz Fermentasyonunun ve Koloni

Morfolojisinin incelenmesi

Eozin Metilen Mavisi Agar (EMB), Gram negatif enterik ve enterik benzeri
bakterilerin izolasyonunda ve tanimlanmasinda kullanilan segici ve ayirt edici bir
besiyeridir. Besiyeri bilesimindeki eozin Y ve metilen mavisi Gram pozitif
bakterilerin Uremesini inhibe eder. Besiyerinde mikroorganizmalarin ayirt edilmesi
ise laktoz fermentasyonuna baglidir. Bu baglamda mikroorganizma laktozu
fermente edecek enzimlere sahipse koyu pembe renkli mukoid koloniler ya da
menekse renkli ve yansiyan igikla yesilimsi metalik parlak renkli koloniler gozlenir.
Ancak mikroorganizma laktozu fermente edecek enzimlere sahip degilse agik
renkli ya da saydam koloniler goérulir (Mahon and Manuselis, 2000). Dehidre
besiyeri 36.0 g/L olacak sekilde distile su igerisinde ¢6zildli. Hazirlanmig
besiyerinin pH’ s1 7,1 £ 0,2’ ye ayarlandi. Otoklavda sterilize edildi (Mikrobiyoloji,

2009). Test edilecek Pseudomonas suslari EMB agara inokule edildi ve 37°C’ de
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24 saat inlibasyona tabii tutuldu. inkiibasyon sonunda Pseudomonas suslarinin

renksiz koloniler olusturdugu saptandi.

Segici ve ayirt edici bir besiyeri olan MacConkey agar c¢alismamizda kullanilan
diger bir besiyeridir. Besiyerinde bulunan safra tuzlari ve kristal viyole boyasi,
Gram pozitif bakterilerin ve funguslarin Gremesini inhibe eder. Besiyeri bilesiminde
bir pH indikatoru olarak bulunan nétral kirmizisi ise bu besiyerinin ayirt edicilik
Ozelligini saglamaktadir (Forbes et al., 2002). Eger mikroorganizma laktozu karbon
kaynagi olarak kullanabilirse, laktoz fermentasyonu sonucunda olusan asit,
indikatdér noétral kirmizisinin renginin  degismesine ve sonugta pembe-kirmizi
koloniler olusmasina ve koloni etrafinda safra tuzlarinin presipitasyonundan
dolayr bir bulanikhida neden olur. Laktozu fermente edemeyen Gram negatif
basiller ise renksiz yada seffaf koloniler olusturur (Mahon and Manuselis, 2000).
Dehidre besiyeri 50.0 g/L olacak sekilde distile su igerisinde ¢ozuldu ve
hazirlanmis besiyeri kirmizi renkte olup pH 7,1 £ 0,2’ ye ayarlandi ve otoklavda
sterilize edildi (Merck, 2009). Test edilecek Pseudomonas suslari MacConkey
agara inokile edildi ve 37°C’ de 24 saat inlibasyona tabii tutuldu. inkiibasyon
sonunda non-fermentatif olan Pseudomonas suslarinin, Pseudomonas
aeruginosa’ ya 0zglu piyosiyanin pigmentinden dolayr mavi-yesil koloniler
olusturdugu goruldu (Basturk, 2005) (Sekil 3.1).

3.2.2. Kanh Agarda Beta-Hemolizin ve Koloni Morfolojisinin incelenmesi

Kanli agar zengin besin igeriginden dolayi pek ¢ok mikroorganizmanin geligimi igin
uygundur. Test edilecek Pseudomonas suglari kanli agara inokule edildi ve 37°C’
de 24 saat inlbasyona tabii tutuldu. Pek ¢cok Pseudomonas susunun koyun kanli
agarda beta-hemoliz meydana getirdigi ve sahip oldugu piyosiyanin pigmentinden
dolayi karakterisitik yesil metalik parlaklik olugturdugu goraldi. Ayni zamanda bir
kisminin mukoid koloniler olustururken bir kisminin da mukoid olmayan koloniler
olusturdugu goézlendi (Mahon and Manuselis, 2000) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Pseudomonas suslarinin MacConkey agardaki koloni morfolojisi

Sekil 3.2. Pseudomonas suslarinin kanl agardaki koloni morfolojisi ve beta-

hemolizi (www.microbiologyatlas.kvl.dk)

3.2.3. Pseudomonas Suslarinin Gram Boyama Yontemi ile Mikroskobik

incelenmesi

Gram boyama metodu Danimarkali bilim adami Hans Christian Gram tarafindan
bulunmustur. Bu yo6temin temeli bakteri hiicre duvarinin fiziksel ve kimyasal
yapisina dayanir ve bu nedenle boyama islemi sonunda Gram negatif ve Gram
pozitif bakteriler farkli renkte boyanir (Vikipedi, 2010). Gram negatif bir
mikroorganizma olan Pseudomonas’ in MacConkey agardaki tek bir kolonisi alinip
lam yuzeyindeki serum fizyolojik ile stispanse edildi, preparat kurutuldu ve ates ile
tespit edildi. Gram boyama asamalari; kristal viyole 1 dakika, lugol 1 dakika, alkol
ile dekolorizasyon 15 saniye ve bazik fuksin 30 saniye seklinde uygunlandi. Her
boyama isleminin ardindan su ile yikandi, kurutuldu ve 100X IUk objektifte
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incelenmek Uzerine preparat Uzerine immersiyon yagdir damlatildi. Sonugcta

Pseudomonas’ in Gram negatif kokobasil morfolojisi goruldu (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Pseudomonas suglarinin Gram boyama yontemi ile mikroskobik

goruntusu (www.textbookofbacteriology.net).

3.3. Pseudomonas Susglarinin Tanimlanmasinda Uygulanan Diger

Biyokimyasal Testler

3.3.1. IMVC Testleri
3.3.1.2. indol Testi

Calismamizda kullanilan Pseudomonas suslarinda triptofanaz enziminin varhgini
arastirmak Uzere indol testi uygulandi. Eder bakteri triptofani pargalayacak
triptofanaz enzimine sahipse, bu yikim sonucunda indol, pirtivik asit ve amonyak
artnleri olusacaktir (Koneman et al.,1997). %1 triptofan iceren sivi besiyerleri her
tipte 5ml olacak sekilde hazirlandi ve ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize
edildi. Test edilecek Pseudomonas suslari triptofanli sivi besiyerlerine inokile
edildi ve 37°C’ de 48 saat inkiibasyona tabii tutuldu. inkiilbasyondan sonra
kiltarlerin Uzerine Kovaks ayiracindan 0.5 ml ilave edildi ve karigtirildi. Bir-iki
dakika icinde tUplun Ust kisminda kirmizi halka meydana gelmesi pozitif sonug
olarak degerlendirilirken, Pseudomonas suslarinin sarimsi bir halka meydana
getirdigi goruldu ve test sonucu indol negatif olarak degerlendirildi (Mikrobiyoloiji,
2009) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. indol testi sonuglari (a; indol pozitif, b; indol negatif-Pseudomonas)

(http://mwww.blinn.edu)

3.3.1.3. Metil Kirmizisi Testi

Calismamizda kullanilan Pseudomonas suslarinin  glukozdan karigik asit
fermentasyonu ile asit olusturup olusturmadiklarini belirleyebilmek amaci ile metil
kirmizisi testi yapildi. Bu testte kullanilan metil kirmizisi indikatora pH: 6.2' de sari,
pH: 4.4 ve altinda ise kirmizi bir renk olusturur (Forbes et al., 2002). Dehidre
besiyeri 17,0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritilip, pH’ si1 7.0’ a ayarlanarak
deney tlplerine 5 'er mL olarak dagitildi ve otoklavda 110 °C’ de 25 dakika sterilize
edildi. Hazirlanmis besiyeri berrak renkteydi (Mikrobiyoloji, 2009). Test edilecek
Pseudomonas suglari besiyerlerine inokile edildi 37°C’ de 48 saat inUbasyona
tabii tutuldu. inkiilbasyondan sonra (izerine birkac damla metil kirmizisi ilave
edilerek karistirildi. Metil kirmizisi indikatord; metil kirmizisi 0,1 g; %96' lik etil
alkol 300 ml; distile su 200 ml bilesimindedir. Belirgin bir kirmizi renk olusumu
pozitif olarak degerlendirilirken, Pseudomonas suglarinda renk degisimi
g6zlenmediginden metil kirmizi testi negatif olarak degerlendirildi. (Forbes et al.,
2002) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Metil-kirmizisi testi sonuglari (a; metil-kirmizisi negatif-Pseudomonas, b;

metil-kirmizisi pozitif) (http://www.blinn.edu).

3.3.1.4. Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer testi, glukoz bulunan ortamda, glukozun pirtvik aside metabolize
olmasindan sonra alternatif bir yol olarak butanediol fermentasyonunu sonucunda
asetoin ve bunun nétral reduksiyon Grand olan  2,3-butanediol drtnlerinin
olusumunu belirleyebilmek amaciyla uygulanmaktadir. Voges Proskauer testi ile
metil kirmizisi testi, ortamlarinin ayni olmasi nedeniyle birlikte uygulanabilirler.
Metil kirmizi testinde kullanilan glukoz fosfatli besiyerine, test edilecek
Pseudomonas suslari inoklle edildi 37°C’ de 48 saat inUbasyona tabii tutuldu.
inkiibasyon sonrasi Uzerine 5 ml %40' lik potasyum hidroksit (KOH) soliisyonu
ilave edilerek karigtinldi. Boylece ortamdaki asetoin ve 2,3-butanediol diasetile
okside oldu. Bunun Uzerine ¢ok az miktarda a-naftol ¢dzeltisi damlatildi. a-naftol
¢Ozeltisi ; a-naftol 5 g; alkol (%96) 100 ml bilesimindedir. 15 dakika iginde Ust
kisimda pembeden parlak kirmiziya kadar degisen renk olusumu pozitif, sari renk
ise negatif reaksiyon olarak degerlendirildi (Mahon and Manuselis, 2000). Test
sonucunda Pseudomonas suslarinda sari renk olusmu go6zlendi ve Voges-

Proskauer testi negatif olarak degerlendirildi.
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3.3.1.5. Sitrat Testi

Bu test, bakterinin sitrati kullanip kullanmadigini belirlemek amaci ile yapilir. Buna
bagh olarak sitratin karbon kaynagi olarak kullaniimasi halinde besiyerinin pH' si
yukselir ve bu durum pH indikatoéra araciligi ile belirlenir. pH indikatort brom timol
mavisidir. Calismamizda kullandigimiz Simmons sitrat agar besiyeri distile su
icinde eritilip, pH’ s1 7.0’ a ayarlanarak deney tuplerine dagitildi ve otoklavda
sterilize edildi. Test edilecek Pseudomonas suglari besiyerlerine inokule edildi ve
37°C’ de 24 saat inkiibasyona tabii tutuldu. inkiibasyondan sonra besiyeri renginin
maviye donusmesi ve Ureme gozlenmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilirken,
besiyeri rengi degismemisse sonug¢ negatiftir. Test sonucunda Pseudomonas
suslarinda mavi renk olusmu gozlendi ve sitrat testi pozitif olarak degerlendirildi
(Koneman et al.,1997; Mikrobiyoloji, 2009) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Sitrat testi sonuglari (a; sitrat negatif, b; sitrat pozitif-Pseudomonas).

3.3.2. TSI (Triple Sugar Iron-Ug Demirli Seker) Testi

TSI testi mikroorganizmalarin glukoz , laktoz ve sukrozun fermentasyonlari ve
ayni zamanda hidrojen siulfit olusturmalarini gézlemek amaciyla uygulanir.
Karbonhidratlar bakteri tarafindan fermente edildiginde asit olusumu fenol kirmizisi
indikatoru ile gozlenir. Besiyeri bilesimindeki sodyum tiyosulfatin indirgenmesi ile
olusan hidrojen sulfit ferr6z amonyum tuzlari ile reaksiyona girerek, besiyerinde
demir silfit olusumundan dolayi siyah renk meydana gelir (Forbes et al., 2002).
TSI besiyeri 65,0 g/L olacak sekilde distile su iginde eritilip, deney tlplerine
dagitildi ve otoklavda 110°C’ de 25 dakika sterilize edildi (Mikrobiyoloji, 2009).
Test edilecek Pseudomonas suslari besiyerlerine inokile edildi ve 37°C’ de 24
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saat inlibasyona tabii tutuldu. inkiibasyon sonunda, eger tipin yiizey kismi
kirmizi dip kismi sari ise sadece glukozu, tup tamamen sari renge donmus ise
batin sekerleri fermente edebildigi, tipun rengi degismeyip kirmizi kaldiysa higbir
sekeri fermente edilemedigi anlasildi. Test sonucunda Pseudomonas suslarinin
besiyeri bilesimindeki hicbir sekeri fermentasyon yolu ile parcalayamadigi icin
tuptn tamamen kirmizi renkte kaldigi ayni zamanda H,S ve gaz olusumlarinin

gerceklesmedigi gozlendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Pseudomonas suslarinin TSI besiyerindeki negatif test sonucu

3.3.3. Ure Hidrolizi Testi

Bu test mikroorganizmanin Ureyi hidroliz eden Greaz enziminin varligini saptamak
amaciyla yapilir. Urenin hidrolizi sonucunda amonyak ve CO, olusur. Amonyak
olusumu ile besiyeri alkali hale gelir ve pH nin artisina bagli olarak besiyeri
bilesimindeki fenol kirmizisi indikatériinin rengi kirmizi-pembeye doner (Forbes et
al.,, 2002). Calismada kullanilan Christensen Ureli besiyeri bilesimindeki Ure
yuksek sicakliklarda parcalandigindan 100 ml distile su iginde ¢ézundu ve milipor
filtre ile sterilize edildi. Diger bilesikler ise distile su icinde ¢ézindl, pH’' s1 7.0’ a
ayarlanarak ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edildi. Otoklav ¢ikisinda
besiyeri 50°C’ ye kadar sogutuldu ve 100 ml steril Ureli ¢ozeltiye eklenip iyice
karigtirildi ve steril deney tlplerine dagitildi (Condalab, 2009). Test edilecek
Pseudomonas suslari besiyerlerine inokule edildi ve 37°C’ de 24 saat inubasyona
tabii tutuldu. inkiibasyon sonunda Pseudomonas suslarinin tiipte pembe renk
olusturmalar Ureaz pozitif olarak kabul edilirken tipte renk degisikligi olmamasi
Ureaz negatif olarak degerlendirildi (Sekil 3.8).
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a b

Sekil 3.8. Ure testi sonuclari (a; Ure negatif-Pseudomonas, b; lire pozitif-

Pseudomonas) (picasa.google.com).

