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OZET

Bu calisma nonfermentatif gram negatif bakterilerde metallo-beta-
laktamaz (MBL) varliginin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile en uyumlu fenotipik testin saptanmasi
amaciyla yapildi.

Calismaya Haziran 2011 — Haziran 2012 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji
Laboratuvar’'na gonderilen gesitli klinik orneklerden izole edilen; Phoenix
(Becton Dickinson, Amerika Birlesik Devletleri) otomatize bakteri tanimlama
ve duyarlilik test sisteminde imipenem (IMP) ve/veya meropeneme (MRP)
CLSI kriterlerine gore direncgli bulunan 35 Pseudomonas ve 35 Acinetobacter
susu alindi.

MBL varhgini belirlemek icin modifiye Hodge test (MHT), Etest, cift
disk sinerji testi (CDST), kombine disk testi (KDT); ayrica blaIMP, blaVIM,
blaNDM, blaSPM genlerini saptamak i¢in PCR kullanildi.

Acinetobacter izolatlarinin timu IMP, MRP, seftazidim (CAZ) ve
piperasilin-tazobaktama; Pseudomonas izolatlarinin ise %85,7’si IMP,
%88,5'i MRP, %54,2'si CAZ , %45,7'si piperasilin-tazobaktama direncli
bulundu. Cok ilaca direngli Acinetobacter turleri %88,5, Pseudomonas turleri
%28,5 saptandi.

Acinetobacterlerin 29'unda (%82,8) Etest, 16’sinda (%45,7) MHT,
14’Gnde (%40) CDST, 5’'inde (%14,2) KDT ile; Pseudomonaslarin 6’sinda
(%17,1) KDT, 5’inde (%14,2) CAZ-MPA CDST, 4’inde (%11,4) IMP-EDTA
CDST, 2’'sinde (%5,7) Etest, 1’inde (%2,8) MHT ile MBL pozitifligi bulundu.

PCR ile Acinetobacter ve Pseudomonas suslarinin higbirinde
blaSPM ve blaNDM pozitifligi saptanmadi. Sadece 3 P. aeruginosa izolatinda
(%8,5) blaIMP, 33 Acinetobacter izolatinda (%94,2) ise blaVIM pozitif
bulundu.

PCR sonuglari ile en uyumlu fenotipik testler Pseudomonas izolatlari
icin IMP-EDTA CDST (duyarlihlk %100, o6zgullik %96); Acinetobacter



izolatlar icin Etest (duyarlihk %84,8; ozgulluk %50) olup; bu testlerin
molekuler yontemlerle mutlaka dogrulanmasi gerekse de yapilamadigi
durumlarda laboratuvarimizda MBL tanisinda kullanilabilecedi kanisina

varildi.

Anahtar kelimeler: Metallo-beta-lactamase, Pseudomonas,

Acinetobacter, PCR



SUMMARY

Investigation of Metallo-beta-lactamase Presence by Phenotypic and
Genotypic Methods In Nonfermentative Gram Negative Bacteria

The aim of this study was to investigate the presence of metallo-
beta-lactamase (MBL) by phenotypic and genotypic methods in
nonfermentative gram negative bacteria and to determine the most
compatible phenotypic method with polimerase chain reaction (PCR).

35 Pseudomonas spp., 35 Acinetobacter spp. strains isolated from
various clinical specimens sent to Uludag University Medicine Faculty
Medical Microbiology laboratory between the dates of January 2011-January
2012 that were resistant to imipenem (IMP) and/or meropenem (MRP) by
Phoenix (Becton Dickinson, United States of America) automated bacteria
identification and susceptibility testing system according to CLSI criteria
included in the study.

Modified Hodge test (MHT), Etest, double disc synergy test (DDST),
combined disc synergy test (CDST) were used to determine the presence of
MBL and PCR was performed to detect blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaSPM
genes.

While all Acinetobacter spp. strains were found to be resistant to
IMP, MRP, ceftazidime (CAZ) and piperacillin-tazobactam, the resistance
rates of Pseudomonas spp. were 85,7% for IMP, 88,5% for MRP, 54,2% for
CAZ and 45,7% for piperacillin-tazobactam. 88,5% of Acinetobacter spp. and
28,5% of Pseudomonas spp. were determined to be multi-drug resistant.

For Acinetobacter spp. strains, 29 isolates (82,8%) by Etest, 16
isolates (45,7%) by MHT, 14 isolates (40%) by DDST, 5 isolates (14,2%) by
CDST were found as MBL positive; on the other hand for Pseudomonas
strains 6 isolates (17,1%) by CDST, 5 isolates (14,2%) by CAZ-MPA DDST,



4 isolates (%11,4) by IMP-EDTA DDST, 2 isolates (5,7%) by Etest, 1 isolate
(2,8%) by MHT were found as MBL positive.

blaSPM and blaNDM positivity was not detected neither
Acinetobacter nor Pseudomonas strains by PCR. blaIMP was found positive
in only 3 (8,5%) P. aeruginosa isolates and blaVIM was found positive in 33
(94,2%) Acinetobacter isolates.

The most compatible phenotypic tests with PCR results were IMP-
EDTA DDST (sensitivity 100%, spesifity 96%) for Pseudomonas isolates, and
Etest (sensitivity 84,8%, spesifity 50%) for Acinetobacter isolates. These
tests must be confirmed by molecular methods; however at our laboratory
they can be used to detect MBL in the situations that molecular methods

couldn’t be performed.

Key words: Metallo-beta-lactamase, Pseudomonas, Acinetobacter,
PCR



GIiRIS

Beta-laktam antibiyotikler bakterilerin transpeptidaz ve
karboksipeptidaz enzimlerini inaktive ederek hucre duvar sentezini inhibe
ederler (1). Bu antibiyotiklere kargi gelisen direngte en 6nemli mekanizma,
beta-laktamaz enzimleri ile antibiyotigin beta-laktam halkasindaki siklik amid
baginin pargalanmasidir.

Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri
hidrolize edebilen c¢esitli beta-laktamaz enzimleri bulunmaktadir. Yapisal
olarak 4 gruba ayrilan beta-laktamazlardan A, C ve D grubundakilerin aktif
bdlgelerinde serin aminoasidi; B grubu enzimlerin aktif bélgelerinde bir veya
iki ginko (Zn*?) iyonu yer alir. Zn*? iyonu tasiyan bu metalloenzimler,
monobaktamlar digindaki tum beta-laktam antibiyotikleri hidrolize etme
yetenegine sahiptirler. Diger antibiyotik gruplarinin ¢oguna direncli
bakterilerle olusan ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir segenek olan
karbapenem grubu antibiyotiklere kargi diren¢ gelisiminde de metallo-beta-
laktamazlar (MBL) 6nemli yer tutmaktadir (2).

Baslangicta gram pozitif bakterilerde ve Bacteroides fragilis,
Stenotrophomonas maltophilia gibi firsatgi gram negatif basillerde
kromozomal enzimler olarak tanimlanan MBL’lari kodlayan genler; 1990’larda
mobil DNA elemanlari Uzerinde de bulunmus ve bu genlerin dnemli gram
negatif patojenler arasinda hizla yayilimiyla klinik énemleri artmigtir (3).
Ulkemizde ilk kez bir Pseudomonas aeruginosa izolatinda saptanan MBL
2004 vyiinda raporlanmistir (4). MBL’lari kodlayan genlerin bulundugu
integronlarda  aminoglikozit,  kloramfenikol  gibi  antibiyotiklere  ve
dezenfektanlara direnci kodlayan ek gen kasetleri de taginabildiginden ayrica
MBL’lara kargi klinik kullanimi olan herhangi bir inhibitor madde
bulunmadigindan tedavide ciddi sikintilar ortaya g¢ikmaktadir (3). Bu
nedenlerle MBL Ureten mikroorganizmalarin laboratuvarlarda saptanmasi

klinik agidan son derece dnemlidir.



Rutinde kullanilan duyarhlik testleri MBL varligini gostermek igin
yeterli olamamaktadir. MBL varliginin arastiriimasi icin Clinical and
Laboratory Standarts Institue (CLSI)'nin 6nerdigi herhangi bir standart
yontem yoktur. En glvenilir olan MBL’larin molekiler yontemler ile gen
dizeyinde arastiriimasidir. Rutin kullanimda bu yontem pratik olmadigindan
MBL’larin bazi bilegiklerle inhibisyonuna dayanan cesitli fenotipik metotlar
geligtirilmigtir (5).

Bu c¢alismada Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda gesitli orneklerden izole edilen nonfermentatif
gram negatif bakterilerde MBL Ureten suslarin sikhgini fenotipik ve genotipik
yontemlerle arastirmak ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile en uyumlu

fenotipik testi saptamak amaclanmistir.

Nonfermentatif Gram Negatif Bakteriler

Fermentatif bakteriler hem aerop hem de anaerop ortamda
karbonhidratlari parcalayip asit ve gaz olustururken, nonfermentatif bakteriler
karbonhidratlara anaerobik ortamda etkisizdirler; aerobik ortamda ise kismen
(oksidatif) ya da hig (nonoksidatif) etki etmezler (6).

Cevrede yaygin olarak bulunan nonfermentatif gram negatif basiller
aeropturlar, spor olugturmazlar ve minimal Ureme kosullarinda ureyebilirler.
Bu mikroorganizmalarin yasamlarini hastane ortaminda da surdurebilmeleri
ve siklikla kullanilan antibiyotiklere direnc¢li olmalari nedeniyle hastane
enfeksiyonlarinda énemleri giderek artmaktadir (7).

Nonfermentatif bakteriler, immunsliprese bireylerde kolonize
olduklarinda ya da travma sonucu vicuda girdiklerinde enfeksiyona yol
acabilirler. Klinik orneklerden izole edilen gram negatif basillerin beste
birinden daha azini olustursalar bile neden olduklari hastane enfeksiyonlari
ile 6Gnem kazanmaktadirlar (8).

Nonfermentatif bakteriler iginde birgok cins bulunur: Achromobacter,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Balneatrix, Bergeyella,

Bordetella, Brevundimonas, Burkholderia, Chryseobacterium, Empedobacter,
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Flavobacterium, Moraxella, Myroides, Oligella, Pseudomonas, Roseomonas,
Shewanella, Weeksella vb. En sik karsilasilan nonfermentatif gram negatif

bakteriler P. aeruginosa ve Acinetobacter turleridir (9).

Pseudomonas Cinsi Bakteriler

Pseudomonas turleri 0.5-1 x 1.5-5 mikrometre boyutlarinda, sporsuz,
genellikle hareketli gram negatif ¢omaklardir. Zorunlu aerop olarak
tanimlanmalarina karsin elektron alicisinin nitrat veya arjinin oldugu
durumlarda anaerop olarak da Ureyebilirler. Sitokrom oksidaz pozitif
olmalariyla Enterobacteriaceae turlerinden ayrilirlar. Bazi turler kilturlerde
karakteristik yayilabilen pigmentler (mavi renkli piyosiyanin, sari-yesil renkli
piyoverdin, kirmizi-kahverengi piyorubin) uretirler. Cevrede yaygin olarak
bulunmalarina karsin normal, saglklh bireylerin deri ve mukozalarinda
nadiren rastlanirlar (10). Bu cins i¢indeki en 6nemli tir P. aeruginosa olup
hastane patojenleri icinde en sik besinci ve gram negatif bakteriler icinde
Escherichia coliden sonra en sik ikinci etkendir (6). Diger o6nemli
Pseudomonas turleri P. putida, P. fluorescens ve P. stutzeri'dir.

P. aeruginosa yapisal bilesenler, toksin ve enzimler gibi birgok
virllans faktorine sahiptir. Flajella, pili, lipopolisakkakrit ve aljinat konak
hicreye yapismayi kolaylastirir. Bir polisakkarit olan ve kapsulde yer alan
aljinat, organizmay fagositozdan ve antibiyotiklerin etkisinden korur; Kistik
fibrozlularda enfeksiyon olusumunda 6nemlidir. Bu hastalarin gram boyali
preparatlarinda etrafi koyu pembe boyanan (aljinat) gram negatif basillerin
gorulmesi mukoid Pseudomonas suglarinin gostergesi olabilir.

Okaryotik hiicrelerde protein sentezini bozan ekzotoksin A;
piyosiyanin, piyoverdin pigmentleri; ektima gangrenozumla ilgili elastaz
enzimi; hemolizin, proteaz, fosfolipaz C, ekzoenzim S ve T diger virllans
faktorleridir.

Cok az besine gereksinim duymalari, genis sicaklik araliklarini (4°C-
42°C) tolere edebilmeleri, birgok antibiyotik ve dezenfektana direngli olmalari

nedeniyle Pseudomonas’ar dogada yaygin olarak bulunurlar. Ozellikle genis
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spektrumlu antibiyotiklerle tedavi olan, solunum cihazi kullanan, hastanede
uzun sure yatan hastalarin solunum ve gastrointestinal sisteminde kolonize
olabilirler.

Pek cok virtlans faktdrine sahip olan P. aeruginosa firsatgi patojen
bir mikroorganizmadir. Enfeksiyon olusturabilmesi i¢in konak faktorleri 6Gnem
tasir (genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, normal barsak florasinin
baskilanmasi, deri buatunlGgunun bozulmasi, bagisiklik sisteminin cesitli
nedenlerle baskilanmasi).

Hastane enfeksiyonlarinin  énde gelen etkenlerinden P.
aeruginosa’nin neden oldugu baslica klinik tablolar solunum yolu, deri ve
yumusak doku, uriner sistem, kulak, géz enfeksiyonlari ve bakteriyemidir.

Solunum yolu enfeksiyonlari: P. aeruginosa asemptomatik
kolonizasyondan akciger parankiminde nekroza kadar gidebilen farkl klinik
tablolardan  sorumludur. Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda
bronkopnémoninin mortalitesi %70’lere varabilmektedir. Kistik fibrozlu
hastalarin orneklerinden izole edilen mukoid kokenler birgok antibiyotige
direncli oldugundan eradikasyonlari zordur (10). Bu hasta grubunun kronik
akciger enfeksiyonlarinda en 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir (11).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari: Yanik yaralarinda en énemli
enfeksiyon etkeni P. aeruginosa’dir. Kontamine su ile temas sonucu olusan
folikdlitler, su ile sik temasa bagh tirnak enfeksiyonlari, penetran travma
sonucu olusan osteokondrit P. aeruginosa’nin neden oldugu diger deri ve
yumusak doku enfeksiyonlaridir.

Uriner sistem enfeksiyonlari: Genellikle uzun siireli Griner kateter
uygulanan hastalarda gorulmektedir.

Kulak enfeksiyonlari: P. aeruginosa siklikla yizmenin énemli risk
faktord oldugu eksternal otitin (yuzicu kulagi); ayrica yasl ve diyabeti olan
kisilerde gorulen, komsu kraniyal dokunun invazyonuna yol agabilen malign
eksternal otitin etkenidir.

Goz enfeksiyonlari: Korneanin travmasi ve kontamine su ile temasi

sonucu olugur; tedavi edilmezse korneal Ulser ve goz kaybi gelisebilir.



Bakteriyemi: Notropenili, diyabetli, genis yanigi olan hastalarda ve
hematolojik malignensilerde daha sik gozlenir. Hastalarin ¢gok az kisminda
ektima gangrenozum denen karakteristik eritematoz deri lezyonlar gelisir.

P. aeruginosa hematojen yayllim ile endokardit, menenijit, beyin
apseleri, kemik ve eklem enfeksiyonlari gibi diger klinik tablolara da neden
olabilmektedir.

Klinik érneklerde daha nadir bulunan P. fluorescens, P. putida ve P.
stutzeri turlerinin saptanmasi durumunda klinik tablonun sorgulanmasi
gerekir; gecici kolonizasyon, ornek alimi veya laboratuvar uygulamalar
sirasinda bulas nedeniyle bu turlerin izole edilebilecegi akilda tutulmahdir.

Pseudomonas turleri kanh agar, MacConkey agar gibi rutin kati
besiyerlerinde  kolaylikla  Urerler, buyyonda Ureme ise oksijen
konsantrasyonunun en fazla oldugu yuzeyde gerceklesir. P. aeruginosa
genelde kenarlari girintili ¢ikintil olan kolonileri, beta-hemolizi, Uzimsu
kokusu, oksidaz pozitifligi, 42°C’de Ureyebilme 6zelligi, piyoverdin ve sadece
bu turde olan piyosiyanin pigmenti ile rahatlikla taninabilirse de diger turlerin
tanimlanabilmesi icin ek testler gerekebilir (10). Bazi P. aeruginosa
kolonilerinin mukoid, duzgun ve cuce (kuguk koloni varyanti) gorunumlu
olabilecegi de hatirda tutulmalidir (12).

P. fluorescens ve P. putida’nin belirgin koloni morfolojisi ve kokusu
yoktur. P. fluorescens, P. putida’dan 4°C’de Ureyebilmesi ve jelatini hidrolize
edebilmesi ile ayirt edilebilir. P. stutzeri pek ¢ok besiyerinde kuru, burusuk,
agara yapisik, sari-kahverengi koloniler olusturabilir; diger turlerden farkh
olarak nisastayi hidrolize eder (13).

Pseudomonas enfeksiyonlarinin  tedavisi  bakterinin  birgok
antibiyotige direncli olmasi nedeniyle zordur. Monoterapi genellikle etkisizdir
ve direngli kdkenlerin gelisimine neden olur. Tedavi sirasinda duyarh suslar
bile antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin induklenmesi, dis membran
proteinlerini kodlayan genlerde mutasyon veya plazmid aracili direng aktarimi
ile direngli hale gecebilir. Tedavide basari igin etkili antibiyotiklerin

kombinasyonu (aminoglikozid-beta-laktam antibiyotikler) gereklidir (10).



Acinetobacter Cinsi Bakteriler

Acinetobacter turleri hareketsiz, kisa, tombul, logaritmik Ureme
fazinda 1-1.5 ile 1.5-2.5 ym boyutlarinda, duragan fazda kokoid goériinimde
olan; gram negatif (bazen dekolarizasyona direngli) basillerdir. Ciftler ya da
kUmeler halinde gorultrler. Gram boyanma degiskenligi, hucre boyut ve
dizenlenmesinde cesitlilik siklikla saf kiltirde bile goézlenebilir. Zorunlu
aerop, sporsuz, oksidaz negatif ve katalaz pozitif mikroorganizmalardir (14).
Oksidaz negatif olmalari ile Neisseria ve Moraxella turlerinden, nitratlari
redukte  etmemeleri ve  anaerobik sartlarda  Urememeleri ile
enterobakterilerden ayirt edilebilirler (9).

Acinetobacter cinsi icinde 11’ isimlendirilmis 25 genomik tur bulunur.
A. calcoaceticus-baumannii kompleks laboratuvarda zor ayirt edilen 1,2,3 ve
13 genom turlerini icerir. DNA gruplarinin fenotipik ayrimi zor oldugundan
Acinetobacter turleri sakkarolitik (en sik A. baumannii) ve asakkaralotik (en
sik A. lwoffii ve A. haemolyticus) olmak Uzere 2 grupta incelenirler (15).

Bazi nadir suslar disinda Acinetobacter suslarinin buylk bir
cogunlugu tek bir karbon ve enerji kaynagi iceren basit mineralli
besiyerlerinde Ureyebilir. Kiltdr igin tavsiye edilen sicaklik 30°C olmakla
birlikte siklikla izole edilen genomik tlrler 37°C ve Uzerinde (Urerler.
Acinetobacter kolonileri genelde duzgln, bazen mukoid, donuk sar1 ve gri-
beyaz renktedir. Bazi ¢evresel suslarin difiize olabilen kahverengi pigmenti
de tanimlanmistir. Koloni boyutlari Enterobacteriaceae ailesinin Uyelerine
benzer; bazi klinik izolatlar koyun kanli agarda hemoliz yapabilir (14).

Acinetobacter cinsi bakteriler nispeten dusuk dizey patojenler olarak
kabul edilmektedir. Ancak (i) L-ramnoz, D-glukoz, D-glukuronik asit ve D-
mannozdan olusan; bakteriyi fagositozdan koruyan polisakkarit kapsul varhgt,
(i) fimbria ve/veya kapsduler polisakkarit varliginda insan epitelyal hlcrelerine
yapisma 0zelligi, (iii) doku lipidlerini hasarlayabilen enzimlerin UGretimi, (iv)
hicre duvarinin lipopolisakkarit bileseninin potansiyel toksik etkisi ve lipid A
varhigi enfeksiyondan sorumlu suslarin virtlansini arttirabilir. Acinetobacter

septisemisinde gozlenen semptomlardan muhtemelen in vivo endotoksin

6



dretimi sorumludur. Bazi Acinetobacter suslarinin aerobaktin ve demirle
baskilanabilen dis membran reseptor proteinleri gibi sideroforlar Urettigi de
gOsterilmigtir.

Acinetobacter turleri gevre (toprak, gida, su, esya, hava, lagim vb)
disinda normal saglikli populasyonun florasinda da bulunabilmektedir (9). A.
johnsonii, A. lwoffii ve A. radioresistens gibi asakkarolitik ttrler cildin yani sira
orofarenks ve vajinada kommensal olarak yer alirlar. Hastane kaynakli
enfeksiyonlardan en sik izole edilen tir A. baumannii’dir. Antimikrobiyal ¢oklu
direng kazanma ve dig ortamda bir¢ok yuzeyde canli kalma yetenegi bu
bakterinin hastane enfeksiyonlarindaki 6nemini arttirmaktadir.

A. baumannii solunum sistemi (6zellikle ventilator ile iligkili pndmoni),
bakteriyemi, Uriner sistem ve yara enfeksiyonlari, endokardit, menenijit,
osteomiyelit, artrit, peritonit, korneal perforasyon gibi klinik tablolarla
iligkilendirilmistir.

Ventilator ile iliskili pndmonide risk faktorleri antibiyotik tedauvisi,
cerrahi girigsim, yabanci cisim uygulamalari, mekanik ventilasyon ve yogun
bakim Unitesinde yatigtir. Yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarin sindirim
sisteminin, nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu olan ¢oklu ilaca direngli A.
baumannii i¢in rezervuar oldugu gosterilmis ve fekal slirveyans programi
onerilmigtir.

A. lwoffii diger Acinetobacter tlrlerine gore menenjitle daha fazla
iligkilendirilmigtir (15). Menenjit olgularinin ¢ogunda lomber ponksiyon,
ventrikUlografi gibi cerrahi girisim dykusu bulunmaktadir.

Uriner sistem enfeksiyonlari en sik yash debil hastalar ile yogun
bakim Unitelerinde yatan ve kalici idrar kateteri bulunan hastalarda gorultr.

Tanida gram boyali preparat incelemesinde hem gram negatif hem
de dekolarizasyon zorlugu nedeniyle gram pozitif boyanabilecegi, Ureme
fazina gore morfolojisinin degisebilecedi hatirda tutulmahdir.

Acinetobacter turlerinin izolasyonunda genellikle Eosin-Metilen-Blue
(EMB) ve kanh agar gibi rutin besiyerlerinin yani sira Herellea agar, Leeds
Acinetobacter Medium (LAM) gibi segici ve ayirt edici besiyerleri de

kullanilabilir. Tani igin gesitli fenotipik identifikasyon semalari tanimlanmis
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olmakla birlikte farkli genomik tarlerin fenotipik identifikasyonunda tek veya
birkag test yeterli olmamakta; kesin tiplendirme igin gegitli ticari sistemler,
plazmid profilleri ve PCR gibi molekuler yontemlerden yararlaniimaktadir.
Trimetoprim-sulfametoksazol, karbapenemler, tikarsilin-klavulanat,
ampisilin-sulbaktam, doksisiklin ve kinolonlar Acinetobacter tirlerinin goguna
etkili olabilmektedir (9). Bununla birlikte hastane salginlarinda karbapenem
ve kolistin direnci de dahil ¢oklu direngli suslar giderek yayginlagmakta ve
tedavi zorlasmaktadir. A. baumannii klinik izolatlarina in vitro aktivitesi umut
veren tigesikline karsi da direng bildirilmigtir. Plazmid ya da kromozom
kaynakli beta-laktamazlar, dis membran proteinleri ile penisilin baglayan
proteinlerde (PBP) degisiklikler ve efliks pompasi beta-laktam direncinden
sorumlu mekanizmalardir. Acinetobacter turlerinde karbapenem direncinden
supheleniliyorsa intravendz kolistin ile rifampin ve imipenem kombinasyonu
onerilmektedir (16). Asil 6nemli nokta diren¢g konusunda bodlgesel farklar
nedeniyle klinik olarak énemli her sus icin in vitro duyarhlik test sonuglarina

gore 6zgul tedavinin planlanmasidir.

Beta-Laktam Antibiyotikler

Guvenli olmalar, etki spektrumlarinin genis olmasi ve kimyasal
yapilarinda degisikliklerle aktivitelerinin arttirilabilmesi nedeniyle beta-laktam
antibiyotikler, toplam antibiyotik kullaniminin %60’in1 olusturmaktadir (17). Bu
gruptaki antibiyotiklerin ortak 6zelligi gruba adini veren dort Gyeli bir beta-
laktam halkasi icermeleridir. Bu halkaya baglanan farkh gruplar her bir beta-
laktam antibiyotik ¢esidine farkh 6zellikler kazandirmaktadir.

Beta-laktam antibiyotikler, bakteri hicre duvarindaki peptidoglikan
sentezinde gorevli transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerini diger adiyla
PBP’leri inhibe ederek etki gosterirler. PBP’lerin inhibisyonu bakterinin
ozmotik guglere dayanmasini engelleyerek lizisine neden olur (1). Beta-
laktam antibiyotikler ayrica peptidoglikan tabakanin hidrolize edilmesini
saglayan bakteriyel otolizinlerin Uzerindeki inhibitér baskiyr da kaldirarak

antibakteriyel etkinlik gostermektedir.



Beta-laktam antibiyotikler penisilinler, beta-laktamaz inhibitorleri
(klavulonat, sulbaktam, tazobaktam), sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler olmak Uzere baslica beg grupta toplanirlar:

Penisilinler: Temel yapiyl bir beta-laktam halkasi, bir tiyazolidin
halkasi ve degisen yan zincir olusturmaktadir. Antibakteriyel etkinliklerine
gore dogal penisilinler, penisiliniza direngli penisilinler, aminopenisilinler,
karboksipenisilinler ve acil Ureidopenisilinler olmak Uzere bes grupta
incelenebilirler.

En eski antibiyotiklerden olan dogal penisilinler beta-laktamaz
uretmeyen gram pozitif bakterilere, anaeroplara ve Neisseria gibi segilmis
gram negatif koklara oldukga etkilidir. Penisilinaza direngli penisilinler,
penisiline direncli Staphylococcus aureus ve S. epidermidis igin secilecek ilag
olup streptokoklara da etki ederler. Aminopenisilinler, dogal penisilinlerin
spektrumuna ek olarak beta-laktamaz Uretmeyen gram negatif koklara ve
enterobakterlere; karboksipenisilinler ve Ureidopenisilinler ise ampisiline
direncli P. aeruginosa gibi gram negatif basillere etkilidirler.

Beta-laktamaz inhibitorleri: Zayif antibakteriyel etkileri olan; asil
etkinliklerini beta-laktamazlarin aktif bolgesine geri donligumsuz baglanip,
inhibe ederek gosteren maddelerdir (klavulonat, sulbaktam ve tazobaktam).
Bu nedenle intihar molekilleri olarak adlandirilirlar. Glinimuzde Kklinik
kullanimda olan bes beta-laktam+beta-laktamaz inhibitori kombinasyonu
bulunmaktadir: Amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin-sulbaktam, sefoperazon-
sulbaktam, tikarsilin-klavunat ve piperasilin-tazobaktam. Etki spektrumlarina
stafilokok penisilinazlari, E. coli, gonokoklar gibi gram negatif bakterilerin
TEM, SHV, OXA, PSE gibi beta-laktamazlari girmektedir. P. aeruginosa,
Citrobacter gibi gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen kromozomal
sinif | beta-laktamazlara etkisizdirler (18).