3.3.4. Nitrat Redliksiyonu Testi

Nitrat reduksiyonu testi bakterinin nitrati redukte edebilme yetenegdini ortaya
koymak amaciyla uygulanmaktadir. Bazi mikroorganizmalar nitratlari (NO3)
redukte ederek nitrite (NO,) ve hatta daha ileri basamaklara amonyak (NH3) veya
azot gazina (N;) kadar indirgeyebilir. Bu test ayni zamanda mikroorganizmalarin
tirlerini ayirt etmede biyik énem tasir. icinde durham tiipleri bulunan nitratl
besiyeri otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edildi. Test edilecek
Pseudomonas suglari nitratli besiyerine inokule edildi ve 37°C’ de 24 saat
inibasyona tabii tutuldu. inkiibasyon sonunda tiiplere A ayiraci (sulfanilik asit
%0.8) ve B ayiracindan (alfa naftilamin % 0.5). 1" er mL damlatildi. TUpler iyice
karistirildi  (Mikrobiyoloji, 2009). Test sonucunda nitrat nitrite indirgendigi icin
kirmizi renk olusumu yada durham tuplerinde gaz goéruldu ve test sonucu
Pseudomonas igin pozitif degerlendiridi. Ancak renk olusumu olmadidinda, ya
nitratin higbir drine indirgenmedigi yada nitratin nitrite indirgenme agsamasindan

sonra amonyak veya azot gazi safhalarina ulagsmis olabilecigi disunuldi. Bu
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nedenle tlplere ¢ok az miktarda (15-20 mg) c¢inko tozu ilave edildi ve iyice
karistirildi ve kirmizi renk olusumu negatif olarak degerlendirildi. Ancak kirmizi
renk olugsmamasi nitratin nitritten daha sonraki safhalara redikte oldugunu
gosterdigi igin test sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Mahon and Manuselis,
2000) (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Nitrat testi sonugclari (a; nitrat negatif, b; nitrat pozitif (azot gazi)-
Pseudomonas) (http://www.blinn.edu).

3.3.5. Oksidaz Testi

Bu test mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliler bir enzim olan
oksidaz enziminin varhgini ortaya koymak amaciyla yapilir. Oksidaz reaksiyonu
aerobik bakterilerde sitokrom c¢ oksidaz sisteminin bulundugunu ifade eder.
Pseudomonas’ da oksidaz varligini test etmek amaciyla hazirlanmis kanli agar
kultGrlerinden tek bir koloni alindi ve steril filtre kagidina konuldu, Gzerine %1’ lik
N,N,N’,N'-tetramethyl-p-phenylenediamine ayiracindan 1-2 damla damlatildi. 10-
30 saniye icerisinde kolonilerin mor renk almasi oksidaz pozitif olarak
degerlendirilirken herhangi bir renk degisikliliginin olmamasi oksidaz negatif olarak
degerlendirildi (Forbes et al., 2002) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Oksidaz testi sonuglari (a; oksidaz negatif, b; oksidaz pozitif-

Pseudomonas).

3.3.6. 42°C’ de Ureme Testi

Bu test mikroorganizmanin 42°C’ de Ureme yetenegini belirlemek amaciyla
uygulanmaktadir. Bdylece P. aeruginosa suslarinin diger Pseudomonas
tirlerinden ayirt edilmesi saglanir. Hazirlanmis nutrient agar besiyerine inokule
edilen Pseudomonas suslari 42°C’ de 24 saat inUbasyona tabii tutuldu.
inkiibasyon sonunda lireme gosteren tiipler icin test sonucu pozitif kabul edilirken
Ureme olmayan tlupler igin test sonucu negatif olarak degerlendi (Forbes et al.,
2002).

3.4. Cetrimide agar ile Pseudomonas aeruginosa’ nin Tanimlanmasi

Cetrimide agar Pseudomonas aeruginosa’ nin izolasyonunda ve tanimlanmasinda
kullanilan segici ve ayirt edici bir besiyedir. Besiyeri bilesiminde bulunan cetrimide,
diger mikrobiyal floranin Gremesini inhibe eder. P.aeruginosa sari-yesil ya da sari-
kahverengi piyoverdin pigmenti uretir ve bu pigment suda ¢ozunebilir piyosiyanin
pigmenti ile birlesince P. aeruginosa’ ya 6zgu acik yesil renk olusur (Brown and
Lowbury, 1965). Besiyeri bilesimi 45.3 g/ 990mL sekildedir ve 10 mL gliserol
eklenir. Besiyeri bilesimindeki jelatinden pepton; nitrojen, vitamin, mineral ve
amino asit ihtiyacini karsilarken, magnezyum klorid ve potasyum sulfat piyosiyanin
ve piyoverdin pigmentinin Uretimini arttinr. Besiyerine eklenen gliserol ise

bakterilerce karbon kaynagi olarak kullanilir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’
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de 15 dakika sterilize edildi ve steril petri plaklarina dokuldi. Uygun kosullarda P.
aeruginosa suslarinin inokulasyonu gergeklestirildi ve 37°C’ de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda P. aeruginosa kolonileri sari-yesil ya
da yesil-mavi renkte goruldu ve UV lambasi ile floresan igima verdi (Mikrobiyoloji,
2010) (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. ile Pseudomonas aeruginosa’ nin Cetrimide agardaki goruntisu

3.5. Tur Duzeyinde Tanimlanan Pseudomonas Suslarinin Uygun Kosullarda
Saklanmasi

Tar duzeyinde tanimlanan Pseudomonas suslari dncelikle % 10 gliserol iceren
Brain-Heart inflizyon sivi besiyerine inokile edildi ve 37°C’ de 24 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda elde edilen kiltirler -20°C’ de
saklandi ve her ay tum suslarin pasajlari yapildi. Daha sonraki calismalarda
kullanilmak Gzere, tanimlanan Pseudomonas aeruginosa suslari nutrient agar
besiyerine inokule edildi ve 37°C’ de 24 saat inklibasyonu birakildi ve inklibasyon
sonunda +4°C’ de muhafaza edildi.
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3.6. Antibiyotipleme
3.6.1. Antibiyotik Duyarlilik Deneyleri

P. aeruginosa suglarinin gesitli antibiyotiklere kargi duyarhliklari CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) onerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk
difizyon yontemiyle arastirildi. Bu yontemde P. aeruginosa suslari Brain Heart
inflzyonu sivi besiyerine inokile edildi ve 18-24 saatlik inkiibasyona birakildi.
inklibasyon sonunda bakteri kiiltirleri 0.5 McFarland bulanikh@ina ayarlandi ve
steril ektvyon ile Mueller-Hinton Agara inokule edildi. Besiyeri yuzeyi kuruduktan
sonra galismamiz kapsamindaki antibiyotik diskleri, merkezleri arasindaki ve
petrinin kenarina olan uzakliklari yaklasik 25 mm olacak sekilde yerlestirilerek
37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zon
caplari milimetrik olarak olgulerek, duyarllik, orta derece duyarlilik ve direnglilik
durumlart CLSI kriterlerine gore zon tablosundaki degerlerle karsilastirilarak
degerlendirildi (CLSI, 2005).

Calismamiz  kapsaminda Aztreonam, Piperasilin, Seftazidim, Sefepim,
Meropenem, imipenem, Siprofloksasin, Amikasin, Tobramisin,
Trimetoprim/Sulfametoksazol, Tetrasiklin antibiyotik diskleri kullaniimistir (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibiyotikler, kodlari, disk igerikleri ve zon
caplari

R I S

Amikasin AK 30 pg <14 15-16 217
Aztreonam ATM 30 ug <15 16-21 222
imipenem IM 10 pg <13 14-15 =16
Meropenem MEM 10 pug <13 14-15 216
Piperasilin PRL 10 ug <17 - 218
Seftazidim CAZ 30 pg <14 15-17 218
Sefepim FEB 30 pg <14 15-17 218
Sipropfloksasin CIP 5 ug <15 16-20 221
Tetrasiklin TE 30 pg <14 15-18 219
Tobramisin TOB 10 ug <12 13-14 215
Trimetoprim- TMP-SXT 1.25 ug <10 11-15 216
Siulfametoksazol

R: Resistant (direngli); I: Intermediate (orta derece duyarli); S: Sensitive (duyarl
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3.6.2. Antibiyotiplerin Belirlenmesi

Antibiyotiplerin belirlenmesi amaciyla P. aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik
paternleri esas alinir. Bu amagla ¢alismada kullanilan Aztreonam, Piperasilin,
Seftazidim, Sefepim, Meropenem, Imipenem, Siprofloksasin, Amikasin,
Tobramisin, Trimetoprim/Sulfametoksazol, Tetrasiklin i¢cin uygulanan test
sonuglariyla elde edilen paternler karsilastirildi. Ayni paterni gdsteren izolatlar ayni
numarayla belirtilen antibiyotik grubuna dahil edilirken, farkli antibiyotik paterni
gOsteren izolatlar farkli numaralarla gosterilen farkli antibiyotik gruplarina dahil
edildi. Elde edilen antibiyotiplerin ¢alismamizdaki tim ornekler igerisindeki orani

hesaplandi.

Toplam drnek sayisi
X antibiyotipini gosteren ormek sayisi

X antibiyotipinin orani =

3.6.3. Antibiyotiklere Diren¢ Oranlarinin Belirlenmesi

Antibiyotiklere direng oranlari antibiyotik duyarlihk testi sonuglarina goére
degerlendirildi. P.aeruginosa suslarinin ¢alismamiz kapsaminda kullanilan
Aztreonam, Piperasilin, Seftazidim, Sefepim, Meropenem, Imipenem,
Siprofloksasin, Amikasin, Tobramisin, Trimetoprim/Sulfometaksazol, Tetrasiklin

antibiyotiklerine karsi direng oranlari hesaplandi.

Antibiyotige Direncli Ormek Sayisi y

Toplam ormek sayis 100

Antibiyotide direnc orani =

3.7. P.aeruginosa Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gére Dagilm

Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamizda farkli hastanelerden toplanan P. aeruginosa suslarinin, izole

edildikleri klinik materyallere (KM) gore dagilim oranlari belirlendi.
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} 3 KM den izole edilen dmek
KM lere gore dagilim orani = - X 100
Toplam omek sayis

3.8. P.aeruginosa Susglarinin Hastanelerdeki Servislere Gore Dagilim
Oranlarinin Belirlenmesi
Calismamizda farkli hastanelerden toplanan P. aeruginosa suslarinin,

toplandiklari hastanelerdeki servislere (S) gore dagilim oranlari belirlendi.

, . . Servisten izole edilen érmek
S'lere gore dadilim orani = - =100
Toplam dmek sayisi

3.9. P.aeruginosa Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Gére

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamizda farkli hastanelerden toplanan P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
hastalarin cinsiyetleri (C) kadin ve erkek olarak gruplandirildi ve buna gére dagilim

oranlari belirlendi.

X cinsiyetindeki hastadan alinan GFHEKK

Toplam ornek sayisi 100

' lere gore dadgihm orani =

3.10. Metallo-beta-laktamazlarin Fenotipik ve Genotipik Olarak Tanimlanmasi

Fenotipik ve genotipik testlerde pozitif kontrol suslari olarak daha 6nce MBL
urettigi belirlenmis P. aeruginosa suslari kullanildi. Metallo-beta-laktamaz Urettigi
saptanan bu pozitif kontrol suslarinin DNA sekans analizi ile VIM-1 ve VIM-2 tipi

MBL enzimi urettigi bilinmektedir.
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3.10.1. Metallo-beta-laktamazlarin Kombine Disk Testi ile Fenotipik Olarak

Tanimlanmasi

P. aeruginosa suslarinin 24 saatlik Brain-Heart inflizyondaki Kkdilttrleri 0.5
McFarland bulanikligina ayarlandiktan sonra standart disk difizyon yontemi ile
Mueller-Hinton agara steril eklvyon yardimi ile homojen bir sekilde inokulasyonu
gerceklestirildi. Plak igerisine, diskler arasi uzaklik 22 mm olacak sekilde 2 tane
imipenem (10ug) diski steril pens yardimiyla yerlestirildi. imipenem disklerinden bir
tanesinin Uzerine daha oOnceden hazirlamig oldugumuz 0,5 M hk EDTA
solusyonundan 10 pl otomatik pipetle eklendi. Plaklar 37°C’ lik etlivde 18—20 saat
inklibasyona tabii tutuldu. inkiilbasyon sonunda inhibisyon zon caplari 6lglldi.
EDTA solusyonunun eklendigi IMP-EDTA diskinin inhibisyon zonu tek bagina IMP
diski zon ¢apindan = 7 mm buyuk ise test sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Yan
el al., 2004; Yong et al., 2002).

EDTA: Ticari olarak satilan186.1 g disodium EDTA.2H,O ile 0,5 M EDTA
solUusyonu hazirlandi. Bunun igin 9.305 g disodium EDTA.2H,0 tozu 50 ml’lik steril
distile suda ¢ozulerek NaOH ile pH 8.0’e ayarlandi. Hazilanan EDTA sollsyonu

kombine disk testinde MBL inhibitdrt olarak kullanildi.
3.10. 2. Metallo-beta-laktamazlarin Genotipik Olarak Tanimlanmasi

Fenotipik olarak MBL urettigi saptanan suglar genotipik olarak da incelendi.
Calismada sirasiyla; DNA izolasyonu, blaym geninin korunmus bdlgesinin PCR
metodu ile amplifikasyonu, elektroforez ile bantlarin belirlenmesi, jelin
goruntilenmesi ve fotograflanmasi asamalari ile gergeklestirildi. Bu asamalar daha

ayrintili olarak asagida alt basliklar halinde aciklandi.