Sefalosporinler: Yapilarinda penisilinlerdeki tiyazolidin yerine
dihidrotiyazin halkasi bulunur. Bu halkanin beta-laktam halkasiyla
birlesmesiyle sefem c¢ekirdegi olusur. Sefem halkasinin 1., 3. ve 7.
pozisyonlarina yapilan eklemelerle tarevleri olusturulur. Mikrobiyal etki

spektrumuna gore sefalosporinler dort kusakta incelenmektedir.
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Birinci kusak sefalosporinler enterokoklar, metisiline direngli S.
aureus (MRSA) ve ylUksek duzey penisilin direngli pnédmokoklar diginda tim
gram pozitif koklara etkilidirler. Sefalotin stafilokokkal beta-laktamazlara
direnci nedeniyle stafilokoklara; sefazolin ise Klebsiella tirlerine ve E. coli'ye
daha fazla etkindir.

ikinci kusak sefalosporinlerin gram negatif basil etkinlikleri arttirilmis
olup gram pozitif bakterilere etkinlikleri degiskenlik gdsterir. Solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde en seckin gruptur. Bu grupta bulunan
sefemisinler, gram negatif anaerop bakterilere de etkilidirler.

Uglincli kusak sefalosporinlerin gram negatif etkinlikleri gok gugli
iken gram pozitif etkinlikleri azalmistir. Beyin omurilik sivisina (BOS) kolay
gecebilme oOzelligindedirler. Bu grupta digerlerinden farkli olarak P.
aeruginosa etkinligi gucli olan seftazidim, sefoperazon gibi antibiyotikler
bulunur.

Doérdincl kusak sefalosporinlerin diger sefalosporinlerden en dnemli
farki indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL) ve bazi genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) salgilayan bakterilere etkili olmasidir. Diger sefalosporinler
gibi MRSA ve enterokoklara etkinlikleri yoktur (19).

Monobaktamlar: Dogal monosiklik (sadece beta-laktam halkasi
olan) antibiyotiklerdir. PBP’lere zayif baglanmalari nedeniyle gram pozitif ve
mutlak anaerop mikroorganizmalara etkisiz olup yalniz gram negatif aerobik
bakterilere etkilidirler. Tedavide kullanima giren tek monobaktam
aztreonamdir. Serin beta-laktamaz ve MBL enzimleri tarafindan hidrolize
edilememekle birlikte GSBL’ler tarafindan hidrolize edilmektedir. Bu nedenle
ciddi olgularin ampirik tedavisinde tek bagina kullaniimasi énerilmemektedir.

Karbapenemler: Bilinen en genis antibakteriyel etki spektrumuna
sahiptirler. Streptomyces cattleya tarafindan uretilen tienamisin bilesiginin
turevleridir. GSBL ve AmpC beta-laktamaz enzimlerine direngli olduklarindan
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde en dnemli segenektir. Temel yapi penisilinin
beta-laktam halkasina benzemektedir ancak bu yapida 1. pozisyondaki sulfur

yerine karbon bulunmakta; 2. ve 3. karbon atomlari arasinda doymamis bag
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yer almaktadir. Hidroksietil yan zincirindeki farkh trans konfiglirasyonu
nedeniyle pek ¢ok beta-laktamaza dayanikhdir.

Eski karbapenemlerden imipenem, renal tubullerdeki dihidropeptidaz-
1 (DHP-1) enzimi tarafindan yikildigindan silastatin gibi DHP-1 inhibitdriyle
birlikte uygulanmasi gerekir. Meropenem, ertapenem ve doripenem gibi bu
sinifa daha ge¢ eklenenlerin DHP-1’e kargi stabiliteleri artmigtir (20). Diger
yeni karbapenemler ise biapenem, faropenem ve panipenemdir (21).

imipenem, meropenem, doripenem gram pozitif, gram negatif ve
anaerop bakterilerin buyuk bir kismina in vitro etkili iken Enterococcus
faecium, MRSA ve S. maltophilia’ya etkisizdirler. Meropenemin gram negatif
mikroorganizmalara etkinligi imipenemden iyidir. Ertapenemin etki spektrumu
imipenem, meropenem ve doripeneme gore daha dardir (P. aeruginosa ve
enterokok tirlerine etkisiz). imipenem, meropenem ve doripenemin in vivo
yarl dmru 1 saat iken ertapenemin yaklasik 4 saattir; bu nedenle gunde tek
doz kullanima uygundur (22). imipenem ve meropenemin ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlarin tedavisi icin saklanmasi; nonfermentatif mikroorganizmalara
etkinligi az olan ertapenemin ciddi toplum kdkenli enfeksiyonlar igin
kullanilmasi o6nerilmektedir (20). Doripenem ise duyarli patojenlerin neden
oldugu komplike intraabdominal enfeksiyonlar, komplike driner sistem
enfeksiyonlari, hastane kokenli pnémoni ve ventilator ile iligkili pnémoni

tedavisinde kullaniimaktadir (23).

Beta-Laktam Antibiyotiklere Kargi Geligen Direng Mekanizmalari

Beta-laktam antibiyotiklerin etkinligi hedefe ulasabilme, beta-
laktamazlarin enzimatik inaktivasyonuna diren¢ gosterebilme ve hedef
PBP’leri inhibe edebilme yeteneklerine baghdir. Hedef PBP’lerde
degisiklikler, ilacin hucreye girigini ve hucre i¢i konsantrasyonunu etkileyen
faktorler, etken maddeyi inaktive eden beta-laktamaz Uretimi beta-laktam
direncine neden olur (1).

Hedef bolgenin degisimi: PBP’ler molekul agirliklarina gére 1-6

arasi sayilarla adlandirilirlar. Ayni molekul agiriginda birden fazla PBP varsa
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sayilarin yanina harfler eklenir (PBP1a gibi). Degisik PBP’lerin farkli beta-
laktam  antibiyotiklere  baglanma  afiniteleri ve etkilendikleri ilag
konsantrasyonlari farkhdir (24). Hedef PBP’lerde degisime bagh direng
PBP’nin beta-laktam antibiyotige azalmis afinitesi, direngli bir PBP
kazanilmasi veya hedef PBP sayisinda artma ile olusmaktadir (1).

PBP degisimine bagh diren¢g gram pozitif bakterilerde gram negatif
bakterilere gore daha siktir. Streptococcus pneumoniae, S. aureus ve E.
faecium gibi gram pozitif bakterilerde ve Haemophilus influenzae, Neisseria
spp., P. aeruginosa, Bacteroides fragilis, A. calcoaceticus gibi gram negatif
bakterilerde bu direng sekli bildirilmigtir (25).

ilacin hiicre igine girisinin 6nlenmesi: Gram negatif bakterilerde
beta-laktam molekulleri dis membrani dis membran proteinleri (OMP) adi
verilen porlar yoluyla ge¢mektedir. Bu porlarin ozellikleri ve sayilan ile
antibiyotigin 6zellikleri (yuk, c¢ozunarluk, buylklik) antibiyotigin bakteri
hiicresine giris hizini  belirlemektedir. Ozellikle imipeneme direncgli P.
aeruginosa’da karbapenemlerin kullandigi OprD kanalinin eksik oldugu
saptanmigtir.

Antibiyotiklerin bakteri hucresinden digari atiimasi da ilacin hicre igi
yogunlugunu azaltan bir diger mekanizmadir. Son yillarda birgok bakteride
coklu antibiyotik direncinden sorumlu c¢esitli atim pompalari tanimlanmistir.
Ornegin P. aeruginosa’da sitoplazmik membran proteini MexB, MexD veya
MexF enerji bagimli bir pompa olarak is gormektedir (26).

Beta-laktamaz enzimlerinin uretimi: Klinik Gnemi olan gram negatif
bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere direncin en sik nedeni onlari hidrolize
eden beta-laktamaz enzimlerinin Uretilmesidir. Beta-laktamazlar fonksiyonel
Ozellikleri veya primer yapilarina gore siniflandirilirlar. Protein sekanslarina
gore yapilan en basit siniflama Ambler siniflamasi olup; bu siniflamada beta-
laktamazlar korunmus ve ayirt edici aminoasit motifleri géz o6nudnde
bulundurularak doért molekuler sinifa (A, B, C ve D) ayrilirlar. A, C ve D
siniflarinda bulunan enzimlerin aktif bolgelerinde serin aminoasiti; molekuler
sinif B'de yer alan enzimlerin (metalloenzimler) aktif bolgelerinde ise en az

bir ¢inko iyonu bulunur. Fonksiyonel siniflama daha subjektif kabul edilmekle

12



birlikte klinikte direng profilinin enzim 6zellikleri (hidrolitik / inhibitor) ile

iligskilendiriimesine yardim eder. Beta-laktamazlarin fonksiyonel siniflamasi

1995 yilinda Bush ve ark. (27) tarafindan yayinlanmis, en son 2009 yilinda

guncellenmistir (28). Gulncellenmis siniflamadaki ana gruplar molekuiler

siniflama ile daha uyumludur ve grup 1 (sinif C) sefalosporinazlari; grup 2

(sinif A ve D) genis spektrumlu, inhibitor direngli ve serin karbapenemazlari;

grup 3 MBL'lari icermektedir. Beta-laktamazlarin yapisal ve fonksiyonel

Ozelliklerine gore guncel siniflandirmasi Tablo-1’de yer almaktadir.

Tablo-1: Beta-laktamazlarin siniflandiriimasi (28).

Bush-Jacoby  Bush-Jacoby- Inhibited by »
group  Medeizos Molecular class Distiperive substeate(s) . Defining chapacteristic(s) REPH’:‘"““E”
(2009)  group (199%) (subclass] CAor TZE* EDTA enzyme(s)

| 1 C Cephalosparins No Mo Greater hydrolysis of cephalosporing  E. coll AmpC, PSS,
than benzylpenicilling hydrolyzes ACT-1, CMY-2,
cephamycins FOX-1, MIR-1
le NP C Cephalosporing Ko No  Increased hydeolysis of cefiazidime  GC1, CMY-37
and often other oxyiming-g-
lactams
Ia Ia A Penicilling Yes Mo Greater hydrolysis of FCl1
benzylpenicillin than
cephalosporing
h Ib A Penicillin, early cephalosporing  Yes Mo Similar hydrolysis of benzylpenicillin ' TEM-1, TEM-2,
and cephalosparing SHWV-1
Ihe Ibe A Extended-spactrum Yes Mo Increasad hydeolysls of oxyiming-B- TEM-3, 8HV-2,
cephalosposing, lactams (cafotaime, cefrazidime, CTX-M-15,
monobactams cefirisxone, cefepime, szreonam)  PER-1, VEB-I
The Ihe A Penicillins Ko No  Resistance 1o clavulanic acid, TEM-30, SHV-10
sulbactam, and razobactam
Ther NI A Extznded-spactrum No No  Increased hydeolysis of oxyiming-B- TEM-50
cephalosposing, lactams combined with resistance
monobactams o elavulanic acid, sulbactam, and
tazohactam
e 2 A Carhenicillin Yes No  Increased hydrolysis of carbenicillin - PSE-1, CARB-3
Tee NI A Carbenicillin, cafapime Yes No  Inereased hydrolysis of carbenicillin, RTGH
cefepime, and cefpirome
d d D Cloxacillin Wariahla No  Inereased hydrolysis of doxacillin or  OXA-1, OXA-10
axacillin
Ide NI D Extanded-spectrum Wariahla Ko Hydrolyzes cloxacillin ar oxacillin OXA-11, OXA-18
cephalosporing and oxyimino-B-lactams
1df NI D Carbapenams Wariahla No  Hydrolyzes cloxacillin ar axacillin OXA-23, OXA-4E
and carbapenams
2 2e A Extended-spectrum Yes No  Hydrolyzes cephalosporins. CepA
cephalosporing Inhibitad by clavulanic acid but
fiot aZLPRONEM
i i A Carhapenams Wariahla No  Inereased hydrolysis of KFC-Z, IMI-1,
carhapenams, oxyimino-g-lactams,  SME-]
cephamyeins
1a 3 B(B1}) Carbapenems Ko Yes  Broad-spectrum hydrolysis incuding  IMP-1, VIM-1,
carhapenams but not Cerd, IND-1
MONORECAMS
B (B3) L1, CAL-1, GOB-
1, FEZ-1
b 3 B (B2) Carbapenems Ko Yes  Preferential hydrolysis of Cpha, Sfh-1
carhapenzms
Ml 4 Unknown

® CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam.
NI, not included.
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Bush-Jacoby siniflandirmasi:

Grup 1 sefalosporinazlar: Pek ¢ok enterik bakterinin
kromozomlarinda kodlanan, molekiler sinif C'ye ait sefalosporinazlardir.
Klavulanik asit ile inhibisyona genellikle direnglidirler; benzilpenisilinden daha
cok sefalosporinlere ve sefamisinlere etkilidirler. Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae ve P. aeruginosa dahil pek ¢ok bakteride induklenebilir
Ozellikte, dusuk dizeyde AmpC ekspresyonu bulunur. Blyuk miktarlarda
uretildiklerinde, karbapenemlere direng gelismesine neden olurlar. CMY,
ACT, DHA, FOX, MIR gibi plazmid aracili grup 1 enzimler 1989’dan beri
bilinmekle birlikte grup 2be GSBL’lerden daha az siklikta bulunurlar.

Yeni alt grup 1e diger oksimino-beta-laktamlara gore seftazidime
daha etkilidir, genislemis spektrumlu AmpC (ESAC) diye adlandirilirlar; E.
cloacae’deki GC1, plazmid aracii CMY-10, CMY-19, CMY-37 ve digerlerini
icerir. Yakin zamanda P. aeruginosa’da imipeneme karsi artmis aktivite
gOsteren bir AmpC varyanti tanimlanmistir (29). Klinikte direng problemi
cogunlukla enzim Uureten mikroorganizmada porin mutasyonu varliginda
ortaya ¢ikar.

Grup 2 serin beta-laktamazlar: GSBL'lerin son 20 yilda artan
identifikasyonuna bagli olarak tanimlanan en genis beta-laktamaz grubudur.
Molekuler sinif A ve D’yi kapsar, grup 2d’deki oksasilinazlar disinda tamami
molekuler sinif A’da yer alir.

Grup 2a: Bu gruptaki enzimler penisilini sefalosporinlerden daha hizli
hidrolize eder. Stafilokoklar gibi gram pozitif bakterilerdeki baskin beta-
laktamazlardir. Bazi stafilokokkal penisilinazlar plazmidde kodlanmis olsa da
bu enzimlerin gogu kromozomaldir.

Grup 2b: Penisilin ve 1. kusak sefalosporinleri hidrolize eden,
klavulanik asit ve tazobaktamla inhibe olan enzimlerdir. Plazmid kontrolinde
olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir; 1995’ten beri bu grupta
en az 9 TEM, 29 SHV enzimi tanimlanmigtir.

Grup 2be: GSBL’leri igeren gruptur. Grup 2b’nin etki spektrumuna ek

olarak sefotaksim, seftazidim gibi bir ya da daha fazla oksimino-beta-laktami
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da hidrolize ederler. Klavulanik asitle inhibisyona duyarldirlar. Grup 2be’nin
ilk ve en buylk alt grubu, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerinden tiremisgtir.
Bu grupta bulunan Kluyvera turlerindeki kromozomal beta-laktamazlarla
iligkili CTX-M enzimlerinin ¢odu ise sefotaksimi seftazidimden daha kolay
hidrolize ederler. BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2 ve PER ve VEB enzim
aileleri gibi daha nadir olan GSBL'ler de vardir.

Grup 2br: Klavulanik asit ve ilgili inhibitorlere direngli, grup 2b etki
spektrumuna sahip enzimlerdir. TEM-30, TEM-31 ve SHV-10 bu gruptadir.

Grup 2ber: Klavulanik asit inhibisyonuna daha direngli TEM
enzimlerini icerir. Bazilarinda klavulanik asit direnci dustuk duzeydedir;
bunlara kompleks mutant TEM (CMT) beta-laktamazlar da denir [Orn: TEM-
50 (CMT-1)] (28).

Grup 2c: Karbenisilini hidrolize eden ve klavulanik asit ya da
tazobaktam ile inhibe olan enzimleri icerir. PSE-I, PSE-3, PSE-4 enzimleri,
Moraxella catarrhalisin BRO-1 ve 2 enzimleri, Aeromonas hydrophila'nin
kromozomal AER-1 enzimi bu gruptadir (27).

Grup 2ce: Yakin zamanda tanimlanan sefepim ve sefpiroma karsi
etkili genislemis spektrumlu karbenisilinaz RTG-4 (CARB-10)’U igerir.

Grup 2d: Bu grupta oksasilini ya da kloksasilini benzilpenisilinden
daha hizli hidrolize edebilen OXA enzimleri yer almaktadir. OXA enzimleri
beta-laktamazlarin ikinci blyuk ailesini olusturur. OXA ailesi Uyelerinin ¢ogu
fonksiyonlarindan ziyade korunmus aminoasit motiflerine gore tanimlanir. Bu
gruptaki enzimler gogunlukla NaCl tarafindan inhibe edilir.

Grup 2de: Karbapenemler hari¢ genislemis spektrumlu oksimino
beta-laktamlari, oksasilini ya da kloksasilini hidrolize eden enzimleri icerir.
Gogu OXA-10’dan koken alir, OXA-10 ve OXA-15 gibi enzimler bu grupta yer
alir. Cogunlukla Turkiye ve Fransa’da izole edilen P. aeruginosa suslarinda
bulunur. Seftazidim direnci genellikle sefotaksim direncinden daha ¢ok goéze
carpar.

Grup 2df: Karbapenemleri hidrolize edebilen OXA enzimleridir.
Siklikla A. baumannii’de bulunur ve kromozomal genler tarafindan Uretilir.

Enterobacteriaceae’da plazmid kaynakli OXA-23 ve OXA-48 enzimleri de
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tanimlanmistir. Alt grup 2df'de 2d grubunun 6zelligi daha baskindir; oksasilini
karbapenemlerden 40-50 kat daha hizli hidrolize ederler ancak OXA-50’nin
oksasilin hidrolizi saptanmamigtir. Bu gruptaki enzimler klavulanik asitle
inhibe olmazlar.

Grup 2e: Klavulanik asit ya da tazobaktam ile inhibe olan ve
genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilen sefalosporinazlardir.
Direng profillerinin benzerligi ve benzer mikroorganizmalarda bulunmalari
nedeniyle bu gruptaki enzimler, grup 1 AmpC enzimleri ya da GSBL'ler ile
karigtinlabilir. AmpC enzimlerinden aztreonama olan duguk afiniteleriyle
ayrilabilirler.

Grup 2f: Molekuler sinif A’daki serin karbapenamazlardir. IMI-1 ve
NMC-1’in yani sira SME ailesi, kromozomal grup 2f enzimlerindendir. Bu
grupta plazmidde kodlanan KPC ve bazi GES (eski adiyla IBC) enzimleri
dénem tasir. Ozellikle KPC karbapenemazlar, hastanelerdeki coklu ilag
direncli gram negatif enfeksiyonlari ile iligkilendirilmistir.

Grup 4 beta laktamazlar: Bu enzimler henuz kesin olarak
tanimlanmamis olup; 1995 fonksiyonel siniflamasinda yer almakla birlikte
2009 siniflamasina dahil edilmemiglerdir. Bilgilerimiz artttkga muhtemelen
mevcut enzim gruplarindan birine dahil edileceklerdir.

Grup 3 MBL’lar: Yapisal ve fonksiyonel olarak 6zglin bir beta-
laktamaz grubudur. Yapisal olarak aktif bolgelerinde ¢inko iyonuna gerek
duyarlar, fonksiyonel olarak ise karbapenemleri hidrolize edebilirler. Bu
Ozellikleri ile diger beta-laktamazlardan ayrilirlar. Ancak bazi serin beta-
laktamazlar da karbapenemleri hidrolize edebilme 6zelligine sahiptirler. Serin
beta-lakatamazlarin aksine MBL’larin monobaktamlara afinitesi dusuktir ve
klavulanik asit ya da  tazobaktam ile inhibe olmazlar.
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA), dipikolinik asit ya da 1,10-o—fenantrolin
gibi metal iyon selatorleri tarafindan inhibe edilirler (28). Farkli MBL’larin
diger beta-laktamlara etkinlikleri ve substrat oOzgullukleri degiskendir.
Karbapenemaz aktiviteleri ve inhibitdrlere direng, MBL’larin klinik kullanimda

endise veren ozellikleridir.
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MBL’lar, serin beta-laktamazlardan yaklasik 25 yil sonra 1960’larin
ortalarinda kesfedilmiglerdir (3). MBL’lar baslangigta gram pozitif bakteriler ve
B. fragilis ve S. maltophilia gibi firsatgi gram negatif basillerde kromozomal
enzimler olarak tanimlanmis ve sayilari yillarca gérece sabit kalmistir (28).
Mobil DNA elemanlari Uzerinde tasinan ve MBL kodlayan genlerin 6nemli
gram negatif patojenler arasinda yayilmasi ile 1990’larda bu enzimlerin klinik
onemi artmistir (3).

MBL’larin siniflandiriimasi: MBL'lar fonksiyonlari (3a, 3b ve 3c alt
gruplarn) veya yapilari (B1, B2 ve B3 alt siniflar1) temel alinarak alt bolumlere
ayrilir. Daha kapsamli biyokimyasal ozelliklerine gére gunumuzde sadece 2
fonksiyonel alt grup (3a ve 3b) tanimlanmaktadir. MBL’larin fonksiyonel ve

yapisal 6zelliklerine gore siniflandirmasi Tablo-2'de gdsterilmistir.

Tablo-2: MBL’larin siniflandiriimasi (28).

Bush-Jacoby Bush-Jacoby- o @ class Inhibited by Representative

group Medeiros fenihlnes Distinctive substrate(s) B —— Defining characueristicis) .
(: :-;mf;. group (1995)  (FUPClas) ' CA or TZE® EDTA : v enzyme(s)
3a 3 B {B1) Carbapenems No Yes  Broad-spectrum hydrolysis including  IMP-1, VIM-1,
carbapenems but not CerA, IND-1
monobactms
B (B3) L1, CAU-1, GOB-
1, FEZ-1
ib 3 B (B2) Carbapenems No Yes  Preferential hydrolysis of Cpha, 5fh-1
carbapenems

Alt grup 3a kuresel olarak ortaya cikan; siklikla nonfermentatif
bakterilerde bulunan; IMP, VIM enzimleri gibi plazmidde kodlanan MBL
ailelerini igerir. Bu enzimler yapisal olarak B1 alt sinifinda bulunur. Ayrica S.
maltophilia’daki L1 MBL ve CAU-1, GOB-1 ve FEZ-1 gibi alt sinif B3 MBL’lar
da bu gruba eklenmektedir. Bu enzimler, diger alt grup 3a enzimlerinden
cinko baglamada yer alan aminoasit farkliliklarina gére ayrilirlar.

Alt grup 3b, penisilin ve sefalosporinlerin aksine tercihan
karbapenemleri hidrolize eden daha kuguk bir MBL grubunu igerir. Bu
enzimler ¢inko baglama alanlarinin sadece biri doldugunda karbapenemleri
en etkin sekilde hidrolize ederler. MBL'larin diger alt gruplarina gore ikinci bir
¢inko iyonunun varligi enzimatik aktivitelerine inhibitor etkilidir (28).

Karbapenemler dahil beta-laktam antibiyotiklerin ¢odunu hidrolize

eden ve yapisal siniflamaya goére B1 ve B3 alt siniflarinda bulunan
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enzimlerde aktif alan 2 ginko iyonu igerir. B2 alt sinifinin Gyelerinde ise daha
sinirl substrat 6zgulligund agiklayacak sekilde sadece 1 ¢inko iyonu bulunur
(3). B1, B2 ve B3 alt siniflarinda bulunan enzimlerin aktif alanlar Sekil-1’de

sematize edilmistir.

BCII CphA FEZ-1
His263 His21
His263 ¥ His263
. Cys221 Cys221 @
/n2 P J \spl20 n2
© liisti6 N/nl" ‘ S
wpl20 R w1209 e M Hist16

¢ Asnl16 . 0
/nl His196 L His196 Hist18 /nl

Hisl 18 Hisl18 His 196

Sekil-1: Alt sinif B1 (Bcll), B2 (CphA) ve B3 (Fez-1) beta-laktamazlarin ¢inko
baglama bolgeleri (2).

Sinif B1’de yer alan enzimler ¢inko iyonu ile birlesecekleri aktif
bdlgelerinde 3 histidin ve 1 sistein aminoasiti igerirler. Bu grupta IMP, VIM,
GIM ve SPM-1 gibi transfer edilebilen enzimler yer almaktadir. B1 enzimleri
arasinda %23’ten fazla benzerlik bulundugu goésterilmistir.

Sinif B2’de bulunan enzimler sadece karbapenemleri etkin bir sekilde
hidrolize eder, penisilinler ve sefalosporinlere zayif etkilidirler. Bu enzimlerde
sinif B1 ve B3 enzimlerde korunmus His116, asparajinle yer degistirmistir.
Aeromonas turlerindeki bazi enzimler ve Serratia fonticola SFH-1 enzimi bu
grupta bulunur. B2 enzimleri Bl enzimleriyle sadece %11 benzerlik
gOsterirler.

Sinif B3’te yer alan L1 enzimi ise digerlerinden farkh olarak tetramer
Ozelligindeki tek enzimdir (2). Butin varyantlara yer verilmemekle birlikte
MBL’larin yapisal siniflandirmasi, bu enzimleri tagiyan suslar ve saptandiklari

yillar Tablo 3’te belirtilmigtir.
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Tablo-3: MBL’larin yapisal siniflandirmasi (2).

Subclass Enzyme Strain Discovery GenBank Accession Structure
in accession no. no. (protein)
Bl Bcll B. cereus 1966 M11189 AAAIZTTE Mono-zinc [48],
Di-zinc [50],
Apo-form [50]
CcrA B. fragilis 1990 Me3556 AAADI004 Di-zinc [49]
BlaB E. meningoseptica 1998 AF189298 008498 Di-zinc [52]
IND-1 Chryseobacterium indologenes 1999 EF394437 ABO21411
EBR-1 E. brevis 2002 AF416700 AAN32638
SFB-1 Shewanella frigi dimarina 2005 AY590119 AATOI0847
SLB-1 Shewanella livingstonensis 2005 AYS590118 AATI0846
Acquired-B1 IMP-1 5. marcescens, P. geruginosa 1994 571932, AY168635 AAR30289, AANBT168 Di-zinc[51]
VIM-1 P. geruginosa, A. baumannii 1999 Y 18050 CAE46717
VIM-2 P. peruginosa, A. baumannii 2000 AF191564 AAKIEZST Mono-zinc 1KO2,

Di-zinc 1K0O3
IMP-2 A. baumannii, S. marcescens 2000 AB1B2996 BAD26594
P

SPM-1 . aeTuginosa 2002 AY341249 AAR15341 Mono-zinc [53]
VIM-4 P. seruginosa, K. pneumoniae, 2003 AY135661 AARD2402
Enterobacter cloacae
GIM-1 P. aeruginosa 2004 AJE20678 CAF05908
SIM-1 A baumanmii 2005 AYBB7066 AMXTET 74
B2 CphA A, hydrophila 1991 X57102 P26918 Mono-zinc [3€]
ImiS Aeromonas veronii 1996 Y01415 CAAT1411
sSfh-1 5. fomtimla 2003 AF197943 AAF09244
B3 L1 Stenotrophomonas maltophilia 1991 AB294542 CAB75346 Di-zinc [22],
Mono-zinc 2HG6A,
Apo-form 2FU6
GOB-1 E. meningoseptica 2000 AF090141 ABO21417
FEZ-1 L. gormanii 2000 Y17896 CAB96921 Di-zinc [54]
THIN-B J. Tividum 2001 AJ250876 CAC33832
Mbllb C. crescentus 2001 AJ315850 CAC48262
CAU-1 Caulobacter vibricides 2002 AJ308331 CACB7665
EJP-1 B. japonicum 2006 NP_772870 Di-zinc 2GMN

They are separated into the three subclasses and classified by year of discovery. All the variants are not included in this table.