3.10.2.1. DNA izolasyonu

Calismamizin genotipik analiz asamasina dahil edilen P.aeruginosa suslari 1.5 ml’
lik ependorf tlplerinde hazirlanan steril BHI svi besiyerine inoktle edilerek 37°C’
lik etiivde 24 saat inkiibasyona tabii tutuldu. inkiibasyon sonunda DNA izolasyonu
EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (BioBasic-BioGen) kullanilarak
gerceklestirildi. EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit protokoll
asagidaki sira ile gerceklestirildi.
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1. Bakteri yogunlugu 10°-10’ civarinda olan BHI kiiltiirleri 8 000 rpm’ de 5 dakika
santrifij edildi. Supernatan kismi tamamen uzaklastirildiktan sonra 200 pl soguk
Tris-EDTA (TE) tamponundan eklendi.

2. Bu karisima 400 pl lizis solisyonu eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi.
Daha sonra 4 pl proteinaz K solisyonu (2mg/150 ul) eklenerek 55°C’ de 5 dakika
inkibasyona birakildi.

3. Inklibasyondan sonra yukaridaki karisima 260 pl %100 etanol eklendi ve iyice
karigtirildi.

4. Bu karisimdan 750 pl alinarak spin kolonlara uygulandi ve 8 000 rpm’ de 2
dakika santriflj edildi ve tupteki sivi kisim uzaklastirildi.

5. 500 pl yikama sollisyonundan eklenerek 8 000 rpm’ de 2 dakika santriflj edildi
ve yine tupteki sivi kisim uzaklastirildi. Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.

6. Yikama solusyonunun kalintilarini uzaklastirmak amaciyla 1 000 rpm’ de 1
dakika santrifuj edildi.

7. EZ-10 spin kolon 1.5 ml’ lik steril ependorf tlplerine yerlestirildi. Kolondaki
membranin tam merkezine 60 pl ellisyon solisyonu eklendi ve 50°C’ de 2 dakika
inkibasyona birakildi.

8. inkiibasyondan sonra son asama olarak 10 000 rmp’ de 1 dakika santrifiij
edilerek DNA elde edilmis oldu.

3.10.2. 2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Elde edilen DNA o6rnekleri bu basamakta hedef olarak kullanildi. Polimeraz zincir
reaksiyonunda blayy genine 6zgu bir primer ¢ifti kullanildi. blaym geni igin primer
cifti; F (5’AGT GGT GAG TAT CCG ACA G-3’) ve blaywm R ( 5- ATG AAA GTG
CGT GGA GAC-3’) seklindedir ve bu primerler 261 bp’ lik Grin elde edilmesini
saglamaktadir. Tuplerdeki son hacim 50 pl olacak sekilde uygun miktarlar
belirlendi ve bu karisim Cizelge 3. 2’ deki gibi hazirlandi (Tsakris et al., 2000).
Hazirlanan reaksiyon karsimini igeren tlpler otomatik thermocycler (Biometra)

cihazina konularak uygun PCR programina tabii tutuldu (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3. 2. PCR karigim igerigi ve konsantrasyonlari

_ Stok konsantrasyon 1 6rnek igin miktar (ul)
10x PCR tamponu 1.5 ml 5 pl
MgCl; 20mM/1.5 ml 4 ul
dNTP 100mM/0.25 ml 4 pl
Primer F 25.7 nmol/ 257 pl 3 ul
Primer R 25.8 nmol/ 258 pl 3 ul
Tag DNA polimeraz 100 U/20 pl 0.6 pl
Steril distile su - 25.4
Hedef DNA - 5ul
TOPLAM REAKSIYON - 50 ul
HACMi
Cizelge 3. 3. PCR Doéngusu

On denatiirasyon 94°C 5 dakika
Denatdrasyon 94°C 30 saniye
Primer Birlesmesi 57 C 45 saniye » 30 Dongl
Polimerizasyon 72°C 55 saniye
Son Polimerizasyon 72°C 6 dakika

3.10.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile PCR Uriinlerinin Analizi

PCR durUnlerinin analizi igin dncelikle % 1.5’ lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin
pH si 8.3° e ayarlanmis 100 ml 1XTBE tamponunda ( Tris-Borik Asit-EDTA;
10xTBE: 0.9M Tris-Base, 0.9M Borik Asit, 0.02M EDTA) 1.5 gr agaroz eritildi. 40-
50°C’ ye sogutulduktan sonra 12 ul etidyum bromir eklendi. Uygun genislikteki
taraklar elektroforez tankina vyerlestirildikten sonra jel dokuldi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar cikarildi ve 1xTBE ¢6zeltisi tanka eklendi. Urlnlerin ve
pozitif kontrollerin her birinden 10 pl’ lik miktarlar 5 pI’ lik yikleme tamponu (% 0.05
Bromfenol mavisi, % 0.05 Ksilen Siyanol, % 36 Gliserol, 30mM EDTA, Takara) ile
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karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. ilk kuyucuga da 5 pl 1 kb DNA ladder yiiklendi.
90 V’da 60 dakika yuratuldd. Olusan bantlar UV transilluminatorde incelendi ve
daha sonra Gel Logic 200 Molecular Imaging System (Kodak, Rochester) ile
gorintulendi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Agoraz jele drneklerin yuklenmesi
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4. SONUGLAR

4.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

Calismamizda Ankara’da bulunan Ug¢ farkh hastanenin farkli servis ve Kklinik
materyallerinden elde edilen suslar kullanildi. Hastane 1’ den 50, Hastane 2’ den
27 ve Hastane 3’ den 13 olmak Uzere toplam 90 P. aeruginosa susu fenotipik
yontemlerle tanimlandi. Oncelikle EMB agar ve MacConkey agarda laktoz
fermentasyonu ve kanli agarda beta-hemolizi incelenerek, koloni morfolojilerine,
Gram negatif kokobasil gorinUmlerine ve susa 6zgu Uzum kokusuna gore ayirt
edildi. Biyokimyasal testlerden sirasiyla IMVC testleri, TSI testi, ure testi, nitrat
reduksiyonu testi, oksidaz testi ve 42°C’ de Ureme testi uygulandi. Sonugta
Pseudomonas igin, indol testi , metil kirmizisi testi, voges-prokauer testi ve TSI
testi negatif sonug verirken, sitrat testi, nitrat rediksiyonu testi pozitif sonug verdi.
Bunlara ilave olarak Enterik bakteri grubundan ayirt edilmesini saglayan en énemli
test olan oksidaz testi ve P. aeruginosa’ yi diger Pseudomonas’ lardan ayirt
edilmesini saglayan 42°C’ de Ureme testi pozitif sonu¢ verdi. Biyokimyasal
testlerden sadece Ure testi Pseudomonas suslari arasinda degiskenlik gdsterdi.
P.aeruginosa’ nin izolasyonunda ve tanimlanmasinda kullanilan segici ve ayirt
edici bir besiyeri olan Cetrimide agar kullanilarak, sari-yesil yada yesil-mavi
renkteki koloniler P. aeruginosa’ nin tanimlanmasinda son asama oldu.
Tanimlanan P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servisler, klinik materyaller,
hastalarin cinsiyeti ve suglar arasinda degiskenlik gosteren Ureaz testi sonugclari

Cizelge 4.1’ de gorulmektedir.

Cizelge 4.1. P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servisler, klinik materyaller ve
hastalarin cinsiyeti ile Ureaz testi sonuglari

£ o 3 |9
E | S T > |
Z |5 = c N
= n e O o
®© c =
o) = )
N X

G1 | Uroloji Servisi idrar E +
G2 | Genel Yogun Bakim Servisi ETA E
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G3 | Kulak Burun Bogaz Yara Yeri E +
G4 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri E +
+: Ureaz pozitif; -: Ureaz negatif, E: Erkek

Cizelge 4.1. P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servisler, klinik materyal ve
hastalarin cinsiyeti ile Ure testi sonuglari (devam).

@ IG

E | £ 5 S
pa o = 2 N
= n = O o
© = )
ks =

G5 Genel Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G6 Genel Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G7 GoOgus Hastaliklar Servisi Balgam K. E +
G8 Kulak Burun Bogaz Yara Yeri E +
G9 Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K -
G10 | Genel Yogun Bakim Servisi. Yara Yeri E +
G11 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar K +
G12 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar K +
G13 | Genel Cerrahi Servisi idrar E +
G14 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri K +
G15 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu ETA K +
G16 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E -
G17 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar K +
G18 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G19 | Gogus Hastaliklari Servisi Balgam K. E +
G20 | Uroloji Servisi idrar E +
G21 | Dermatoloji Bolumu Yara Yeri K +
G22 | Genel Cerrahi Servisi Yara Yeri K +
G23 | Genel Cerrahi Servisi Pay E +
G24 | Enfeksiyon Hastaliklari Servisi Gaita E -
G25 | Plastik Cerrahi Servisi idrar K -
G26 | Genel Cerrahi Servisi. Pay K +
G27 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Doku Biyopsisi K +
G28 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E -
G29 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G30 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri E +
G31 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Boliumu idrar E +
G32 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G33 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar E +
G34 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar E -
G35 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri E +
G36 | Uroloji Servisi idrar E -
G37 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar E -
G38 | Kulak Burun Bogaz Puy E +
G39 | Uroloji Servisi Gaita E +
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+: Ureaz pozitif; -: Ureaz negatif: E: Erkek; K: Kadin

Cizelge 4.1. P. aeruginosa susglarinin izole edildigi servisler, klinik

hastalarin cinsiyeti ile Ureaz testi sonuglari (devam).

materyal ve

@ IG

E | £ 5 S
pa o = 2 N
= n = O o
© S )
ks =

G40 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu Kan K +
G41 | Genel Yogun Bakim Servisi Idrar K +
G42 | Dermatoloji Bolumu Yara Yeri E -
G43 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
G44 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K +
G45 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bélimi | idrar E +
G46 | Genel Yogun Bakim Servisi Balgam K. E +
G47 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K +
G48 | Kalp Damar Cerrahi Servisi Yara Yeri E -
G49 | Genel Yogun Bakim Servisi ETA E +
G50 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu ETA E -
M1 Genel Yogun Bakim Servisi idrar K -
M2 Genel Yogun Bakim Servisi idrar E +
M3 Kalp Damar Cerrahi Servisi Trakeal Aspirat K +
M4 Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E +
M5 Genel Yogun Bakim Servisi Katater E +
M6 Genel Yogun Bakim Servisi Trakeal Aspirat E -
M7 Genel Yogun Bakim Servisi Bronkoalveolar E +

lavaj

M8 Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Bolumu idrar K +
M9 Cocuk Saglhgi ve Hastaliklari Bolima Yara Yeri K +
M10 | Cocuk Saglhgi ve Hastaliklari BolUmu idrar K -
M11 | Genel Yodun Bakim Servisi idrar E +
M12 | Kulak Burun Bogaz Kulak K. K +
M13 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K +
M14 | Cocuk Saghgi ve Hastaliklari BolUmu idrar E -
M15 | Kalp Damar Cerrahi Servisi Trak. A. E -
M16 | Kalp Damar Cerrahi Servisi Yara Yeri K -
M17 | Kalp Damar Cerrahi Servisi idrar K -
M18 | Cocuk Saglhgi ve Hastaliklari BolUmu Trakeal Aspirat E -
M19 | Genel Yodun Bakim Servisi Trakeal Aspirat E +
M20 | Genel Yodun Bakim Servisi Katater E +
M21 | Genel Yodun Bakim Servisi Trakeal Aspirat K +
M22 | Kalp Damar Cerrahi Servisi Trakeal Aspirat K +
M23 | Genel Yogun Bakim Servisi idrar K +
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+: Ureaz pozitif; -: Ureaz negatif: E: Erkek; K: Kadin

Cizelge 4.1. P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servisler, klinik materyal ve
hastalarin cinsiyeti ile Ureaz testi sonuglari (devam).
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M24 | Dermatoloji Bolumu Kan E +

M25 | Kalp Damar Cerrahi Servisi Trakeal Aspirat E +

M26 | Cocuk Saglgi ve Hastaliklari Boluma Goz K +
M27 | Genel Yogun Bakim Servisi idrar K +
E1 | Uroloji Servisi idrar E +
E2 | Uroloji Servisi idrar K +
E3 | Genel Yogun Bakim Servisi idrar E +
E4 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri E +
E5 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K +
E6 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri E -

E7 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K -

E8 | Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Bolumu idrar K +
E9 | Genel Yogun Bakim Servisi idrar E +
E10 | Kulak Burun Bogaz Yara Yeri E -

E11l | Genel Yogun Bakim Servisi idrar E -

E12 | Plastik Cerrahi Servisi Yara Yeri K -

E13 | Ortopedi ve Travmatoloji Servisi Yara Yeri E -

+: Ureaz pozitif; -: Ureaz negaitif; E: Erkek; K: Kadin
4.2. Antibiyotipleme

4.2.1. Antibiyotik Duyarlilik Paternlerinin Belirlenmesi ve Antibiyotipleme

P.aeruginosa suslarinin calismamiz kapsamindaki Aztreonam, Piperasilin,
Seftazidim, Sefepim, Meropenem, Iimipenem, Siprofloksasin, Amikasin,
Tobramisin, Trimetoprim/Sulfametoksazol, Tetrasiklin  antibiyotiklerine  karsi
duyarhliklarini belirlemek amaciyla CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) onerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difizyon yéntemi uygulandi.
Sonugta her bir antibiyotige ait zon ¢aplar 6l¢tildi ve CLSI tarafindan 6nerilen zon
tablosuna gore duyarli, orta derece duyarli ve direncgli olarak degerlendirildi.
Boylece her susa ait antibiyotik paterni belirlendi, ayni paterni gosteren suglar ayni

antibiyotip numarasi ile gosterildi (Cizelge 4.2.). Elde edilen antibiyotik paternleri
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her hastane i¢cin hem ayr1 ayri hemde birlikte bir degerlendirme yapildi. Antibiyotip
siniflarinin olusturulmasiyla 90 tane P.aeruginosa susunda toplam 20 antibiyotip

paterni belirlendi.