Her alt sinifin farkh MBL tipi vardir ve bunlarin ¢cogunun farkh allelik
varyantlari bulunur. Yeni bir MBL'in siniflandirmasi i¢in en az %30 aminoasit
farkhligi esik deger olarak kabul edilmektedir (3).

MBL’larin biyokimyasal 6zellikleri: MBL'lar serin beta-laktamazlar
gibi beta-laktam halkasindaki amid bagini kirarak antibiyotigi etkisiz hale
getirirler. MBL’larin aktif bolgelerindeki ¢inko iyonlari genellikle hidroliz icin
gerekli 2 su molekulunu baglar. MBL’larda korunmus ana motif His-X-His-X-
Asp’dir. MBL’larin gogunda 2 ginko iyonu bulunur, sinif B2 enzimlerde ise tek
cinko iyonu vardir. MBL’lar muhtemelen aktif bolgeleri ile beta-laktam baginin
polarizasyonunu sadlayarak ¢inkoya bagli su molekullerinin  veya
hidroksitlerin nukleofilik etkinligini kolaylastirmak suretiyle etkili olurlar (5). B.

fragilis’e ait MBL’Iin muhtemel kataliz mekanizmasi Sekil-2’de gdsterilmistir.
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Sekil-2: B. fragilis MBL’inin muhtemel kataliz mekanizmasi (30).

Batin MBL’lar 6zgin bir aBfa kivrimina sahiptir ve aktif alan Ust Uste
katlanmigtir. Serin beta-laktamazlarin aksine MBL’larda genis, esnek bir aktif
alan olugu bulunur ve bu nedenle beta-laktam substratlarin ¢goguna uyum
saglarlar. Klavulanik asit ve sulbaktam gibi serin inhibitorlerinin engelleyici
etkilerine de dayaniklidirlar. MBL’larin higbiri aztreonami iyi hidrolize
edememektedir. Bu nedenle aztreonamin MBL inhibitéri olarak
kullanilabilecegi 6ne surulmustar (5). Ancak Bellais ve ark. (31) VIM-2
sentezleyen P. aeruginosa ile pnémoni olusturduklari sicanlarda aztreonamin
etkinligini arastirmiglar; yuksek dozlarda uygulandiginda aztreonamin bakteri
titresini azaltmakla birlikte enfeksiyonu eradike edemedigini saptamislardir.

MBL’larin  hidroliz mekanizmasi komplekstir, kivrim ve aktif
bdlgelerinde ortak 6zellikler paylasmalarina ragmen beta-laktam ajanlara
baglanma ve onlari hidrolize edebilme yetenekleri degiskenlik gosterir.
Yapisal olarak ¢ok benzeyen VIM-1 ve VIM-2 enzimleri arasindaki fark buna
iyi bir ornektir. VIM-2 benzilpenisilin, ampisilin, piperasilin, mezlosilin,
tikarsilin, sefalotin, sefoksitin, sefotaksim, seftazidim, sefpirom, moksalaktam
ve meropeneme VIM-1’e gbére daha dusuk afinite gdsterir ancak imipenem
icin VIM-1’e gére yaklasik alti kat daha yiiksek afiniteye sahiptir. iki enzim
arasindaki bu aktivite farkinin, enzimlerin aktif bolgelerinin yakinindaki 224.
pozisyonda histidin/tirozin degisimi ile 228. pozisyonda serin/arjinin

degisiminden kaynaklandigi 6ne surdimustur (5).
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MBL’lar bazi bakteri turlerinde kromozomal yapinin pargasi olan
genler tarafindan (kromozomal MBL’lar) ya da horizontal gen transferi ile
kazanilan heterolog genler (kazaniimis MBL’lar) tarafindan kodlanirlar (3).

Kromozomal MBL’lar: Bazi bakteriler 6zellikle gevrede bulunanlar
siklikla MBL tasimaktadirlar. Bunun nedeni bakterilerin zamanla beta-laktam
| beta-laktam turlG bilesiklere maruz kalarak bu genleri / Granlerini
kazanmalari ile agiklanabilir. Bu enzimlerin henuz bilinmeyen normal
hicresel fonksiyonlarinin bulunmasi da bir bagka neden olabilir.

Kromozomal MBL sentezleyen bakterilere 6rnek olarak Bacillus
cereus (BCIl), S. maltophilia (L1), A. hydrophilia (CphA), Chryseobacterium
meningosepticum (BlaB veya GOB-1), Chryseobacterium indologenes (IND-
1), Legionella gormannii (FEZ-1), Caulobacter crescentus (Mbl1B), Myroides
tirleri (TUS-1, MUS-1), Janthinobacterium lividium (THIN-B), Serratia
fonticola (SFH-1) ve Bradyrhizobium japonicum (BJP-1) verilebilir.
Kromozomal MBL genlerinin bir kismi indUklenebilir 6zelliktedir. Bu enzimleri
sentezleyen mikroorganizmalar firsatgi patojenlerdir; S. maltophilia ve
Bacillus anthracis disinda ciddi enfeksiyonlara neden olmazlar; ¢ogu beta-
laktamlara yuksek dizeyde direnclidirler.

Genellikle belirli bir tir ya da cins igindeki kromozomal MBL’lar ¢ok
degiskenlik gostermezler ve siklikla serin beta-laktamazlarla birlikte
bulunurlar. Ornegin A. hydrophila bir penisilinaz, bir sefalosporinaz ve bir
MBL Uretir. YUksek dizeyde beta-laktam direncine sahip S maltophilia’nin da
L1 MBL ve kromozomal sinif A L2 enzimi bulunur (5).

Alt sinif B2 enzimlerini kodlayan genler kromozom Uzerinde
yerlesmistir ve ekspresyonlari besiyerindeki beta-laktam antibiyotiklerin
varligi ile induklenebilir.

Alt sinif B3 MBL'lar da genellikle kromozomda kodlanirlar. L1’i
kodlayan gen kromozomda ya da buyuk bir plazmid Uzerinde olabilir. Bu
beta-laktamazin Uretimi besiyerindeki beta-laktam antibiyotiklerin varhgi ile
induklenir (2).

Kazanilmig MBL’lar: Kazaniimig MBL’larin kaynagi bilinmemektedir.

En olasi kaynak cevredeki bakterilerdir. Klinikte kazanilmis MBL genlerine
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sahip suslarin, antimikrobiyal ajanlara maruziyet sonucu secilerek saglik
kurumlarinin ikincil rezervuar olusturabilecegi dusunulmektedir.

Gram negatif patojenler arasinda kazanilmig MBL’larin yayilimi mobil
DNA elemanlari araciligiyla olmaktadir. Kazanilmig genlerin ¢ogu tip 1 veya
tip 3 integronlarda gdmult mobil gen kasetleri Uzerinde tasinir, bu nedenle
integron rekombinasyonu ve integronlarla iligkii DNA elemanlari
(transpozonlar ve plazmidler) MBL’larin yayilmasinda énem tasir (3).

insersiyon sekansi ortak bélgeleri (ISCR) birgok antibiyotik direng
geninin yayilimiyla yakindan iligskisi olan yeni genetik elemanlardir ve
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium patojenite
adalar ile de iligkilidir. blaIMP-1’e sahip bir P. aeruginosa izolatinda ISCR2
ve blaVIM-1'e sahip iki P. aeruginosa susunda ISCR3 bulunmustur (2).
blaSPM-1 ISCR ailesinin Uyesi olan ve komsu DNA segmentlerini harekete
gegirebilen ISCR4 ile iligkili bulunmustur. blaNDM-1 ise farkh insersiyon
sekanslariyla iligkili bulunmustur. MBL gen kasetlerini igceren integronlarin
cogu farkli antibiyotik siniflari (6rnegin aminoglikozidler, kloramfenikol),
dezenfektanlar veya diger beta-laktamaz genlerinin direng faktorlerini tagiyan
ek gen kasetlerini barindirabilir. Bu yizden integron transferi kompleks, ¢oklu
ila¢ direng fenotipinin tek asamada gergeklesmesine neden olabilir.

En az 9 farkli kazanilmis MBL tanimlanmistir. Epidemiyolojik dagilim
ve Klinik iligkisi agisindan en énemlileri IMP, VIM, SPM ve NDM enzimleridir

(3). Kazaniimigs MBL’lara ait dendogram Sekil-3’te gosterilmistir.

AINA-1

Sekil-3: Kazaniimig MBL’lara ait dendogram (3).
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IMP tipi MBL’lar: IMP tipi enzimler ilk defa 1988 yilinda Japonya’da
P. aeruginosa izolatinda saptanmis (32); ayni gen 3 yil sonra yine
Japonya'da idrar yolu enfeksiyonundan izole edilen S. marcescens susunda
bulunmustur (33). Bundan 2 yil sonra yakin bir hastanede yine S.
marcescens susunda saptanan ayni IMP-1 allelinin (blaIMP), buydk bir
plazmid Uzerinde sinif 3 integron iginde bulundugu bildirilmigtir (34).

Japonya’nin farkh cografi bolgelerinde yapilan galismalarda blaIMP-1
geninin S. marcescens ve P. aeruginosa izolatlarinin yani sira Alcaligenes
xylosoxidans, P. putida / fluorescens, A. baumanniide de bulundugu
gosterilmigtir (35-37).

IMP-1’in 3 min6ér varyanti (IMP-3, IMP-6 ve IMP-10) da Japonya
kokenli calismalarda identifiye edilmistir. Shigella flexneri susundan elde
edilen IMP-3’an IMP-1'den sadece 2 aminoasit farkli oldugu; 196. pozisyonda
glisin yerine serin eklenmesinin penisiline karsi aktivitede azalma ile
sonuglandigi gosterilmistir (38). Ayni degisiklik IMP-1’e gbére meropenemi
imipenemden daha fazla hidrolize eden IMP-6’da da bulunmustur (39).
blaIMP-10 geni blaIMP-1 geninden 49. pozisyonda valin yerine fenilalanin
gelmesi ile ayriimaktadir. Bu baz degisikligi penisilin hidrolizinde azalmaya
neden olmaktadir (40).

Hong Kong'da imipenem direncgli Acinetobacter izolatlarinda
saptanan IMP-4’in IMP-1'den 10; IMP-2’den 37 aminosit farkli oldugu
bildirilmistir (41).

Mobil MBL’larin sadece Japonya’nin sorunu olmadigi; italya’da ¢ok
ilaca direncli bir A. baumannii susunda (IMP-2); Portekiz’de nozokomiyal A.
baumannii izolatinda (IMP-5); Kanada'da klonal P. aeruginosa salgininda
(blaIMP-7); Tayvan’da K. pneumoniae susunda aminoglikozid diren¢ geninin
bulundugu integronda (blaIMP-8); Cin’de P. aeruginosa susunda (blaIMP-9);
italya’da izole edilen Pseudomonas tiirlerinde (IMP-12) ve Giiney italya’da
¢ok ilaca direngli P. aeruginosa ile meydana gelen nozokomiyal epidemide
(IMP-13) farkli IMP tipi enzimler saptanmistir (42-48).
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IMP-1 ile karsilastinildiginda; IMP-2'nin 36, IMP-5'in 17, penisiline
karg! hidrolitik aktivitesinde azalma bulunan IMP-12'nin 36, IMP-13’Un ise 19
aminoasit farkli oldugu gosterilmigtir.

Dunyada c¢ogunlugunu P. aeruginosa ve Acinetobacter tarlerinin
olusturdugu nonfermentatif gram negatif bakteriler ile Enterobacteriaceae
ailesinin Uyelerinde 20’den fazla farkl IMP allotipi tanimlanmistir (49-51).

IMP allotiplerine ait dendogram Sekil-4’te gosterilmistir.

INIP- 1
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IM P 5

I P 1o

INIP-.

L IM P25

| M-S
| MIP-F

IMIP-15
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— 4' INMIP- 22
MP-1Z
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IMIP-13
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IMIP -2
IMP-1S
IN P2

Sekil-4: IMP tipi enzimlerin allelik varyantlarina ait dendogram (3).

Bazilari (6rn: IMP-1, IMP-4 ve IMP-7) farkh cografi bdlgelerde
saptanmakla birlikte IMP varyantlarinin siklikla belirli bir cografi dagilimi
vardir. IMP tipi enzimler sefalosporinler ve karbapenemlere yuksek afinite
gosterirler ancak temosiline (klinik 6nemi olmayan 6-a-metoksi penisilin)
karg! aktiviteleri dusuktar. Cesitli substratlar igin IMP varyantlari arasinda
onemli kinetik farklar bulunmakla birlikte bunun klinige yansimasi 6nemli

gérinmemektedir (3).
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VIM tipi MBL’lar: VIM-1 italya’nin Verona sehrinde 1997 yilinda izole
edilen; piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonam dahil beta-laktam
antibiyotiklere direngli bir P. aeruginosa susunda tanimlanmistir. VIM-1 geni
de diger blaIMP genleri gibi sinif 1 integron igindeki bir gen kasetinde
bulunmus, bu integronda aminoglikozid direncini kodlayan bir gen kasetine
de rastlanmigtir (52). Daha sonra Verona'da ayni hastanede Achromobacter
xylosoxidans’ta; yine Italya’da nozokomiyal enfeksiyon etkeni P. putida’da;
Yunanistan'da K. pneumoniae suslarinda ile E. coli izolatinda; Fransa'da
GSBL SHV-5 pozitif K. pneumoniae’de; Macaristan ve isveg'te izole edilen P.
aeruginosa suslarinda; Turkiye’de CTX-M-15 Ureten c¢ok ilaca direngli K.
pneumoniae izolatinda da VIM-1 bulundugu bildirilmigtir (53-59).