Antibiyotipleme sonucunda Hastane 1° de toplam 17 antibiyotip grubu
belirlenirken, antibiyotip 9 en ylksek oranda goruldi. Ayrica Hastane 1’ de gortlen
antibiyotip 1, 8, 10, 11, 13 Hastane 2 ve Hastane 3’ de goérulmedi (Sekil 4.1).
Hastane 2’ de ise Hastane 1’ e gore daha az sayida olmak Uzere toplam 13
antibiyotip grubu belirlendi. Hastane 2’ de en yuksek antibiyotip oranlari antibiyotip
3, 18 ve 20’ de gorullurken, antibiyotip 18 ve 20’ ye Hastane 1’ de ve antibiyotip 3
ve 20’ ye Hastane 3’ de rastlanmadi (Sekil 4.2). Diger hastanelere goére daha az
sayida antibiyotip grubu veren Hastane 3’ de ise en ylksek antibiyotip orani
antibiyotip 6’ da goéruldu (Sekil 4.3). Her U¢ hastanenin ortalamasina bakildiginda
antibiyotip 1,10 ve11’ in en dusUk dizeyde oldugu goruldi. Tum P.aeruginosa
suslarinda, trimetoprim/sulfametoksazole direngli, aztreonama orta derece duyarli
ve diger antibiyotiklere hassas olan antibiyotip 9’ un en ylksek oranda antibiyotip

paternini verdigi belirlendi (Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. P.aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari ve antibiyotip
gruplari
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Cizelge 4.2. P.aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari ve antibiyotip
siniflari (devam).

- o
2 16|lw zlalz |yl v 2 la |2 |8
> ld |- |k |28 |S | |< |8 |o |2 |2
N = c
= <
G18 |D |D | H H H H H H H H Ant 9
O D D D alllfe
G21 |D |D I H H H H H H H H Ant 9
G22 |D |D | H H H H H H H H Ant 9
D D D Ant 8
G25 |D |D | H H H H H H H H Ant 9
G26 |[D |D H H H H H H H H H Ant 3
G27 |D |D | H H H H H H H H Ant 9
G29 |D |D | H H H H H H H H Ant 9
G32 |D |D | H H H H H H H H Ant 9

G34 |D |D D H D H H H H H H Ant 6

G39 |[D |D D D D H D D H D D Ant14

G40 |[D | D | H H H H H H H H Ant 9

G43 |D | D | H H H H H H H H
G44 |D | D | H H H H H H H H Ant 9
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Cizelge 4.2. P.aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari ve antibiyotip
siniflari (devam).

Sus No
Ul TMP-SXT
TE
ATM
IMP
MEM
CAZ
FEB
AK
PRL
CIP
TOB
Antibiyotip

TMP-SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol: TE: Tetrasiklin; ATM: Aztreonam; IMP: imipenem; MEM:
Meropenem; CAZ: Seftazidim; FEB: Sefepim AK: Amikasin; PRL: Piperasilin; CIP: Sipropfloksasin;
TOB: Tobramisin; D: Direngli; H: Hassas; | : Orta Derece duyarli; Ant: P.aeruginosa suslari igin
antibiyotip patern tipi.
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P.aeruginosa Orani (%)

25

20

15

10

ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Antibiyotip

Sekil 4.1. Hastane 1’ e ait antibiyotip dagilim oranlari

* Antibiyotiplere gére dagilim Béliim 3.6.2° de anlatildi§i sekilde hesaplandi

P.aeruginosa Orani (%)

16

14

12

10

"

ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Antibiyotip

Sekil 4.2. Hastane 2’ ye ait antibiyotip dagilhm oranlari

* Antibiyotiplere gére dagilim Béliim 3.6.2° de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.3. Hastane 3’ e ait antibiyotip dagilim oranlari
* Antibiyotiplere gére dagilim Béliim 3.6.2° de anlatildi§i sekilde hesapland..
16
14
S 12
c
T 10
@]
o 8
Q
£
gﬁ 6
)
© 4
Q.
2
0
ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant ant
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Antibiyotip

Sekil 4.4. Ug hastaneye ait antibiyotip dagilim oranlari

* Antibiyotiplere gére dagilim Béliim 3.6.2° de anlatildigi sekilde hesaplandi.




4.2.2. Antibiyotik Diren¢ Oranlarinin Belirlenmesi

P. aeruginosa suslarinin galisma kapsaminda kullanilan antibiyotiklere direng
oranlari incelendiginde, her  G¢ hastanede de tetrasiklin ve
trimetoprim/sulfametoksazole direng oraninin %100 oldugu, aztreonama ise ikinci
sirada en yuksek direng orani gosterdigi goruldu. Diger antibiyotikler igin, U¢
hastaneden toplanan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direng¢ oranlarinin benzer
oldugu saptanirken, amikasin ve seftazidimin c¢alisma kapsamindaki 90 P.
aeruginosa susuna en etkili antibiyotikler oldugu belirlendi (Sekil 4.5; Sekil 4.6;
Sekil 4.7; Sekil 4.8).
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P.aeruginosa Suslarinin Direng Orani (%)

Antibiyotikler

TMP-SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol; TE: Tetrasiklin; ATM: Aztreonam; IMP: imipenem; MEM:
Meropenem; CAZ: Seftazidim; FEB: Sefepim AK: Amikasin; PRL: Piperasilin; CIP: Sipropfloksasin;
TOB: Tobramisin

Sekil 4.5. Hastane 1’ e ait antibiyotik direng oranlari

* Antibiyotik direng oranlari Béliim 3.6.3’ de anlatildigi sekilde hesapland.
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100

£ K S P’

P.aeruginosa Suslarinin Direng Orani (%)

Antibiyotikler

TMP-SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol; TE: Tetrasiklin; ATM: Aztreonam; IMP: imipenem; MEM:
Meropenem; CAZ: Seftazidim; FEB: Sefepim AK: Amikasin; PRL: Piperasilin; CIP: Sipropfloksasin;
TOB: Tobramisin
Sekil 4.6. Hastane 2’ ye ait antibiyotik direng oranlari

* Antibiyotik direng oranlari Béliim 3.6.3’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.

100

P.aeruginosa Suslarinin Direng Orani (%)

F S FE Y’

Antibiyotikler

TMP-SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol; TE: Tetrasiklin; ATM: Aztreonam; IMP: imipenem; MEM:
Meropenem; CAZ: Seftazidim; FEB: Sefepim AK: Amikasin; PRL: Piperasilin; CIP: Sipropfloksasin;
TOB: Tobramisin
Sekil 4.7. Hastane 3’ e ait antibiyotik direng oranlari

* Antibiyotik direng oranlari Béliim 3.6.3’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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P.aeruginosa Suslarinin Direng Orani (%)
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Antibiyotikler

TMP-SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol; TE: Tetrasiklin; ATM: Aztreonam; IMP: imipenem; MEM:
Meropenem; CAZ: Seftazidim; FEB: Sefepim AK: Amikasin; PRL: Piperasilin; CIP: Sipropfloksasin;
TOB: Tobramisin

Sekil 4.8. Ug hastaneye ait toplam antibiyotik direng orani

* Antibiyotiplere gére dagilim Béliim 3.6.3’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.

4.3. P. aeruginosa Suslarnin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gore

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamizda P. aeruginosa suslarinin klinik materyallere gére dagilim oranlari
her G¢ hastane icin ayri ayri ve bir arada de@erlendirildi. P. aeruginosa suslari
Hastane 1’ de siraslyla en sik yara yerinden ve idrardan izole edilirken, Hastane 2’
de en sik idrar ve trakeal aspirattan izole edildigi goruldu. Ayrica Hastane 1 ve
Hastane 2’ de klinik materyaller agisindan farklilk oldugu goruldi (Sekil 4.9; Sekil
4.10). Hastane 3’ de ise Hastane 1’ e benzer sekilde P. aeruginosa suslarinin en
sik yara yerinden izole edildigi saptandi. Ancak Hastane 3’ de diger iki hastaneye
oranla ¢ok az sayida klinik materyalin oldugu belirlendi (Sekil 4.11). Butin bu
sonuglara goére bir degerlendirme yapildiginda P. aeruginosa suslarinin izole
edildigi klinik materyallerden yara yeri ve idrar, her U¢ hastanede igin ortak oldugu
ve P. aeruginosa suslarinin en ylksek oranda izole edildigi klinik materyalin ise

yara yeri oldugu goruldu (Sekil 4.12).
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P.aeruginosa Orani (%)

Balgam  DokuB. ETA Gaita idrar Kan

Klinik Materyal

Puy YaraYeri

Balgam K.: Balgam Kiiltiir(i, Doku B.: Doku Biyopsisi

Sekil 4.9. Hastane 1’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik

materyallere gére dagilim orani

* Klinik materyallere gére dagilim orani Béliim 3.7’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.

P.aeruginosa Orani (%)

Bron.L. Goz K. idrar Kan Katater Kulak K.

Klinik Materyal

Trak.A YaraYeri

Bron.L.: Bronkoalveolar Lavaj, G6z K.: G6z Kliltiirti, Kulak K.: Kulak Kiiltiirii, Trak. A.: Trakeal

Aspirat

Sekil 4.10. Hastane 2’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik

materyallere gore dagilim orani

* Klinik materyallere gbre dadilim orani Béliim 3.7’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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P.aeruginosa Orani (%)

idrar

YaraYeri

Klinik Materyal

Sekil 4.11. Hastane 3’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik
materyallere gére dagilim orani

* Klinik materyallere gére dagilim orani Béliim 3.7’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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P.aeruginosa Orani (%)
o

Klinik Materyal

Balgam K.: Balgam Kiiltird, Bron. L.: Bronkoalveolar Lavaj, Doku B.: Doku Biyopsisi, ETA K.: ETA
Kiiltiirt, G.K.: Gaita Kdlttird, I.K.:Idrar Kilttiri, Kan K.: Kan Kdiltird, Y.Y.K.: Yara Yeri Klltlir(i

Sekil 4.12. Tum hastanelerden elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
klinik materyallere gore dagilim orani

* Klinik materyallere gbre dadilim orani Béliim 3.7’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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4.4. P. aeruginosa Susglarinin izole Edildikleri Servislere Gore Dagilim

Oranlarinin Belirlenmesi

Calismamiz kapsamindaki P. aeruginosa suslarinin servislere goére dagilim
oranlari her U¢ hastane igin ayri ayri ve bir arada degerlendirildi. P. aeruginosa
suslarl en sik Hastane 1’ de gocuk saghgi ve hastaliklari boliminde ve daha
sonra plastik cerrahi servislerinde gorulurken, Hastane 2’ de genel yogun bakim
servisinde ve Hastane 3’ de plastik cerrahi servislerinde goruldu (Sekil 4.13; Sekil
4.14; Sekil 4.15). Her U¢ hastanedeki servislere goére dagilim oranlari
incelendiginde ise, P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servislerin farkl
olmasiyla beraber, ¢cocuk sagligi ve hastaliklari bolimu, genel yodun bakim
servisi, plastik cerrahi servisi ve kulak burun bogazin ortak servisler oldugu
goraldu. Batin P. aeruginosa suslari incelendiginde ise sirasiyla en ylksek
oranlarin yogun bakim servisinde, ¢ocuk sagligi ve hastaliklari bdliminde ve

plastik cerrahi servislerinde goéruldugu belirlendi (Sekil 4.16).
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P.aeruginosa Orani (%)
o

C.S.H.B.: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Béliimu; D.B.: Dermatoloji Béliimii; E.H.S.: Efeksiyon
Hastaliklar1 Servisi; G.C.S.: Genel Cerrahi Servisi; G.Y.B.S.: Genel Yogun Bakim Servisi; G.H.S.:
Goglis Hastaiklar Servisi; K.D.C.S.: Kalp Damar Cerrahi Servisi; K.B.B.: Kulak Burun Bogaz;
O.T.S.: Ortopedi ve Travmatoloji Servisi; P.C.S.: Plastik Cerrahi Servisi; U.S.: Uroloji Servisi

Sekil 4.13. Hastane 1’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
servislere gore dagilim orani

* Servislere gbre dagilim orani Béliim 3.8’ de anlatildigi sekilde hesaplandi.
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P.aeruginosa Orani (%)

L- -It\

D.B. GY.B.S K.B.B. K.D.C.S. P.CS.

Servisler

C.S.H.B.: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Béliimd; D.B.: Dermatoloji Béliimi; Genel Yogun Bakim
Servisi; K.D.C.S.: Kalp Damar Cerrahi Servisi; K.B.B.: Kulak Burun Bogaz; P.C.S.: Plastik Cerrahi
Servisi; U.S.: Uroloji Servisi

Sekil 4.14. Hastane 2’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
servislere gore dagilim orani

* Servislere gére dagilim orani Béliim 3.8’ de anlatildi§i sekilde hesaplandi.
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P.aeruginosa Orani (%)
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C.SHB G.Y.B.S.

O.T.S.
Servisler
C.S.H.B.: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Bolimd; G.Y.B.S.: Genel Yogun Bakim Servisi; K.B.B.:
Kulak Burun Bogaz; O.T.S.: Ortopedi ve Travmatoloji Servisi; P.C.S.: Plastik Cerrahi Servisi; U.S.:
Uroloji Servisi

Sekil 4.15. Hastane 3’ den elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
servislere gore dagilim orani

* Servislere gbre dagilim orani Béllim 3.8’ de anlatildigi sekilde hesapland.
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Servisler

C.S.H.B.: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Béliimu; D.B.: Dermatoloji Béliimii; E.H.S.: Efeksiyon
Hastaliklari Servisi; G.C.S.: Genel Cerrahi Servisi; G.Y.B.S.: Genel Yogun Bakim Servisi; G.H.S.:
Gogls Hastaiklan Servisi; K.D.C.S.: Kalp Damar Cerrahi Servisi; K.B.B.: Kulak Burun Bogaz;
O.T.S.: Ortopedi ve Travmatoloji Servisi; P.C.S.: Plastik Cerrahi Servisi; U.S.: Uroloji Servisi

Sekil 4.16. Ug hastaneden elde edilen P. aeruginosa suslarinin izole edildigi
servislere gore dagilim orani

* Servislere gére dagilim orani Béliim 3.8’ de anlatildi§i sekilde hesaplandi.

4.5. P. aeruginosa Suslarinin izole Edildikleri Hastalarin Cinsiyetine Gére

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri hastalarin cinsiyetlerine gore dagilim
oranlari belirlendi. Hastane 1 ve 3’ deki erkek hasta oraninin kadin hasta
oranindan fazla oldugu saptandi. Ancak Hastane 2’ deki erkek hasta orani ile
kadin hasta oranlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu belirlendi. Ancak butin
hastanelerdeki P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri hastalar g6z 6éninde
alindiginda, erkek hasta oraninin kadin hasta oranindan fazla oldugu saptandi
(Sekil 4.17.).

4.6. Metallo-Beta-Laktamazlarin Kombine Disk Testi ile Fenotipik Olarak

Belirlenmesi

Calisma kapsamindaki suslarinin antibiyotik diren¢ oranlari ve antibiyotiplerinin
belirlenmesinin ardindan, imipenem ve/veya seftazidime direngli 44 P. aeruginosa

susunda MBL enziminin varligi fenotipik olarak arastirildi. Bunun icin de kombine
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disk testi uygulandi ve bu testin sonucunda 44 P. aeruginosa susunun 24’ Unde
MBL enziminin varhdi saptanarak, fenotipik olarak MBL pozitifliginin %54.5 oldugu
saptandi (Cizelge 4.3; Sekil 4.18.).
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Cinsiyet (%)

W erkek

Hastane 1 Hastane 2 Hastane 3

Hastaneler

Sekil 4.17. Ug hastanedeki P. aeruginosa suslarinin elde edildigi hastalarin
cinsiyetlerine gore dagilim oranlari

* Cinsiyete g6re dagilim orani Bélim 3.9’ da anlatildigi sekilde hesaplandi.

MBL

mMBL (+)

= MBL (-)

Sekil 4.18. imipenem ve/veya seftazidime direncli suslar arasinda kombine disk
testi ile MBL enzimi pozitif veren P. aeruginosa suslarinin orani
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Cizelge 4.3. Kombine disk testi ile MBL enzimi pozitif olan suslar

Sus# MBL Sus# MBL Sus# MBL Sus# MBL Sus# MBL
Gl G19

G2 G20

G3 G21

G22

G5 G23

G6 G24

G7 G25

G8 G26 G44 M12

G9 G27 G45

G10 G28 G46

G11 G29 G47

G22 G30 G48

G13 G31

G14 G32

G15 G33

G16 G34

G17 G35 E12
G18

* Fenotipik olarak MBL pozitif P. aeruginosa suslarinin belirlenmesi Béliim 3.10.1° de anlatildigi

4.7. Metallo-Beta-Laktamazlarin Genotipik Olarak Belirlenmesi

sekilde hesapland..

+: MBL pozitif P. aeruginosa susu; -: MBL negatif P. aeruginosa susu

Kombine disk testine gére MBL enzimi Urettigi varsayilan toplam 24 P. aeruginosa

susunda PCR metodu ile blayu genleri arastirildi. Molekuler inceleme sonucunda

toplam 21 6rnekte MBL genin varligi saptanarak, imipenem ve/veya seftazidime

direncli 44 P. aeruginosa susunda MBL siklid1 %48 olarak belirlendi (Sekil 4.19;

Sekil 4.20). MBL enzimi Urettigi saptanan 21 P. aeruginosa susunun hastanelere

gore dagilim oranlari incelendiginde, en yuksek oranin Hastane 2’ de goéruldugu

belirlendi (Sekil 4.21). MBL enzimi Urettigi saptanan 21 susa ait antibiyotip

paternleri incelendiginde ise, Hastane 1’ de goérilen MBL pozitif P. aeruginosa

suslarinin siklikla antibiyotip 12 ve antibiyotip 14 paternlerini gosterirken, Hastane

2’ de saptanan MBL pozitif suglarin genellikle toplam 11 antibiyotige de direng

gOsteren antibiyotip 20 paternini verdigi dikkat cekti. Hastane 3 igin genel bir
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antibiyotip paterni saptanmadi. Ayrica PCR analizi ile MBL enzimi Urettigi

saptanan suslarin, izole edildigi servisler ve klinik materyallere gore dagilim

oranlari

orneklerinden izole edildigi belirlendi.

belirlendiginde, en sik genel

yogun bakim servisinden ve

MBL

EMBL (+)

H MBL (-)

idrar

Sekil 4.20. imipenem ve/veya seftazidime direncgli P.aeruginosa suslari arasinda
blayviv geni saptanan suslarin orani

MBL pozitif P.aeruginosa suslarininOrani (%)
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Sekil 4.21. MBL enzimi Urettigi saptanan 21 P.aeruginosa susunun hastanelere
g6re dagilim oranlari

M VIM1 VIM2 G4 G13 G28

e
=
—

VIM-1 VIM-2

M: Marker; VIM-1: VIM-1 tipi MBL enzimi (ireten P. aeruginosa susu; VIM-2: VIM-2 tipi MBL enzimi
tireten P. aeruginosa sugsu; G13-G50: Hastane 1’ den izole MBL pozitif P. aeruginosa suslari; M1-
M27: Hastane 2’ den izole MBL pozitif P. aeruginosa suglari; E1,E4,E10: Hastane 3’ den izole MBL
pozitif P. aeruginosa suslari.

Sekil 4.19. Fenotipik olarak MBL Urettigi tespit edilen 24 P. aeruginosa susunun
PCR analiz sonuglari
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5. TARTISMA

Pseudomonas cinsi bakteriler toprakta ve suda yasayan Gram negatif,
nonfermentatif, aerop basillerdir. Pseudomonas cinsi igerisinde yer alan P.
aeruginosa, hastane infeksiyonu etkenleri icinde ilk siralarda yer alan énemli bir
patojendir. P. aeruginosa hastane infeksiyonlarinin da %10-25" inden sorumlu
tutulmaktadir. Genellikle Uriner sistem ve solunum sisteminde, yara ve yaniklarda,
disg kulak yolunda ve gbzde infeksiyonlara neden olmakta ve P.aeruginosa’ nin
daha c¢ok immun yetmezligi olanlarda, malign veya metabolik hastalig
bulunanlarda, uzun sureli kemoterapi ve radyoterapi alan hastalarda, yasllarda ve
agir yanikh hastalarda siklikla infeksiyona neden oldugu bilinmektedir (Pollack,
2002; Gul vd., 2004).

P.aeruginosa suslarinda antibiyotiklere direncin gabuk gelismesi ve ylksek oranda
olmasi nedeni ile ¢oklu ilag direncine sahip bu suslar ile gelisen enfeksiyonlarin
tedavisi, klinikte karsilasilan en 6nemli sorunlardan bir tanesi olarak karsimiza
citkmaktadir (Murray et al., 2002). Birgok antibiyotige dogal direngli olmasinin
yaninda tedavi sirasinda da yuksek oranda direng gelistirmesi nedeniyle
nozokomiyal infeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar olusturmaktadir (Ciragil vd.,
2000). Bu baglamda tehlikeli ve énemli bir patojen olan P. aeruginosa susglari ile

mucadele edilmeli ve bu suslari kontrol eden stratejiler gelistiriimelidir.

Calismamizda Ankara’ daki g farkli hastanenin farkli servislerinden ve farkli klinik
materyallerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinda antibiyotik duyarhliklarinin
belirlenmesi, beta-laktam grubunda yer alan karbapeneme direngten sorumlu
mekanizmalar arasinda birinci sirada yer alan metallo-beta laktamaz enziminin
hem fenotipik hemde genotip ydntemlerle tanimlanmasi ve bu yontemler
arasindaki uyumlulugun belirlenmesi amaglandi. Bu baglamda oncelikle
hastanelerden elde edilen Pseudomonas suslarinin  fenotipik teshisi
gerceklestirildi. Fenotipik teshis icin Oncelikle EMB agar ve MacConkey agarda
laktoz fermentasyonu ve kanli agarda beta-hemolizi incelenerek, koloni
morfolojilerine, Gram negatif kokobasil goérinimlerine ve susa 6zglu UzUm
kokusuna goére ayirt edildi. Biyokimyasal testlerden sirasiyla IMVC testleri, TSI
testi, Ure testi, nitrat reduksiyonu testi ayrica P. aeruginosa’ nin Enterik bakteri

grubundan ayirt edilmesini saglayan en onemli test olan oksidaz testi ve P.
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aeruginosa’ y1 diger Pseudomonas’ lardan ayirt edilmesini saglayan 42°C’ de
ureme testi gergeklestirildi. Son asamada, P.aeruginosa’ nin izolasyonunda ve
tanimlanmasinda kullanilan, segici ve ayirt edici bir besiyeri olan Cetrimide agarda
sari-yesil yada yesil-mavi renkteki koloniler P. aeruginosa’ nin varhdini ortaya

koydu.

P. aeruginosa suslarinin calismamiz kapsamindaki Aztreonam, Piperasilin,
Seftazidim, Sefepim, Meropenem, Imipenem, Siprofloksasin, Amikasin,
Tobramisin, Trimetoprim/Sulfametoksazol, Tetrasiklin olmak Uzere 11 antibiyotige
kargi duyarhliklarini belirlendi. CLSI 6nerilerine uygun olarak U¢ hastane igin
birlikte degerlendirme yapilarak, 90 P. aeruginosa susunda toplam 20 antibiyotip
paterni belirlendi (Cizelge 4.4). Hastane 1’ de toplam 17 antibiyotip grubu
belirlenirken, antibiyotip 9 en yuksek oranda goruldu. Ayrica Hastane 1’ de gorulen
antibiyotip 1, 8, 10, 11, 13 Hastane 2 ve Hastane 3’ de gorulmedi (Sekil 4.1).

Hastane 2’ de Hastane 1’ e gbre daha az sayida olmak Uzere toplam 13 antibiyotip
grubu belirlendi. Hastane 2’ de en ylksek antibiyotip oranlari antibiyotip 3, 18 ve
20’ de gorulurken, antibiyotip 18 ve 20’ ye Hastane 1’ de ve antibiyotip 3 ve 20’ ye
Hastane 3’ de rastlanmadi (Sekil 4.2). Diger hastanelere gére daha az sayida
antibiyotip grubu veren Hastane 3’ de ise en yuksek antibiyotip orani antibiyotip 6’
da goruldid. 2010 yilinda yapilan benzer bir calismada, U¢ farkli hastaneden
toplanan toplam 39 P.aeruginosa susu ile 9 antibiyotige olan direng profili
incelenmis ve toplam 9 antibiyotip paterni saptanmigtir. Ancak antibiyotip 1, 2 ve 3
sadece hastanede 1’de, antibiyotip 4,5 ve 6 hastane 2’ de ve antibiyotip 7, 8 ve 9
hastane 3’ de bulunmustur (Prashanth et al., 2010). Bizim ¢alismamizda ise her (¢
hastanede ortak olan antibiyotip 4, 5, 6, 12, bulundu (Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil
4.4). Bu da bize Ankara’da farkli hastanelerde benzer profil veren suslarin

yaylhimini isaret etmektedir.

TUm P.aeruginosa suslarinda, trimetoprim/sulfametoksazole direngli, aztreonama
orta derece duyarli ve diger antibiyotiklere hassas olan antibiyotip 9’ un en yuksek
antibiyotip oranini verdigi antibiyotip 1,10 ve11’ in en dusik dizeyde oldugu
gorildi (Sekil 4.4). iran’ da 2007 yilinda yapilan benzer bir calismada yara
enfeksiyonu ve nozokomiyal pnémoniye sahip hastalardan izole edilen toplam 60

P.aeruginosa susu ile 11 antibiyotige olan duyarhlik durumlari incelenmigtir. Yara
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enfeksiyonuna neden olan 30 P. aeruginosa susunda 11 antibiyotip bulunurken,
nozokomiyal pnédmoniye neden olan 30 P. aeruginosa susunda 15 farkl antibiyotip
saptanmigtir (Kohanteb et al., 2007). Yine 2004 yilinda Brezilya’ da yapilan benzer
bir calismada 81 P.aeruginosa susu ile 7 antibiyotige olan duyarlilik profilleri

incelenmis ve toplam 26 antibiyotip saptanmistir (Freitas and Barth, 2004).