VIM-2 ilk olarak Fransa'da imipenem tedavisi uygulanan pansitopenik
bir hastanin kan kultirinden izole edilen P. aeruginosa’da tespit edilmistir.
VIM-1 ile aminoasit yapisi (%90) ve etki spektrumu benzerlik gostermektedir
(60). VIM-2 ureten Pseudomonas izolatlar Sili, Venezuela gibi Latin Amerika
ulkeleri ile Hindistan, Rusya, Amerika, Sirbistan, Gana ve Kenya gibi degisik
cografi bdlgelerden bildirilmistir (61-65). Bu enzim C. freundii, S. marcescens,
E. cloacae gibi bakterilerde de saptanmistir (5).

VIM-2'den 2 aminoasit degisikligi ile ayrilan VIM-3 ise Tayvan'da P.
aeruginosa izolatlarinda tanimlanmistir (66).

VIM-4 ilk defa 2001 yilinda Yunanistan’da imipenem tedavisi
uygulanan bir hastadan izole edilen P. aeruginosa susunda raporlanmistir.
VIM-1’den bir aminoasit degisikligi ile ayrilir (67). Ayni enzim Mayis 2002'de
italya'da karbapenem ile tedavi edilen bir hastanin E. cloacae ve K.
pneumoniae izolatlarinda da saptanmistir. Bu olguda VIM-4 ayni plazmid
tarafindan kodlandi§i halde izolatlarin karbapenem igin Minimum inhibitér
Konsantrasyon (MiK) diizeylerinin ¢ok farkli oldugu bildirilmistir (68). VIM-
4’0n Polonya’da P. aeruginosa suslarinda saptandigi; Fransa’da C. freundii
izolatinda NDM-1 ile birlikte bulundugu bildirilmistir (69, 70).

VIM-1'den 5 aminoasit degisikligi ile ayrilan VIM-5, Turkiye'de K.
pneumoniae ve aztreonama direngli P aeruginosa suslarinda tanimlanmistir
4, 71).
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VIM-6, IMP-1’le birlikte Singapur'da beta-laktamlara yuksek duzeyde
direncli iki P. putida izolatinda saptanmistir. VIM-2 ile iki, VIM-3 ile sadece bir
aminoasit farki bulunmaktadir (72).

VIM-7 Teksas'da karbapeneme direngli bir P. aeruginosa’da
gosterilmigtir. VIM-1 ile %77, VIM-2 ile %74 benzerlik gostermektedir (73).

VIM-8, VIM-9, VIM-10 ve VIM-11'in P. aeruginosa izolatlarinda
saptandigi farkh cografi bolgelerde yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (74-
77). VIM-11 ayrica Tayvan’da Acinetobacter suglarinda da tanimlanmistir
(78).

VIM-12, VIM-13 ve VIM-14 ise Avrupa’da ilk olarak italya’dan
bildiriimistir. Ginimuzde 3 altsoya ait 20'den fazla VIM allotipi bilinmektedir

(3) (Sekil-5).
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Sekil-5: VIM tipi enzimlerin allelik varyantlarina ait dendogram (3).
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IMP tipi enzimler gibi VIM varyantlarinin da belirli cografi dagilimi
vardir. Aslinda VIM-1 ve VIM-2'nin IMP tipi enzimlere goére dagilimi daha
genistir. VIM tipi enzimler ilk defa P. aeruginosa ve diger nonfermentatif gram
negatif bakterilerde saptanmig olmakla birlikte zamanla Enterobacteriaceae
uyelerinde de ortaya c¢lkmis ve onemli sorun olusturmustur. IMP tipi
enzimlerden daha genis substrat 6zgulligu gosteren VIM tipi MBL'lar, 6-a-
metoksi penisilinleri de hidrolize edebilirler. Ayrica karbapenemlere yuksek
afiniteleri nedeniyle MBL’lar icinde dnemli bir konuma sabhiptirler (3).

SPM-1 tipi MBL: SPM-1 1997 yilinda Brezilya’da I6semili bir kiz
cocugunun kanindan izole edilen P. aeruginosa susunda tanimlanmistir.
Etken aztreonam ve kolistin disinda gram negatif bakterilere etkili butin
antibiyotiklere direncli bulunmustur. En fazla IMP-1 ile benzerlik (%35,5)
gosterir (79). SPM-1’in karbapenemler, sefalosporinler ve penisilinleri iceren
genis bir substrat 6zgullugu vardir. GUunumuze kadar bu enzimin buyUk
oranda Brezilya’ya ve P. aeruginosa’ya sinirli oldugu gosterilmistir. Bu durum
farkh mobil genetik elemanlarla iligkilendirilmistir (3). Brezilya disindan
bildirilen tek SPM-1, ilk tedavisi Brezilya’da yapilan isvigre’deki bir hastadan
izole edilen P. aeruginosa’da tanimlanmistir (80).

NDM-1 tipi MBL: Kazanilmis MBL’larin son tyelerinden olan NDM-
1’in  kitalar arasi yayilma egilimi oldukca endise vericidir. ilk defa
Hindistan’dan isvec’e dénen bir hastada 2008'de izole edilen karbapenem
direncli K. pneumoniae susunda saptanmistir. Ayni hastanin diski
orneginden izole edilen E. coli susundaki plazmidde de blaNDM-1
bulunmustur. Bu durum in vivo konjugasyon olasiligini akla getirmektedir.
NDM-1 aztreonam hari¢ biutliin beta-laktamlari hidrolize edebilir. VIM-2 ile
sadece %32,4 benzerlik gostermektedir (81).

ilk olguyu takiben, Birlesik Krallik'ta Hint asilli bir hastanin kan
kalturinden izole edilen E. colide (82); Amerika Birlesik Devletleri’nde
Hindistan’da tedavi uygulanan hastalarin Enterobacteriacea (E. coli, K.
pneumoniae, E. cloacae) izolatlarinda (83); Yeni Delhi'de U¢ olgudan izole
edilen A. baumannii suslarinda (84) NDM-1 saptanmigtir. NDM-1 igeren

Enterobacteriaceae turleri arasinda K. pneumonia, E. coli, E. cloacae,
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Proteus spp., C. freundii, K. oxytoca, M. morganii ve Providencia spp.’nin
bulundugu; cogunun kolistin ve tigesikline duyarli oldugu bildirilmigtir (85).
Agustos 2010’dan beri Kanada, isveg, Avusturya, Belgika, Fransa, Hollanda,
Japonya, Afrika, Umman gibi diger ulkelerden de NDM-1’in yayillimini
gOsteren raporlar yayinlanmaktadir (86). Hindistan yarimadasina ek olarak
Balkanlar NDM-1 igeren suslarin ikinci endemik bolgesi olabilir (3).

Bu enzimi kodlayan gen, bakteriler arasinda kolaylikla aktarilabilen
farkh plazmidlerde bulundugundan, degisik bakteri turleri arasinda hizli
yayllim oOzelligi gostererek; Enterobacteriaceae uyeleri igcin de yuksek risk
tasimaktadir (86).

Yayllma hizlari NDM-1’e gore daha disuk olan kazanilimis diger
MBL'larin (SIM-1, GIM-1, AIM-1 ve DIM-1) Klinik etkilerinin de daha zayif
oldugu bildirilmigtir. GUnUmulze kadar tanimlanan MBL’larin dinyadaki

dagilimi Sekil-6’da gosterilmigtir (3).
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Sekil-6: MBL'larin dunyadaki dagilimi (3).

Deneysel MBL inhibitorleri: MBL Ureten bakteriler ile olusan
enfeksiyonlarin  tedavisinde beta-laktam / beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlari etkili degildir ve henuz klinikte kullanilabilecek bir MBL
inhibitord bulunmamaktadir. Bu konuda iki ana problem vardir. MBL’larin aktif

bolgeleri kuguk varyasyonlarla birbirinden farklilik gosterdiginden tek bir
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inhibitor ajanin tum enzimlere etkin olmasi oldukg¢a zordur. Diger bir problem
de MBL’larin aktif bolge yapilarinin, hicre fonksiyonlarinda gerekli bazi
memeli enzimlerine benzemesidir. Ornegdin insan glioksalaz Il enzimi,
MBL’larin ¢inko baglama bolgelerine yapisal benzerlik géstermektedir.

Buglne kadar MBL inhibitdoru olarak bazi bilesikler gelistirilmis ve
cesitli MBL’lar Uzerinde denenmigtir. Bu bilesikler arasinda tiyoester turevleri,
ketonlar, sulfonil hidrazonlar, stksinik asit tlrevleri, penisilinat stlfon, bifenil
tetrazoller, sefotetan, merkaptokarboksilat ve 1-beta-metil-karbapenem
sayllabilir. Her biri farkh MBL’lar Uzerine denendigi icin bilesiklerin
aktivitelerini kargilastirmak zordur (5).

MBL’larin saptanmasi: MBL enzimlerinin varliginin arastiriimasi igin
ginimuizde standardize edilmis herhangi bir fenotipik yontem
bulunmamaktadir.  Butun  MBL'lar  aktif  bdlgelerindeki  ¢inkonun
uzaklastirimasindan etkilendikleri igin bu 06zellige dayanarak pek ¢ok
arastirma yapilmistir. MBL’lar1 belirlemek igin yapilan fenotipik testlerde
substrat olarak genellikle imipenem veya seftazidim, selatér ajan olarak da
cogunlukla EDTA kullaniimaktadir. MBL’larin gesitli bilesiklerle inhibe olma
duzeyleri ve imipenem veya seftazidime direng durumlar farklihk
gostermektedir. Ornegin Pseudomonas’larin Enterobacteriaceae Uyelerine
gére karbapenem MiK'leri daha yiiksektir ve MBL genine sahip olmasina
ragmen ¢ogu Enterobacteriaceae ve bazi Acinetobacter tirleri karbapeneme
duyarl goérinebilir. Enterobacteriaceae Uyelerinde MBL arastirmasi igin
kullanilan; EDTA igeren ve icermeyen seftazidim diskleri arasindaki zon ¢api
farkinin dlguldugu testler, sadece GSBL olusturmayan bakterilerde glvenilir
sonugclar vermektedir. Sonug olarak fenotipik metotlarin sonuglari uygulanan
yonteme, test edilen bakteri cinsine, kullanilan beta-laktam substrata ve MBL
inhibitorine baglh olarak uyumsuzluk gosterebilmekte; batln transfer edilebilir
MBL'lari saptayacak uygun bir inhibitdr+beta-laktam kombinasyonu
bulunmamaktadir.

Fenotipik testler arasinda kombine disk testi, Etest, mikrodilisyon
testi ve karbapenem hidrolizi sayilabilir. Molekuler olmayan bu yodntemler

icinde altin standart, bakteri hucre ekstraktlarinin karbapenemleri hidrolize
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etme yeteneginin ve bu hidrolizin EDTA duyarli oldugunun gosterildigi hidroliz
testidir.

MBL tanisinda fenotipik yontemlere gore daha duyarli olan genotipik
yontemler de kullanilabilmektedir. Bu ydntemler arasinda PCR, DNA
problama, klonlama ve sekans analizi yer almaktadir. PCR ve DNA problama
duyarl yontemler olmakla birlikte var olan varyantin tipini belirleyemezler.
Burada devreye altin standart molekuler yontemler olan klonlama ve sekans
analizi girer; ancak bu testler de klinik laboratuvarlarin ¢gogunda rutin olarak

yapiimamaktadir (5).

Tedavi

MBL dreten suslar genellikle kompleks, c¢oklu diren¢ paternine
sahiptirler; olusturduklari enfeksiyonlarda mortalite artisi dikkati ¢eker. CLSI
ve European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST)
karbapenem icin saptanan MIK degerlerinin, klinik ydnlendirme icin yeterli
oldugunu bildirmektedir. Ancak MiK’leri duyarli aralikta bulunan
karbapenemlerin, MBL dureten bakteri enfeksiyonlarinin tedavi basarisi
hakkinda endiseler bulunmaktadir (3).

MBL Ureten suglarda aminoglikozid ve kinolonlara kargi direng de
yaygin oldugu igin geriye tigesiklin ve kolistin gibi ¢gok az terapotik segenek
kalmaktadir. Maalesef kolistinin yaygin olarak amprik kullaniimasi K.
pneumoniae gibi kolistine direngli bakteri turlerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. P. aeruginosa’ya karsi etkisiz olan tigesiklinin kan dolasimi
enfeksiyonlarinda kullanimi sirasinda ise disik serum konsantrasyonlari
nedeniyle dikkatli olunmasi gerektigi bildirilmistir (3). MBL tedavisinde diger
ajanlara fosfomisin eklenmesinin terapoétik bir segenek olabilecedi bir meta-

analiz calismasinda raporlanmistir (87).
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GEREG VE YONTEM

Calisma icin Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 05 Haziran 2012 tarih ve20012-12/11 sayili karar no ile izin

alindi.

Bakteriler

Calismaya Haziran 2011 — Haziran 2012 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji
Laboratuvarr'na kultlr igin génderilen klinik 6rneklerden izole edilen; Phoenix
(Becton Dickinson, Amerika Birlesik Devletleri) otomatize bakteri tanimlama
ve duyarlilhk test sisteminin NMIC/ID-99 ve UNMIC/ID-83 panellerinde
identifiye edilen; imipenem (IMP) ve/veya meropeneme (MRP) CLSI
kriterlerine gore direngli bulunan 35’i Pseudomonas spp., 35’i Acinetobacter
spp. olmak Uzere toplam 70 izolat dahil edildi. Ayni hastanin tekrarlayan
izolatlar galismaya alinmadi.