P.aeruginosa birgok antibiyotije ylksek oranda direng gostermekte ve bu nedenle
etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde gugluklerle karsilagiimaktadir. Bu
bakteriler karbapenemler dahil bircok antibiyotige karsi hizla c¢ogul direng
gelistirmektedirler. P. aeruginosa suslarinda artan antimikrobiyal ilag direnci
Ozellikle son yillarda oldukga dikkat ¢ekici boyutlara ulagmistir. Antibiyotik direng
durumu hastaneden hastaneye ve hatta kliniklere gbre degisiklik
g6sterebilmektedir (Yicel vd., 2006; Ozgeng vd., 2002). Bu nedenle bu ¢alismada
uc farkli hastanin farkh servislerine ait P. aeruginosa suslarinin antibiyotiklere
direng durumlari belirlenerek direng oranlari hem ayri ayri hemde toplu halde
degerlendirildi. Her U¢ hastaneye ait direng oranlar incelendiginde
trimetoprim/sulfametoksazole ve tetrasikline %100 direng gosterdigi ve butin
antibiyotikler degerlendirildiginde en ylksek direng oranlarinin ise Hastane 2’ den
elde edilen P. aeruginosa suslarinda oldugu saptandi. P. aeruginosa suslarinin
her ne kadar trimetoprim/sulfametoksazole dogal direng oldugu bilinse de, klinik
orneklerden izole edilen 51 P. aeruginosa susu ile yapilan bir calismada
trimetoprim/sulfametoksazole  %82.3 diren¢ saptanmigtir. Bu nedenle
trimetoprim/sulfametoksazol c¢alismaya dahil edilmis ve bu sonug¢ galismamiz ile

uyumluluk géstermistir (Eksi vd., 2007).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik beta- laktam grubu antibiyotiklerden
olan monolaktam grubuna dahil aztreonamdir. Gayyurhan ve ark. Gaziantep
Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Yogun Bakim Unitesi hastalarinin gesitli klinik
materyallerinden izole edilen 89 P. aeruginosa susunda %53.93 olarak bulunan
aztreonam direnci ile 51 P. aeruginosa susu ile yapilan bir baska ¢alismada ise
%56.9 olarak bulunmus (Gayyurhan vd., 2008) (Sekil 4.8.). 40 farkli hastaneden
toplanan 718 P. aeruginosa susu ile yapilan bir baska ¢alismada ise aztreonama
direng orani %55.5 olarak belirlenmis ve c¢alismadaki en ylksek antibiyotik

direncini vermistir (Eldere, 2002). Her U¢ hastaneye ait P. aeruginosa suslarinda
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saptadigimiz  %74.4 oranindaki aztreonam direncinin bu sonuclarla

karsilastirildiginda artis gosterdigini belirtebiliriz.

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik ise bilinen en genis spektrumlu beta-
laktam antibiyotiklerden biri olan karbapenem grubunda yer alan imipenemdir. Son
zamanlarda P. aeruginosa suslarinda gesitli mekanizmalar ile karbapenemlere de
direng kazanilmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda %7 ile %48 oranlarinda
karbapenemlere direng gelistigi gortilmektedir (Ozkalay vd., 2005). Calismamizda
P. aeruginosa suslarinda gorulen ortalama %45.5 diren¢ orani ile Ulkemizdeki
calismalara benzerlik gosterdi. 2009 yilinda Erzurum’ da yapilan bir benzer
calismada ise 56 P. aeruginosa susunun 19’ unda imipenem direnci saptanmis ve
% 34.0 direng orani Hastane 1’ e ait imipeneme direng orani ile paralellik
gOstermistir (Sekil 4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.).

Yapilan farkli bir calismada 59 P. aeruginosa susunda imipeneme direng orani %
18 olarak saptanmistir (Gayyurhan vd., 2008). Eskisehir’ de yapilan bir baska
calismada, 38 P. aeruginosa susunda imipeneme diren¢ orani %48.2 olarak
belirlenmis ve bu sonu¢ Hastane 2’ den izole edilen P. aeruginosa susunda
gorulen %53.85 lik direng orani ile benzerlik gostermistir (Kiremitci vd., 2006).
Ancak Hastane 3’ deki direng oranlarinin en yuksek olmasi da genel yogun bakim
servisinden izole edilmis sus sayisinin en fazla olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Cunkl yogun bakim Unitelerindeki hastalarin direngli mikroorganizmalarla
karsilagsma olasiliginin yuksek olmasi ve ampirik tedaviler, yogun bakim
Unitelerinden antibiyotiklere direng artisini etkileyen faktérlerdendir (Fridkin and
Gaynes, 1999). Ulkemizde 16 farkli merkezi kapsayan bir ¢galismada, yogun bakim
Unitelerinde P.aeruginosa suslarinda %52 oraninda imipenem direnci goérilmesi,
yogun bakim Unitelerindeki diren¢ problemini ortaya koymasi bakimindan
onemlidir (Ozdemir vd., 2009). Ulkemizden bildirilen ¢ok merkezli bir calismada
yogun bakim Unitesinden izole edilen suslarda bu oran %80’ e kadar ¢ikmaktadir
(Ers6z vd., 2004).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik karbapenem grubundan olan
meropenemdir. G hastanesinde meropeneme direng olani %50, M hastanesinde
%77.78, E hastanesinde %84.62 ve toplam diren¢g %63.33 bulundu (Sekil 4.5.;
Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.). Yapilan benzer bir galismada 24 P.aeruginosa
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susunda meropenem direnci %63.3 olarak bulunmus ve c¢alismamizdaki
hastanelere ait toplam P.aeruginosa suslarindaki meropenem direnci ile ayni
sonucu vermistir (Uzun vd., 2006). Mersin’ de yapilan bir baska calismada 34
olmak Uzere olduk¢a az sayida P.aeruginosa susunda bile meropenem direnci
%26 olarak bulunmustur (Ers6z vd., 2004).

Caligsmamizda kullanilan bir diger antibiyotik 3. kugsak sefalosporinler grubunda yer
alan sefdazidimdir. Konya' da yapilan bir ¢alismada 56 P. aeruginosa susunda
sefdazidime direng¢ orani %35.7 olarak saptanmistir (Cosar vd., 2009). Bir bagka
c¢alismada 71 P. aeruginosa susu ile ¢alismis ve sonugta sefdazidime duyarlilik
orani disk diffuzyon yontemi ile %42.3, E-test yontemi ile %50.7 bulunmustur ve
bu sonuglar bizim ¢galismamizda Hastane 2’ ye ait sefdazidime direng orani ile
paralellik gostermistir (Gul vd., 2004). 271 P. aeruginosa susu ile yapilan bir baska
calismada sefdazidime diengli 19 sus bulunurken direng orani %7 olarak
belirlenmis ve bu sonu¢ Hastane 1’ e ait %6 direng orani ile uyumluluk
gOstermigtir (Carmeli et al., 1999). Tokat’ da 179 P. aeruginosa susu ile yapilan bir
baska calismada ise sefdazidim direnci %22.9 olarak belirlenmis olup, Hastane 3’
e ait %15.38 sefdazidim direng orani ile paralellik gostermistir. Ulkemizde yapilan
cesiti  calismalarda seftazidim direnci %15.2-62 arasinda degisiklik
gOstermektedir. Benzer olarak calismamizda her U¢ hastaneye ait ortalama
sefdazidim diren¢ orani % 16.8 olarak bulunmustur. (Tungoglu vd., 2009) (Sekil
4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik 4. kusak sefalosporinler grubunda yer
alan sefepimdir. Hastane 1’ den toplanan P.aeruginosa suslarinin sefepim direng
olani %36, Hastane 2’ deki %74 ve Hastane 3’ deki %53.8 bulundu (Sekil 4.5,
Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.). Mehli ve ark. 29 P. aeruginosa susu ile yaptiklari
calismada sefepim direncini %44.82 olarak bulmuslardir. Bu da tim P.aeruginosa
suslarindaki sefepim direnci ile benzerlik géstermistir (Mehli vd., 2007).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik aminoglikozidler grubunda yer alan
amikasindir. Hastane 1’ deki amikasin direng olani %6, Hastane 2’ deki %40.7, E
hastanesinde %7.69 olarak bulundu (Sekil 4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.).
Calismamiza benzer olarak Ankara’ da cesitli klinik érneklerden izole edilen 40 P.

aeruginosa susunun 7’ sinde amikasin direnci gorulmus ve amikasine direng orani
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% 18 olarak belirlenmistir (Fidan vd., 2005). Elde edilen bu sonu¢ ¢alismamiz yer
alan tum P. aeruginosa susglarindaki %16.8 amikasin direnci ile oldukca
uyumludur. Tungoglu ve ark., 179 P. aeruginosa susu ile amikasin direncini %5.6
olarak belirlemisler ve elde edilen bu sonu¢c Hastane 1 ve 3’ e ait amikasin direng
oranlari ile benzerlik géstermistir. Ulkemizde yapilan farkli calismalarda amikasin
direnci %2-34 arasinda degismektedir (Tuncoglu vd., 2009). Cesitli Ulkelerde
yapllan bazi c¢alismalarda amikasin direnci; Avrupa’da %9-52 arasinda,
Amerika’da %4-13 arasinda ve Guneydogu Asya’da %7 oraninda bildirilmistir
(Eyigor vd., 2009). Aminoglikozitler arasinda amikasin, aminoglikozit modifiye edici
enzimlerden daha az etkilendigi i¢in grubun diger Uyelerine kiyasla daha etkindir
(Yucel vd., 2006). Bu galismada ise P.aeruginosa izolatlarina en etkili antibiyotik

olarak amikasin ve sefdazidim olarak belirlenmistir.

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik olan piperasilin, beta laktam
grubunun énemli bir kismini olgturan penisilinler grubunda yer alir. Hastane 1’ deki
piperasilin direng olani %54, Hastane 2’ deki %55.56 , Hastane 3’ deki %23.08 ve
toplam direng %24.44 gibi oranlar bulundu (Sekil 4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil
4.8.). Calismamiza benzer olarak yapilan bir arastirmada 100 P. aeruginosa
susunda %40 oraninda piperasilin direnci saptanmigs ve bu sonu¢ G ve M
hastanesindeki direng oranlari ile uyumlu bulunmustur (Durmaz Cetin vd., 2004).
Aydin’ da 94 P. aeruginosa susu ile yapilan bir ¢galismada, bu suslarda piperasiline

direng orani %5 gibi oldukga dusuk bir oran bulunmustur (Eyigor vd., 2009).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik olan siprofloksasin ise tglncu kusak
kinolonlar (fluorokinolonlar) grubunda yer alir. Hastane 1’ de siprofloksasin direng
olani %14, Hastane 2’ deki %63, Hastane 3’ deki %30.8 ve toplam direng %31.1
bulundu (Sekil 4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.).

Hastane 1’ deki sonuglara benzer olarak yapilan bir arastirmada, cesitli klinik
orneklerden izole edilen 92 P.aeruginosa susunda siprofloksasin direnci %9
oraninda bulunmustur (Kiregci ve Seving, 2008). Hastane 2’ ye ait sonuglara
benzer baska bir calismada, Koéseoglu Eser ve ark. 39 P. aeruginosa susu ile
%64.1 oraninda siprofloksasin direnci saptanmistir (Késeoglu Eser vd., 2005). Bu
calismalara benzer olarak, 56 P. aeruginosa susuna ait direng orani %39.2 olarak

belirlenmis ve bu sonu¢ hem Hastane 3’ deki %30.8’ lik diren¢ orani hemde (¢
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hastaneyi kapsayan %31.71’lik ortalama diren¢ orani ile benzerlik gostermistir
(Aktas vd., 2009).

Calismamizda kullanilan bir diger antibiyotik olan tobramisin aminoglikozidler
grubunda yer alan bir diger antibiyotiktir. Hastane 1’ deki tobramisin direnci orani
% 32, Hastane 2’ deki %59.2, Hastane 3’ deki %53.9 ve toplam diren¢ %43.3 gibi
olaranlar bulundu (Sekil 4.5.; Sekil 4.6.; Sekil 4.7.; Sekil 4.8.). Zarakolu ve ark. 179
P. aeruginosa susu ile yaptiklari galismada tobramisin direncini %35 olarak
saptamislar ve bu direng orani ise Hastane 1 ile benzerlik gostermigstir (Zarakolu et
al., 2006).

Calismamizda u¢ farkli hastaneden izole edilen P. aeruginosa suslarina ait
yukarida belirtilen anbitiyotik direng oranlari degerlendirildiginde hastaneler
arasinda farklilik gésterdigi saptanmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarin sonuglari
incelendiginde ise; gentamisine %16-64, seftazidime %15-38, imipeneme %7-48,
aztreonama %12-44, netilmisine %6-42, siprofloksasine %8-62, tobramisine %9-
57 ve amikasine %3-43 oraninda degisen diren¢ oranlari saptanmistir (Kiregci ve
Seving, 2008). 1997-2004 vyillari arasinda 32 Ulkede 120 merkezin katildigi
MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) grubunun
yaptidi ¢alismada P.aeruginosa suslarinda imipeneme %15 - %48, meropeneme
%8 - %44, seftazidime %16 - %50, piperasilin-tazobaktama %7 - %37,
siprofloksasine %20 - %52, gentamisine %14 - %68 oraninda direng gelistidi

gorulmustar (Jones et al., 2005).

Psedomonas aeruginosa' nin direncli suslarina en etkili antibiyotigin secimi klinik
calismalarda olduk¢ca ©Onemlidir. P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde
antipsédomonal penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve florokinolonlarin
kullanilabilece@i, ancak ciddi infeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozidlerin de
eklenerek kombine tedavinin yapilabilecegi belirtiimektedir. Yani P. aeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisinde aminoglikozidler kombine tedavinin bir pargasi olarak
kullanilmakta olup, tek baslarina kullanilmalari énerilmemektedir (Carmeli et al.,
1999).

P. aeruginosa suslari ile mucadele igin izole edildikleri klinik materyaller

belirlenmelidir. Bu baglamda c¢alismamiz kapsaminda kullanilan 90 P. aeruginosa

90



susunun klinik orneklere gore dagilimi incelendi. Buna gore P. aeruginosa
suslarinin Hastane 1 ve Hastane 3’ de en sik yara yeri o6rneklerinden izole
edilirken Hastane 2’ de idrar 6rneklerinden izole edildigi belirlendi. Ug¢ hastane
birlikte incelendiginde P. aeruginosa suslarinin sirasiyla en sik yara yeri, idrar ve
trakeal aspirat orneklerinden izole edildigi saptandi. (Sekil 4.9.; Sekil 4.10.; Sekil
4.11.; Sekil 4.12.). Calismamiza benzer olarak, Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Faklltesinde 179 P.aeruginosa susu ile yapilan bir galismada P.aeruginosa
suslarinin sirasiyla en sik yara yeri orneklerinden (%36) ve idrar 6rneklerinden
(%32) izole edildigi belirlenmigtir (Tungoglu vd., 2009). Benzer sekilde Gultekin ve
ark. calismalarinda P.aeruginosa izolatlarini en sik yara orneklerinden, ikinci
siklikta idrar drneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir (Gultekin vd., 2004). Ocak
2003 ve Haziran 2005 tarihleri arasinda Abant Izzet Baysal Universitesi Diizce Tip
Fakultesi Hastanesi servislerinde yatan hastalarin gesitli klinik 6rneklerinden izole
edilen 265 farkli P.aeruginosa susunun, izole edildigi klinik érneklere gore dagilimi
incelendiginde trakeal aspirat ve idrar ornekleri %22, yara yeri érnekleri %15
oraninda saptanmistir (Yucel vd., 2006). Elde edilen bu sonuglar ¢calismamiz ait
sonuclar ile paralellik géstermistir. Ulkemizde yapilan calismalarda da bizim
calismamiza benzer olarak, P.aeruginosa suslarinin genellikle solunum yolu
ornekleri ( trakeal aspirat, balgam, bronkoalveolar lavaj, bodaz salgisi), yara ve
idrar Orneklerinden izole edildigi belirlenmistir. Yogun bakim Unitelerindeki
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin daha siki uygulanmasi, yogun bakim ihtiyaci
olmayan hastalarin en kisa surede bu unitelerden ¢ikarilmasi, gereksiz ve uzun
sureli invaziv girisimlerden kacinilmasi, solunum vyolu, Uriner sistem ve yara
enfeksiyonu gelisen hastalara uygulanacak dogru antibiyotik tedavisi ile bu

orneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinin orani azaltilabilir (Ustiin, 2010).

P. aeruginosa suslarinin hastanelerdeki yayilimlarinin izlenmesi bu suslarin
kontrol altina alinmasi igin dnemlidir. Bu baglamda ¢alismamizda klinik orneklere
go6re dagilim incelendikten sonra P. aeruginosa suslarinin servislere goére dagilimi
her U¢ hastane igin ayri ayri ve bir arada degerlendirildi. Hastanelerde ki servislere
gore dagilm oranlari incelendiginde, P. aeruginosa suslari sirasiyla en sik
Hastane 1'de ¢ocuk sagligi ve hastaligi boluminde ve daha sonra plastik cerrahi
servislerinde gorulurken, Hastane 2’ de genel yogun bakim servisinde ve Hastane
3’ de plastik cerrahi servislerinde goruldu (Sekil 4.13; Sekil 4.14; Sekil 4.15). Her
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uc hastane incelendiginde ise, P. aeruginosa suslarinin izole edildigi servislerde
farkhliklar olmasina ragmen, ¢ocuk sagligi ve hastaliklari servisi, genel yogun
bakim servisi, plastik cerrahi servisi ve kulak burun bogazin her U¢ hastane igin
ortak oldugu goruldu (Sekil 4.16). Bozkurt ve ark. 130 P. aeruginosa susu ile
yaptiklari c¢alismada servislere goére dagihm incelendiginde, bu suslarin
calismamiza benzer olarak en sik yogun bakim Unitesinde ve daha sonra ¢ocuk
saghg! ve hastaliklari servisinde oldugu gortulmuastur (Bozkurt vd., 2005). Yogun
bakim Unitelerinde, genel durumu kotu ve bilinci kapali hastalarin uzun sure
yatmasi ve bu hastalara sik uygulanan antibiyotik tedavisi, yliksek virtlansa sahip
firsatgi bir patojen olan P. aeruginosa’ nin gorilme sikliginda artigsa yol agmistir.
Ayrica yogun bakim Unitelerinde, mekanik ventilator uygulamalari, uzun sareli
uriner sistem kateterizasyonu ile hasta vicundaki yanik ve yaralar P. aeruginosa

enfeksiyonlari igin yiiksek risk olusturmaktadir (Ustiin, 2010).

P. aeruginosa suslarinin izole edildidi servisler ve klinik materyallere gére dagilim
oranlarinin belirlenmesinin ardindan, bu suslarin izole edildigi hastalarin
cinsiyetlerine gbére dagihim orani da belirlendi. Buna gore butin P. aeruginosa
suslarinin izole edildikleri hastalar géz 6ntinde alindiginda, erkek hasta sayisinin
kadin hasta sayisindan fazla oldugu saptandi (Sekil 4.17). Elazi§’ da 150 P.
aeruginosa susu ile yapilan bir ¢alismada, suslarin izole edildigi hastalarin %64’
undn erkek %36’ sinin bayan oldugu saptanmis ve elde edilen bu sonuglar

calismamiza benzerlik géstermistir (Ustiin, 2010).

Tum dunyada ve Ulkemizde birgok hastanede ¢oklu antibiyotik direncine sahip P.
aeruginosa suglarinin sayisi giderek artmaktadir. Pseudomonaslar igin ¢oklu
antibiyotik direnci konusunda literaturde pek ¢ok tanimlama bulunmaktadir. bu
tanimlamalar oldukg¢a tartismalidir. Son zamanlarda yapilan bir tanimlamada
Pseudomonaslara etkili sefalosporinler, karbapenemler, beta-laktam + beta-
laktamaz inhibitorleri, florokinolonlar ve aminoglikozidlerden en az ikisine
duyarlihigin azalmasi olarak kabul edilmistir (Akalin, 2007; Paterson, 2006). ). Bu
tanima gore bizim calismamizda ise 90 P. aeruginosa susunun 46’ sinda c¢oklu
antibiyotik direnci belirlenmis ve ¢oklu antibiyotik direng orani %51 olarak
saptanmistir. Ulkemizde 2003-2004 vyillar arasinda yapilan cok merkezli iki
calismada, ¢alismamiza paralel olarak P. aeruginosa suslarinda ¢oklu antibiyotik

direng oraninin yaklasik %40 oldugu belirtiimistir (Gllay, 2005).
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P. aeruginosa suslarinin cesitli  antibiyotiklere kargi diren¢ kazanma
mekanizmalari farklidir ancak klinikte en sik karsilasilan direng beta-laktamaz
enzimleri aracihgiyla olmaktadir. Bu direng P. aeruginosa infeksiyonlarinda sik
kullanilan ajanlardan biri olan beta-laktam antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina
neden olur (Fidan vd., 2005). Erzurum’ da 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada
Gram negatif bakteriler iginde beta-laktamaz aktivitesi en ylksek Pseudomonas

spp. bulunmustur (Guler vd., 2008).

Beta-laktamazlarin hidrolitik spektrumlari, inhibitdrlere duyarhliklari, kromozom
veya plazmid kontrolinde olmalari g6z onune alindiginda farkli sekillerde
siniflandinimiglardir. Bush tarafindan onerilen sinflandirmaya goére; Grup I’ de
kromozomal beta-laktamazlardan induklenebilir 6zellikle AmpC tipi kromozomal
beta laktamazlar, Grup II' de yer alan TEM ve SHV grubu plazmid aracili beta-
laktamazlar, GSBL 6zelliginde TEM, SHV, OXA turevleri ve PER grubu, VEB-1 ve
GES-2 beta laktamazlar genis spektrumlu beta-laktamazlar ve Grup lll'de IMP ve
VIM tipi metallo-beta-laktamazlar yer alir (Fidan vd., 2005; Yuce 2001., Celiks6z
vd., 2009). Bunlar arasinda metallo-beta-laktamazlar son zamanlarda yayilmaya
baglamistir. Ozellikle  Pseudomonas ve diger Gram negatif nozokomiyal
patojenlerde in vitro olarak aztreonam disinda tium beta-laktam antibiyotikleri
hidrolize ederek genis spektrumlu beta-laktam direncine neden olmaktadir. Bu
nedenle MBL enzimini Ureten suglarin belirlenmesi ve yayilliminin dnlenmesi son

derece dnemlidir (Lee et al., 2001; Migliavacca et al., 2002).

MBL enzimi Ureten suslarin erken tanisi enfeksiyonun kontrolinde ve bu suslarin
yaylliminin énlenmesi bakimindan olduk¢a énemli olsada, henlz metallo-beta-
laktamaz enzimi tanimlanmasi igin standart bir fenotipik yéntem gelistiriimemistir.
CLSI tarafindan standardize edilmemekle birlikte, ¢ift disk sinerji testi, IPM-EDTA
kombine disk testi, MBL E-test ve modifiye Hodge testi fenotipik yéntemlerden
bazilaridir (Aktas vd., 2009). Ancak Yong ve arkadaslari, 116 Pseudomonas spp.
ve 23 Acinetobacter spp. susunda kombine disk testi ile suslarin gogunda MBL
enzimi Urettigini gostererek, bu yotemin rutin laboratuvarlarda MBL taranmasinda

kullanilabilecek bir yontem oldugunu bildirmiglerdir (Yong et al., 2002).
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Metallo-beta-laktamaz enziminin tayininde uygulanan fenotipik testlerin buyuk bir
kismi, enzimin EDTA yada 2-merkaptopropyonik asit (2-MPA) gibi metal selatorleri
tarafindan inhibisyonu temeline dayanir. Metal selatér, MBL enzimin aktif
bdlgesindeki ¢inko iyonuna baglanarak aktif bolgeden g¢inko iyonunun ayrilmasina
neden olur. Bu prensibe dayanan fenotipik testlerden bir tanesi de galismamizda

uyguladigimiz kombine disk testidir. (Lee et al., 2003).

Calismamizda uygulanan kombine disk testi sonucunda imipenem ve/veya
seftazidime direncli toplam 44 P. aeruginosa susunun 24’ U pozitif sonug vermis ve
MBL pozitifli§i %54.5 olarak saptanmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.18). Ulkemizde MBL
tarama calismalari kisith olmasina ragmen, g¢alismamiza benzer olarak Toraman
ve ark. E test yontemi ile 52 P. aeruginosa susunun 15 inde MBL pozitifligi

saptanmig ve bu oran %29 olarak belirlenmistir (Toraman vd., 2004).

istanbul’ da 2006 vyilinda yapilan bir calismada kombine disk testi ile
Pseudomonas kokenlerinde %31,1 MBL varligi tespit edilmistir (Asik, 2006).
Ankara’da Fidan ve ark. yaptigi bir baska calismada 40 P.aeruginosa susunun
ikisinde (%5) Modifiye Hodge testi ve cift disk sinerji yontemiyle MBL varligi tespit
edilmistir (Fidan vd., 2005).

Calismamizda 90 P.aeruginosa susuna ait imipenem direng orani %45.6 iken,
imipeneme direngli suslar arasinda MBL Urettigi saptanan suslarin orani %47.5
olarak belirlenmigtir. Lee ve ark., P.aeruginosa izolatlarinin %11’ inin imipeneme
direncli oldugunu ve imipeneme direngli izolatlar arasinda %8.7° sinin MBL
urettigini gostermiglerdir (Lee et al., 2002). Sonuglara bakildiginda imipeneme
direncli sus orani ile direncgli suslardaki MBL pozitifligi arasinda her iki ¢galismada

da bir paralellik oldugu gorulmustar.

Calismamizin son asamasinda kombine disk testi ile pozitif sonu¢ veren 24
P.aeruginosa susu genotipik olarak incelenmis ve uygulanan PCR analizinde
blayi geninin korunmus bolgesine 6zgu 1 cift primer kullanildi. PCR analizinde
kullanilan primer ¢ifti 261 bp’ lik Grin vermekteydi. Yapisal olarak oldukca
benzeyen VIM-1 ve VIM-2 sadece amino asit dizisi bakimindan %7’ lik bir farkhlik
gosterirken, calismamizda kullanilan primer cifti VIM-1 ve VIM-2 enzimlerinin

korunmus bdlgelerini esas alarak hazirlanmistir. PCR analizi sonunda 261 bp
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civarinda bant veren 21 pozitif sus saptanmistir (Sekil 4.19). Elde edilen bant
profilleri VIM-1 ve VIM-2 enzimlerini tasidigini bildigimiz pozitif kontrol suslari

kadar parlak olmamistir.

Calismamizda uygulanan fenotipik testin PCR analiziyle dogrulanmasina benzer
olarak, Lee ve arkadaglani 2003 yilinda, disk difuzyon yontemiyle imipenem
velveya seftazidim direngli P.aeruginosa ve Acinetobacter baumannii izolatlarina
kombine disk sinerji testi uygulamis ve sonuglari PCR analizi ile dogrulamiglardir
(Lee et al., 2003). Yunanistan’ da benzer bir ¢alismada da 2001 yilinda 15
merkezden izole edilen P.aeruginosa suslarinin 36’ sinda blayw geni agisindan
pozitif bulunurken bunlardan 26’ sinda 2-MPA ve imipenem kullanilarak

uygulanan fenotipik testler ile MBL varligi gosterilmistir (Giakkoupi et al., 2003).

MBL enzimi Ureten suslarin tespitinde kullanilabilecek uygun ydntemin
belirlenebilmesi igin MBL enziminin varlhiginin arastinidigr  yontemlerin
duyarlihiginin saptanmasi énemlidir. Kore’ de yapilan bir galismada fenotipik olarak
pozitif bulunan 29 P.aeruginosa susunda PCR analizi sonucunda, MBL enzimine
ait gen bolgesi bulundugu saptanmistir. Bdylece c¢alismada uygulanan kombine
disk testinin VIM benzeri enzim Ureten izolatlarin fenotipik tanisindaki duyarliliginin
%93.9 oldugunu belirtmiglerdir (Oh et al., 2003). Yan ve ark. 2004 yilinda
yaptiklari ¢alismada ise kombine disk sinerji testinin P.aeruginosa suslarinda
MBL enziminin fenotipik tanisindaki duyarlihdinin %87, 6zgulligunun ise %96.7
oldugunu saptamiglardir (Yan et al., 2004). Calismamizda uyguladigimiz kombine
disk testinin PCR analizi sonucuyla buylk oranda paralellik gostermesi, bu
fenotipik yontemin duyarhiliginin yiksek oldugunu ve literatirdeki calismalar ile

paralel oldugunu gostermektedir.