Pozitif kontrol olarak fenotipik ve molekuler testlerle daha énce MBL
urettigi belirlenmis, VIM-1 tipi enzime sahip P. aeruginosa ile IMP-1 ve NDM
tipi enzime sahip K. pneumoniae suglari; standart sug olarak ise imipeneme
duyarl E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.
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Cihazlar

Phoenix otomatize bakteri tanimlama ve duyarhlik test sistemi (Becton
Dickinson, Amerika Birlesik Devletleri)

Termal dongu cihazi (Biometra, Almanya) (DNA izolasyonu igin)

Termal dongu cihazi (ESCO Swift Max Thermal Cycler, Amerika Birlesik
Devletleri) (DNA amplifikasyonu igin)

Elektroforez tanki (BioRad MINI-SUBR Cell GT, Amerika Birlesik Devletleri)
Elektroforez tanki guc¢ kaynagi (BioRad Power PAC 300, Amerika Birlesik
Devletleri)

UV transiliminatér (Major Science UV Transilluminator, Amerika Birlesik
Devletleri)

Derin dondurucu -20°C (Bosch, Almanya)

Derin dondurucu -86°C (MDF-U72V, Sanyo, Japonya)

Etlv (NUve EN 120, Turkiye)

Mikrodalga firin (Argelik intellowave, Tlrkiye)

Spektrofotometre (Thermo NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer,
Amerika Birlegik Devletleri)

Nefelometre cihazi (CrystalSpec™, Becton Dickinson, Amerika Birlesik
Devletleri)

Otoklav (Nuve OT 4060 V, Turkiye)

Elektronik tarti (Shimadzu AUW220 D, Japonya)

Sogutmali santriftj (Hermle Z216MK, Almanya)

Medikal su aritma cihazi (RentRO 2000, Kros, Turkiye )

Manyetik karistirici (Boeco MSH 200, Almanya )
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Besiyerleri ve Cozeltiler

Colombia agar besiyeri (Becton Dickinson, BBL, Almanya)
(%5 koyun kani iceren kullanima hazir besiyeri)
Mueller Hinton agar (MHA) besiyeri (Oxoid, ingiltere)

MHA besiyerinin hazirlanisi:

Uretici firmanin dnerisine gore 38 g toz besiyeri 1 litre distile suda eritildi,
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri 50°C'ye kadar
sogutulduktan sonra 9 cm c¢apinda steril plastik petri kutularina 4 mm
kalinliginda dokuldu. Modifiye Hodge testi, Etest, ¢ift disk sinerji testi ve
kombine disk testi uygulamalari icin kullanildi.

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Sigma, Almanya)

0.5 M EDTA stok ¢dzeltisinin hazirlanist:

Kombine disk testi ve c¢ift disk sinerji testi uygulamalari ile agaroz jel

hazirliginda kullanilan bu ¢dzelti icin 1 litre distile suda 186.1 g EDTA eritildi,
NaOH ile pH 8.0'e ayarlandi.

Tris-base (Sigma-Aldrich, Almanya)

Borik asit (Sigma-Aldrich, Almanya)

10xTris-Borik asit-EDTA (TBE) stok tampon c¢dézeltisinin (pH:8.4) hazirlanisi:
Tris-base (108 g), borik asit (55 g) ve 0.5 M EDTA stok ¢ozeltisi (40 mL)

uzerine toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile su ilave edildi, manyetik

karistiricida eritildi, oda sicakhginda muhafaza edildi. Agaroz jel hazirlamak
icin 0.5xTBE kullanildi. Bu amagla 50 mL 10xTBE tampon ¢dzeltisi 950 mL

distile su ile karistirildi.
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Diger Malzemeler

Burgulu, kapakh steril tip (15 mL) (Becton Dickinson, Amerika Birlesik
Devletleri)

Mikrobank (Mast Diagnostics, Almanya)

Ependorf tapa (1.5, 0.5 ve 0.2 mL) (AHN Biotechnologie GmbH, Almanya)
Mikropipet (10, 100, 1000 uL) (Gilson, Amerika Birlesik Devletleri)

Steril eklviyon (Citoswab, Cin)

Steril petri kutusu (90 mm g¢apinda) (Firatmed, Turkiye)

IMP diski 10 pg (Oxoid, ingiltere)

Seftazidim (CAZ) diski 30 ug (Oxoid, ingiltere)

Bos disk (Oxoid, ingiltere)

Etest MBL seridi (Bir ucunda 4-256 pyg/mL IMP, diger ucunda 1-64ug/mL
IMP+EDTA iceren) (Biomerieux, Fransa)

2-merkaptopropiyonik asit (2-MPA) (Merck, Almanya)

Taqg polimeraz (Fermentas, Amerika Birlesik Devletleri)

dNTP karisimi 10 mM (Bio Basic Inc., Kanada)

10x PCR tamponu (Fermentas, Amerika Birlesik Devletleri)

MgCl, 2.5 mM (Fermentas, Amerika Birlesik Devletleri)

DNA markeri (Bio Basic Inc., DNA 100 bp Ladder Marker, Kanada)

MBL primer seti (4 ¢ift) (Genmar Diagnostic Company, Turkiye)

Yukleme tamponu (Bio Basic Inc., Kanada)

Agaroz (Agaroselow EEO, AppliChem, Almanya)

Parafilm M 4" x 125' (Pechiney Plastic Packaging Inc., Sikago)
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Calismaya alinan suslarin saf kultlrlerinden steril ekuviyonla bol
miktarda alinarak mikrobank saklama tlplerinde yogun bakteri
suspansiyonlari hazirlandi. Mikrobank tupleri g¢alkalanarak suUspansiyon
icindeki bakterilerin tlplerin icerisinde yer alan adsorban boncuklarla temas
etmesi saglandi. Daha sonra tuplerin i¢indeki sivilar aspire edilerek ¢alisma
yapilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Calisma oncesi saklanan suslarin mikrobank tiplerinden %5 koyun
kanli Colombia agara pasajlari yapildi. Saf kalttrler aerop kosullarda,

35°C’de, 18-24 saatlik inklbasyon sonucu elde edildi.

Fenotipik Yontemler

Modifiye Hodge Testi (MHT)

Hodge testi aslinda penisilinaz treten Neisseria gonorrhoeae'yi tespit
etmek icin gelistiriimis bir yontemdir (88). Bu test MBL varliginin gésteriimesi
icin penisiline duyarl S. aureus ATCC 25923 yerine E. coli ATCC 25922
standart susu ve 10 U penisilin diski yerine 10 ug IMP diski kullanilarak
modifiye edilmistir ve MHT olarak adlandiriimistir (89).

Yapilisi:

1. Standart E. coli ATCC 25922 susunun 0.5 McFarland
yogunlugunda hazirlanan suspansiyonu 10 kat sulandirilarak
steril eklviyon yardimiyla MHA besiyerinin tum yuzeyine inokule
edildi.

2. Petrinin ortasina bir adet IMP diski yerlegtirilerek test edilecek 3
bakteri ve pozitif kontrol olarak IMP-1 pozitif K. pneumoniae susu
disk kenarindan perifere dogru ¢izgi seklinde yogun olarak ekildi.

3. Aerob kosullarda 35°C’de 24 saat inklibasyon sonrasi E. coli'ye
ait inhibisyon zonunda goérilen bozulma MBL pozitif olarak

degerlendirildi.
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Etest Yontemi

1.

3.

Test edilecek bakterinin 0.5 McFarland bulanikhdinda hazirlanan
suspansiyonu steril bir ektviyon yardimiyla MHA besiyerinin tum

yuzeyine yayildi.

. Besiyeri ylUzeyinin kurumasini takiben bir ucunda IMP (4-256

pug/mL), diger ucunda IMP (1-64 pug/mL)+EDTA iceren Etest seridi
besiyeri yuzeyine yerlestirildi.

Aerob kosullarda 35°C’de 24 saat inklbasyon sonrasi birbirine zit
yonde olusan iki elipsin seritle kesistigi noktalara denk gelen MiK
degerleri belirlendi ve birbirine oranlandi.

IMP MiK degerinin IMP+EDTA MIK degerine oraninin 8 ve iizeri
olmasi (IMP MiK degerinin EDTA varliginda 3 log2 diliisyon ve
uzerinde azalmasi) MBL pozitif olarak degerlendirildi. Ayrica Etest
seridinin IMP veya EDTA igermeyen orta bolimunde “fantom zon”
(hayalet boélge) olarak adlandirilan gorintinin izlenmesi de MBL

pozitif olarak yorumlandi.

Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Bu testin temeli, degisik beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan

inhibisyon zonunun cgesitli metal selatorler varliginda geniglemesi veya

“fantom zon” olugsmasi mekanizmasina dayanmaktadir (90).

Yapilist:

1.

Test edilecek bakterinin 0.5 McFarland bulanikhdinda hazirlanan
suspansiyonu steril bir ekuviyon ile MHA besiyerinin yuzeyine
yayildi.

Besiyerinin kurumasini takiben Pseudomonas izolatlari icin CAZ
diski ve bos disk, Acinetobacter izolatlari icin IMP diski ve bos
disk aralarinda merkezden merkeze 2 cm uzaklik olacak sekilde

MHA besiyeri Uzerine yerlestirildi.

3. Bos diske 5 pL 2-MPA emdirildi.

4.

Aerob sartlarda 35°C’de 24 saat inkibasyon sonrasi diskler
arasinda artmig inhibisyon zonu veya fantom zon goérilmesi MBL

pozitif olarak degerlendirildi.
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Bos diskte bulunan 2-MPA’nin (5 pL) Pseudomonas tdrlerinin
uremesini fazla inhibe ettigi ve testin degerlendirilmesini zorlastirdigi
tespit edildiginden bu bakteriler icin 3 pL 2-MPA igeren diskler
kullanilarak test tekrar edildi. Ayrica Pseudomonas turleri icin daha
uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla birbirlerine uzakhgi
merkezden merkeze 2 cm olacak sekilde IMP diski ve 10 yL 0.5 M
EDTA emdirilen bos disk ile de CDST yapildi.

5. Pozitif kontrol suslarina ayni test prosedurt uygulandi.

Kombine Disk Testi (KDT)

1. Test edilecek suglarin 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan
suspansiyonlari steril ekuviyon yardimi ile MHA besiyerlerine
yayildi.

2. Besiyerinin kurumasini takiben Acinetobacter spp. igin besiyeri
Uzerine kenarlari arasinda 1.5-2 cm mesafe olacak sekilde 2 adet
IMP diski, Pseudomonas spp. i¢in 2 adet CAZ diski yerlestirildi.

3. Disklerden birer tanesine10 yL 0.5 M EDTA ¢ozeltisi emdirildi.

4. Aerob sartlarda 35°C’de 24 saat inkUbasyon sonrasi EDTA
emdirilmis ve emdirilmemis disklerin inhibisyon zon c¢aplari
Olclldu. Aralarinda 7 mm ve daha fazla fark bulunmasi MBL
pozitif olarak degerlendirildi.

5. Pozitif kontrol suslarina ayni test prosedurt uygulandi.

Molekiiler Yontemler

Calismaya alinan izolatlar PCR analizi ile blaIMP, blaVIM, blaSPM ve
blaNDM genleri yoninden PCR ile incelendi.

Primerlerin Segilmesi ve Hazirlanmasi

Calismada epidemiyolojik yayilim ve klinik iliski agisindan énemli
olan IMP, VIM, SPM ve NDM tipi enzimlerin genlerine yonelik 4 ¢ift primer

kullanildi (3, 91). Primerlerin 6zellikleri Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo-4: MBL primerlerinin 6zellikleri (91).

Hedef Primer Sekans (5°- >3’) Amplikon
uzunlugu (bp)

blalIMP IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAY*TCTC 232
IMP-R GGTTTAAY*AAAACAACCACC

blavIiM VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG

blaSPM SPM-F AAAATCTGGGTACGCAAACG 271
SPM-R ACATTATCCGCTGGAACAGG

blaNDM NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

*Y=CyadaT

Liyofilize primerler Uretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak
sulandirildi. Once 100 uM’lik stok c¢ozeltiler, bu ¢ozeltilerden 10 uM’hk
porsiyonlar hazirlandi. Primerler kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

DNA izolasyonu

1. Mikrobank tuplerinden %5 koyun kanli Colombia agara aktarilarak

canlandirilan bakterilerin ve MBL pozitif kontrol suslarinin
(blaIMP-1 pozitif K. pneumoniae, blaNDM pozitif K. pneumoniae
ve blaVIM pozitif P. aeruginosa) MHA besiyerine pasajlari yapildi.
Aerob sartlarda 35°C’de 24 saat inklibasyon sonrasi elde edilen
saf kulturlerden distile su ile McFarland 4-5 bulanikhdinda
suspansiyonlar hazirlandi.

2. Bakteri suspansiyonlarindan 500 pL alinarak 0.5 mL’lik ependorf

tlplerine aktarildi.

3. Ependorf tlupleri -80°C’'de 24 saat bekletildi, ardindan bakteri

suspansiyonlarinin oda sicakhginda iyice ¢ozulmesi saglandi.

4. Daha sonra ependorf tlpleri termal déngu cihazina yerlestirilerek

99°C’de 15 dakika bekletildi.
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5. Tupler 11.000xg’de 4 dakika, +4°C’de santriflj edildi.

6. Supernatandan 200 pL alinarak 0.2 mL’lik ependorf tlplne

aktarildi.

7. Supernatanlarin spektrofotometrede DNA kantitasyonu yapildi.

8. Supernatanlar amplifikasyon igleminde kalip olarak kullanilincaya

kadar -20°C’de saklandi.