MBL’lari molekuler diizeyde siniflandirmak igin ¢ok sayida calismalar yapiimis ve
olusturulan filogenetik sema ile sinif B enzimleri sekans o&zellikleri ve yapisal
ozelliklerine gére (g alt sinifta incelenmistir. icinde transfer edilebilir MBL'lar olan
IMP, VIM, SPM, SIM ve GIM ailelerininde yer aldigi B1 alt sinifinda en fazla IMP
ve VIM tipi enzimler saptanmistir (Walsh et al., 2005; Luzzaro et al., 2004).

MBL geninin varhiginin énemi, hem IMP yada VIM tipi enzimleri kodlayan MBL

genlerinin integron Uzerinde mobil gen kasetlerinde yer alarak turler arasinda hizla
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yayllabilme potansiyeli tasimasi, hem de karbapenemler dahil olmak tUzere butlin
beta-laktam antibiyotiklere ve siklikla MBL enzimini kodlayan gen kasetlerinin
yaninda aminoglikozid grubu antibiyotikleri kodlayan genin varligiyla,
aminoglikozitlere direnc gelistirmesidir (Luzzaro et al., 2004). MBL enzimi Ureten
suslarin tanimlanmasi igin yukarida da belirtilen ¢alismalarda oldugu gibi
molekuler ve fenotipik yontemler birlikte kullaniimaktadir (Aktas vd., 2009; Yan et
al., 2004).

Calismamizda imipenem ve/veya sefdazidime direngli 44 P.aeruginosa susundan
21’i metallo-beta-laktamaz geni agisindan pozitif bulunmus ve MBL sikhdr % 48
olarak belirlenmistir (Sekil 4.20). Kore’ de 2000-2001 yillari arasinda imipeneme
direncli P.aeruginosa izolatlarinda metallo-beta- laktamaz sikligi %11.4 olarak
saptanmistir (Lee et al., 2002). 1997’ de yapilan bir bagka ¢alismada, karbapenem
direncli Pseudomonas suslarinda fenotipik olarak MBL enzim dretim sikhgi %24,

PCR ile MBL enzim Uretim sikhidi %9 olarak saptamiglardir (Toraman vd., 2005).

Calismamiz sonucunda PCR analizi ile blaVIM geni saptanmis 21 P.aeruginosa
susunun karbapenemlere direnci son derece yuksektir. Suslarin imipeneme direng
orani %90.5 belirlenmistir (Cizelge 4.2). Calismamiza benzer olarak, Oh ve ark.
yaptiklari ¢alismada VIM-2 pozitif olan 28 P.aeruginosa susunun hepsinin
imipeneme direngli oldugunu, sadece tek bir érnegin seftazidime duyarli oldugunu
bildirmislerdir (Oh et al., 2003).

Buglne kadar metallo-beta-laktamaz Ureten izolatlarda gbzlenen ortak
Ozelliklerden biri de bu izolatlarda seftazidim direncinin oldukc¢a yiksek olmasidir
(Senda et al., 1996). Calismamizda da benzer olarak PCR analizi sonucunda VIM
pozitif bulunan bulunan 21 P.aeruginosa susunda sefdazidime direng orani %43

gibi yuksek bir oran bulunmustur (Cizelge 4.2).

Metallo-beta-laktamazlarin  diger bir ortak 06zelligi aztreonami hidrolize
edememeleridir. Ancak bugine kadar metallo-beta-laktamaz pozitif izolatlarin
cogunlukla aztreonama da direncli olduklari rapor edilmistir (Senda et al., 1996;
Toleman et al., 2003). Calismamizda bu sonuglara benzer olarak PCR analizi ile
gOsteren sonuclar elde edilmistir. PCR analizi sonucunda VIM pozitif bulunan 21

P.aeruginosa susunda aztreonama direng orani %100 bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Calismamiz sonucunda Ankara’ daki u¢ farkh hastanenin farkli servislerinden ve
farkh klinik materyallerden izole edilen toplam 90 P.aeruginosa susunun
hastanelere ait servislere ve klinik materyallere gore dagilimlari belirlenerek,
antibiyotik duyarlilik profilleri incelendi. Ozellikle imipenem ve/veya seftazidime
duyarl suslar belirlendi ve antibiyotiklere direng gelisiminde buyuk bir dneme sahip

olan MBL enziminin varligi hem fenotipik hemde genotipik yontemlerle saptandi.

P.aeruginosa suslarinin  ¢alismamizda kullanilan  Aztreonam, Piperasilin,
Seftazidim, Sefepim, Meropenem, Iimipenem, Siprofloksasin, Amikasin,
Tobramisin, Trimetoprim/Sulfametoksazol, Tetrasiklin  antibiyotiklerine  kargi
duyarhliklarini  belirlenerek, toplam 20 antibiyotip paterni belirlendi. Toplam
P.aeruginosa suslarinda antibiyotip 9° un en yuksek antibiyotip oranini verirken
antibiyotip 1,10 ve11’ in en dusUk dizeyde oldugu goruldi (Sekil 4.4). Her Ug
hastanede de P.aeruginosa suslarinin tetrasiklin ve trimetoprim/sulfametoksazole
direng oraninin %100 oldugu, aztreonama ise ikinci sirada en ytksek direng orani
gOsterdigi goruldi. Diger antibiyotikler iginde ¢ hastaneden toplanan P.
aeruginosa suslarinin antibiyotik direng oranlarinin benzer oldugu saptanirken,
amikasin ve seftazidimin g¢alisma kapsamindaki P. aeruginosa suslarina en etkili
antibiyotikler oldugu belirlendi (Sekil 4.5; Sekil 4.6; Sekil 4.7; Sekil 4.8). Elde edilen
bu sonuglara goére 90 P. aeruginosa susunun 46’ sinda ¢oklu antibiyotik direnci
belirlendi ve c¢oklu antibiyotik direng orani %51 olarak saptandi (Cizelge 4.2).
Boylece c¢alismamiz kapsamindaki tum suglara ait antibiyotik paternlerine
incelenerek, P.aeruginosa suslarinin tedavisinde en etkili antibiyotiklerin
aminoglikozitler grubunda bulunan amikasin veya sefalosporinler grubunda yer
alan seftazidim olabilecegi belirlendi. Bdylece P. aeruginosa infeksiyonlarinin
tedavisinde antipsédomonal penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve
florokinolonlarla beraber infeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozidlerin de

eklenerek kombine tedavinin yapilabilecegi saptandi.

Calismamizda P. aeruginosa suslarinin antibiyotik paternlerine gére imipenem
ve/veya seftazidime direngli suslar belirlendi ve MBL enziminin tanimlanmasinda
kullanilan fenotipik yontemlerden biri olan kombine disk testi uygulandi. imipenem
velveya sefdazidime direncli 44 P. aeruginosa susundan 24’ inde MBL enzimi
tespit edildi (Cizelge 4.4; Sekil 4.17).
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Metallo-beta-laktamaz enzimlerinin basta nonfermentatif bakteriler olmak Uzere
diger Gram negatif basiller arasinda da hizla yayildigi bilinmektedir. Pseudomonas
aeruginosa kokenlerinde MBL’ lere bagli olarak ortaya g¢ikan imipenem direnci
%30’ lara ulasmistir. Bu nedenle birgok beta-laktam antibiyotigine karsi direng
gelistrmede oOnemli bir rol oynayan MBL enziminin tanimlanmasi direng
yaylliminin kontrol edilmesi bakimindan oldukga énemlidir. Metallo-beta-laktamaz
ureten P.aeruginosa suslarinin  ¢odunda, beta-laktam direnci yaninda
aminoglikozitlere ve florokinolonlara direng de géze garpmaktadir. Bu izolatlarda
MBL enziminin yani sira sefalosporinaz, aktif ilag atim pompalari veya dis
membran gegcirgenliginin diguk olmasi gibi ikinci bir diren¢ mekanizmasi da
bulunabilmektedir. Bu nedenle rutin laboratuvarlar ¢alismalarinda, kombine disk
testi gibi fenotipik yontemlerden birinin uygulamaya sokulmasi ve rutin hale
getirilmesi direngli suslarin kontrolu agisindan fayda saglayacaktir. Calismamizda
MBL enziminin tespiti amaciyla kullandigimiz fenotipik yontemlerden biri olan
kombine disk testi, ¢cok basit ve pratik olarak uygulanabilecek, etkili bir yontemdir.
Halen metallo-beta-laktamazlarin tanisinda guvenilirliligi kabul edilmis bir testin
olmamasi da metallo-beta-laktamaz igeren pek ¢ok izolatin gézden kagmasina
neden olmaktadir (Fidan vd., 2005; Walsh et al., 2005).

Son zamanlarda metallo-beta-laktamaz Ureten P.aeruginosa suslarinin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinin oldukga sinirli olmasi nedeniyle, bu enzimi
ureten suslarin ozellikle hastane ortaminda yayilimasinin dnlenmesi son derece
onem tasimaktadir (Lee et al., 2003). Bu nedenle MBL varliginin epidemiyolojik
risk olusturdugu hastanelerde gerek tedavinin yonlendiriimesi gerekse zaman ve
maliyet acisindan vyarar saglayacagindan fenotipik yodntemlerin ve PCR
calismalarinin rutin olarak kullanilmasi gerekmektedir. Fenotipik test ile pozitif
bulunan izolatlarin PCR analizi, hibridizasyon teknigi ve sekans analizi gibi
molekuler testlerle mutlaka dogrulanmasi gerektigi belirtiimektedir. (Fidan vd.,
2005; Walsh et al., 2005). Ancak rutinde uygulanan bu fenotipik yontemlerin, s6z
konusu suslarin 6n tespitinde etkili olucak ve bu suslarin kontrol altina

alinmasina katki saglayacaktir.

Calismamizin son asamasinda ise fenotipik olarak varligi belirlenen 24 P.

aeruginosa susunda PCR metodu ile blaVIM genleri arastirildi. Molekuler
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inceleme sonucunda toplam 21 6rnekte MBL genin varligi ortaya kondu (Sekil
4.19). Calismamizda MBL enziminin varligini belirleyen fenotipik ve genotipik
testler arasinda bir uyum goruldi ve sonuglar literatir galismalariyla desteklendi.
MBL enzimi Urettigi saptanan 21 P.aeruginosa susunun hastanelere gore dagilim
oranlari incelendiginde, en yuksek oranin Hastane 2’ de goruldugu belirlendi (Sekil
4.21). MBL enzimi drettigi saptanan 21 susa ait antibiyotip paternleri
incelendiginde, Hastane 1’ de gorulen MBL pozitif P. aeruginosa suglarin siklikla
antibiyotip 12 ve antibiyotip 14 paternlerini, Hastane 2’ de saptanan MBL pozitif
suslarin genelinde ise butun antibiyotiklere direng gosteren antibiyotip 20 paternini
verdigi dikkat ¢ekti. Calismadaki tim P. aeruginosa suslarina gore belirlenmis olan
amikasin veya seftazidim ile tedavi seceneklerinden farkli olarak, bu suslara
piperasilin veya siprofloksasinin de etkili olabilecegi belirlendi. Ayrica bu suslarin
izole edildigi servis ve klinik materyallere gére dagilim orani belirlendiginde en sik

genel yogun bakim Unitesinden ve idrar 6rneklerinden izole edildigi belirlendi.

Ankara’ daki ve Turkiye’ deki MBL enzimi Ureten suslarin belirlenmesi ve kontroli
ile ilgili olarak daha ileri arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Sonug¢ olarak
hastane infeksiyon etkeni olarak P. aeruginosa suslarinda Utlke genelinde ve tum
dinyada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da ylksek oranda antimikrobiyal direng
ve c¢ogul direng oOzellikleri gortilmektedir. P. aeruginosa, bircok antibiyotige karsi
dogal olarak direncli olmasinin yaninda antibiyotiklere karsi gelistirdigi kazaniimig
direng oranlar giderek artmakta, boylece tedavisi guglesen ve hayati tehdit eden
birgcok hastaliga neden olmaktadir. Diren¢ gelisimi 6zellikle spesifik antibiyotik
kullanimi sonrasi gelismekte ve hastadan hastaya direncli suslarin yayillimina
neden olmaktadir. Tedavide kullanilan g¢esitli antibiyotiklere karsi gelisen
direncglerin bir araya gelmesi ve antibiyotikler arasinda c¢apraz direng gelisimi,
coklu antibiyotik diren¢ sorununu ortaya koymaktadir (Aloush et al., 2006). Coklu
antibiyotik direncli ve hastane enfeksiyonu etkeni olan P. aeruginosa suslarinin
neden oldugu enfeksiyonlar yiksek morbidite ve mortalite ile sonug¢landigindan,
yiksek maliyet olusturmaktadir (Ustin, 2007). Bu baglamda bu suslarin
belirlenmesi ve yayiliminin énlenmesi gerekir. Ulkemizde de bu hizli yayilimin
belirlenebilmesi igin ¢ok merkezli calismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
Karbapenem kullaniminin gerekli oldugu Unitelerde hizli, basit, duyarliik ve

O6zgulligu yuksek iyi bir fenotipik tarama metodu ile MBL enzimi Ureten bakterilerin
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erken ve dogru bir sekilde tespit edilerek, bu bakterilerin kontrolsuz yayilimlarinin
sinirlanmasina gerekmektedir. Calismamizda Ankara’ da bulunan 3 farkh
hastaneden toplanan P. aeruginosa suslari arasinda MBL enzimine sahip suslarin
belirmesi ve bu suslarin ylksek antibiyotik direng orani vermesi, bu suslarla

mucadelede etkin ¢ozum yollarinin bulunmasi gerektigini géstermektedir.
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