DNA Amplifikasyonu

blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaSPM genlerine yonelik PCR

DNA amplifikasyonu her izolat i¢in 0.2 mL’lik ependorf tipunde, 25
ML PCR karnisiminda gercgeklestirildi. Her reaksiyon karigsimi son hacimde
1XPCR tampon, 1.5 mM MgCl,, 200 yuM dNTP, 0.3 uM her bir primer ve 2.5
U/100uL Taq polimeraz olacak sekilde distile su ile 23 yL’ye tamamlandi ve 2
ML DNA ekstrakti eklenerek son hacmin 25 pL olmasi saglandi.

Ependorf tdpleri termal doénglu cihazina vyerlestirilerek blalMP,
blaNDM, blaSPM genlerine yonelik DNA amplifikasyon dongusu 94°C’de 10
dakika ilk denatlrasyon; sonrasinda 36 siklus boyunca 94°C’de 30 saniye
denaturasyon, 52°C’'de 40 saniye baglanma, 72°C’'de 50 saniye uzama ve
72°C’de 5 dakika son uzama olarak gergeklestirildi.

blaVIM genlerine yénelik DNA amplifikasyon doéngust, 94°C’de 10
dakika ilk denatirasyon; sonrasinda 36 siklus boyunca 94°C’de 30 saniye
denaturasyon, 59°C’'de 40 saniye baglanma, 72°C’de 50 saniye uzama ve
72°C’de 5 dakika son uzama olarak gergeklestirildi.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Elde Edilmesi

Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan urtnleri gésterebilmek amaci
ile amplikonlar agaroz jel icerisinde elektrik akimina tabi tutuldu.

1. Elektroforez matriksi olarak kullaniimak Uzere %Z2’lik agaroz jel

hazirlanist:
a. Cam balonda 0.8 gr agaroz tzerine 40 ml 0.5xTBE ilave edildi.

b. Homojenizasyon saglanana kadar karisim mikrodalga firinda
eritildi.
c. Karisim oda sicakhginda bekletilerek 60°C’nin altina dismeyecek

sekilde sogutuldu.
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d. Eriyik haldeki agaroz igerisine 10 mg/mL’lik etidyum bromid stok
¢Ozeltisinden 4 L eklendi, karistirildi.

e. Hazirlanan agaroz jel, kenarlari kapatiimig ve taraklari uygun
olarak yerlestiriimis jel kaseti Uzerine sizinti ve kabarcik olmayacak
sekilde yavasga dokuldu.

f. Jel kalibi katilasmasi igin oda sicakhginda 20-25 dakika bekletildi.
g. Jel kalibi katilagtiktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve kalip
elektroforez tankina yerlestirildi.

2. Parafilm Gzerine her bir 6rnek (amplifikasyon urinud), 1 adet DNA
markeri ve 1 adet ilgili pozitif kontrol i¢in 2’ser uL ylukleme tamponu
konuldu.

3. Ornekler, DNA markeri ve pozitif kontrolden 10’ar pL alinarak
parafilm Gzerindeki yukleme tamponu ile karistirildi.

4. Karigimlardan 10’ar pyL alinarak jel kalibi Gzerindeki kuyulara
aktarildi.

5. Tankin gu¢ kaynagi 100 V akimda caligtirilarak 1 saat sureyle
elektroforez uygulandi.

PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Elektroforez islemi sonunda jel UV transiliminatér tzerine alindi.

Burada UV 1s1g1 (~304 nm) altinda jelin dijital fotografi cekildi. Amplifiye

edilen

DNA'nin  molekual agirligi, DNA markeri ile Kkargilastirilarak

degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan imipenem ve/veya meropeneme direncli 70 izolatin
24’0 A. baumannii, 9u A. baumannii/calcoaceticus complex, 2’si
Acinetobacter spp., 32’si P. aeruginosa, 3’0 P. putida olarak identifiye edildi.

Acinetobacter ve Pseudomonas suslarinin izole edildikleri ornek
tiplerine gore dagihmi Sekil-7’de gdsterilmistir. Endotrakeal aspirat (ETA) her
iki mikroorganizmanin en sik izole edildigi 6rnek (n:21, %30) olup; bunu idrar
(n:10, %4,3), yara-pu (n:9, %12,9) ve kan (n:7, %10) izlemektedir.

Acinetobacter izolatlarinin 6rnek dagiliminda ilk G¢ sirada ETA
(n:11), kan ve yara-pu (n:7) ile beyin omurilik sivisi (BOS) ve idrar (n:3)
bulunmakta; Pseudomonas suslari icin ise siralamada ETA (n:10), idrar (n:7)

ile kateter ve balgam (n:4) 6rnekleri yer almaktadir (Sekil-7).
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Pseudomonas spp.
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Sekil-7: Karbapenem direncli Acinetobacter ve Pseudomonas suslarinin
izole edildikleri 6rnek tiplerine gore dagilimi.

Blylk cogunlugu (n:38, %54,2) Yogun Bakim Uniteleri'nde takip ve
tedavi edilen hastalara ait olan karbapenem direngli Acinetobacter ve

Pseudomonas suglarinin kliniklere gore dagihminda ilk Ug¢ sirada 4’er 6rnek
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ile Onkoloji ve Go6glus Hastaliklari; 3’er 6rnek ile Uroloji, Ortopedi ve
Travmatoloji; 2’ser ornek ile Enfeksiyon Hastaliklari, Plastik ve Rekonstriktif
Cerrahi, Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari, Norosirurji ve Gogus Cerrahisi
Klinikleri yer almaktadir (Sekil-8 ve Sekil-9).

B Yogun Bakim
m Klinikler
Poliklinikler

Sekil-8: Yatarak ve ayaktan takip edilen hastalarda karbapenem direncli
Acinetobacter ve Pseudomonas sugslarinin dagilimi.
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Sekil-9: Karbapenem direngli Acinetobacter ve Pseudomonas suslarinin
kliniklere gore dagilimi.

YB: Yogun Bakim CEH: Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari
GC: Genel Cerrahi CSH: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari
GH: Gogus Hastaliklar FTR: Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
OT: Ortopedi ve Travmatoloji KHD: Kadin Hastaliklari ve Dogum
EH: Enfeksiyon Hastaliklar GOC: Goégus Cerrahisi

PRC: Plastik ve Rekonstriktif Cerrahi KDC: Kalp ve Damar Cerrahisi
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Acinetobacter ve Pseudomonas izolatlarinin antibiyogram sonuglari
Tablo-5 ve 6’da gosterilmistir.

Acinetobacter suslarinda %62,8 amikasin, %80 gentamisin, %88,5
sefepim, %91,4 trimetoprim-silfametoksazol, %97,1 siprofloksasin, %100
imipenem, meropenem, seftazidim ve piperasilin-tazobaktam; Pseudomonas
izolatlarinda ise %11,4 amikasin, %45,7 siprofloksasin, piperasilin-
tazobaktam, %51,4 sefepim, gentamisin, %54,2 seftazidim, %74,2
aztreonam, %85,7 imipenem, %88,5 meropenem direnci saptandi.
Pseudomonas suglarinin 26’sinda (%74,2) imipenem ve meropenem direnci
birlikte bulundu.

Florokinolon ve aminoglikozit direncine sahip, beta-laktam grubu
antibiyotiklerden  (seftazidim, meropenem, imipenem, sefoperazon-
sulbaktam) en az birine direngli olan izolat, ¢coklu ilag direncli olarak kabul
edildi. Buna gbre 35 Pseudomonas izolatinin 10’u (%28,5), 35 Acinetobacter

izolatinin 31’i (%88.5) coklu ilag direncine sahip olarak degerlendirildi.
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Tablo-5: Acinetobacter izolatlarinin MiK degerleri (ug/mL).

i £ = . c E

. S OJ2E |2 |zE |T ojE |z |2 & & |z |& |f2 |® |g%

n & hr >
Al >32 R >16/8 R >16 R * >32 R >16 R >2 R 18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A2 <8S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A3 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A4 <8S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A5 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 =81 >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A6 <88 >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A7 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A8 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A9 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R =4S >4/76 R
A10 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
All >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
Al12 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
Al13 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 =81 >8 R >4 R >8 R >64/4 R <2S >4/76 R
Al4 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
Al5 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R =4S =2/38 S
Al6 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R =81 >4/76 R
Al7 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
Al18 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R =0.5S <18 >8 R >8 R <18 >8 R >64/4 R 4S >4/76 R

R: Direngli
S: Duyarh

I: Orta derece duyarli
*: Calisiimadi
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Tablo-5 (devami): Acinetobacter izolatlarinin MiK degerleri (ug/mL).

< = £ , °

c .- § € E £ 2 c £ £ 2 g £ E £ E 8

D = 9 g % 9 7] 5 %) = = ) » c = 8 = 5 2

© s = o c X < S x » £ s x [ e & k7] S 8

= 5 ® k) 2 © = < 2 = 8 Q o o © g @ 2 %

£ g =2 o) s = o = 5 o = 2 = o 8 5 = £ £

- < < 3 @ 5 2 3 & & * 3 E : g & 3 2 c 8

IZOLAT & 5 2 it = é
A19 <8S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A20 <8 S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 <2 S >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A21 =321 =16/8 | =161 =32/8 R =16 | =32 R >2 R * >8 R >8 R * >8 R >64/4 R * >4/76 R
A22 <8 S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <1S >8 R >8 R =2S >8 R >64/4 R <28 =4/76 R
A23 =16 S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A24 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A25 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R =4S =2/38 S
A26 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A27 <8 S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <1S >8 R >8 R =2S >8 R >64/4 R =4S >4/76 R
A28 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 =81 >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A29 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R * >16 R >2 R * >8 R >8 R * >8 R >64/4 R * <1/19S
A30 <8S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 <28 >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A3l >32 R >16/8 R =8 S >32/8 R >32 R >16 R >2 R <18 <28 >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A32 >32 R >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <1S >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A33 <8 S >16/8 R =161 >32/8 R >32 R >16 R >2 R =12 R >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A34 <8 S >16/8 R >16 R >32/8 R >32 R >16 R >2 R <1S <2S >8 R >4 R >8 R >64/4 R >8 R >4/76 R
A35 <8S >16/8 R =16 | >32/8 R * >16 R >2 R * >8 R >8 R * >8 R >64/4 R * >4/76 R

R: Direngli
S: Duyarh

I: Orta derece duyarli
*: Galisilmadi
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Tablo-6: Pseudomonas izolatlarinin MiK degerleri (ug/mL).

c

| : § | B2 | i : 8 | ¢ 2N

iZOLAT Z B ) E E I3 % > 3 £ % g T g

-

P1 <8S =8S >16 R =32/8 | >16 R =0.25 S <18 >8R >8R =2S >8R =32/4 |
P2 >32 R >16 R >16 R >32/8 R =4S >2 R * >8 R >8 R >8 R >8 R =64/4 |
P3 <88 >16 R =16 | =32/8 | =8S =1S <18 <2S >8R =4 >8R =32/4 |
P4 <8S =16 | =8S =16/8 S =4S >2R * =4S >8R * =8 R =8/4 S
P5 >32 R >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2R <18 >8R >8R >4R >8R >64/4 R
P6 <88 >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2 R <18 <28 >8R >4 R >8R >64/4 R
P7 <88 >16 R >16 R >32/8 R >16 R =05S <18 >8R >8R =2S >8R =32/4 |
P8 <8S >16 R >16 R >32/8 R >16 R =1S <18 <2S >8R =41 >8R >64/4 R
P9 <8S >16 R =16 | =32/8 | =8S =1S <18 <2S >8R =41 >8R =16/4 S
P10 >32 R >16 R =16 | >32/8 R =8S >2 R <18 >8R >8R >4 R >8R >64/4 R
P11 <88 >16 R =8S >32/8 R =8S <05S <1S <28 >8R =2S >8R =64/4 |
P12 =16 'S >16 R =16 | >32/8 R =8S <058S <18 =8| >8R =2S >8R =32/4 |
P13 =16 'S >16 R >16 R >32/8 R >16 R <058S <18 >8R >8R <18 >8R >64/4 R
P14 <88 >16 R =16 | >32/8 R >16 R =21 <1S <28 >8R >4 R >8R >64/4 R
P15 =16 S >16 R >16 R >32/8 R >16 R =21 <1S =8 | >8R =4 | >8R >64/4 R
P16 =321 >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2 R <18 >8R >8R >4R >8R >64/4 R
P17 <8S =8S =4S =8/8 S =4S <058S <18 <2S >8R <18 =8 R =8/4 S
P18 =32 | >16 R >16 R * >16 R =21 <1S >8R >8R >4 R >8R >64/4 R
S: Duyarh
R: Direngli
I: Orta derece duyarli
*: Calisiimadi
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Tablo-6 (devami): Pseudomonas izolatlarinin MiK degerleri (ug/mL).

c c
iZOLAT g 3 & :}g) E I 2 ¥ g E S g & 8
(%] —

P19 <8S >16 R >16 R >32/8 R =16 | >2 R <1S =4S >8R >4 R >8 R =32/4 |
P20 >32 R >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2 R <18 >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R
P21 =32 | >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2 R <1S >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R
P22 =32 | >16 R >16 R >32/8 R >16 R >2 R <1S >8 R >8 R >4 R >8 R >64/4 R
P23 <8S 2S <18 =32/8 | =2S <0.125S <1S 2S >8 R <18 >8 R <4/4 S
P24 <8S >16 R >16 R >32/8 R >16 R <05S * >8 R <18 * >8 R >64/4 R
P25 <8S =4S =4S =16/8 S =4S <05S <1S 2S >8 R <18 =41 =8/4 S
P26 <8S =8 S =8 S =16/8 S =8 S <05S <1S 2S >8 R <18 =41 =32/4 |
P27 <8S >16 R =16 | >32/8 R =8S >2 R * >8 R <1S * >8 R >64/4 R
P28 <8S >16 R =16 | >32/8 R =8S >2 R * >8R =2S * >8R >64/4 R
P29 =32 | >16 R =16 | >32/8 R >16 R >2 R <1S >8R >8R >4 R =25 >64/4 R
P30 =16 S >16 R >16 R >32/8 R >16 R <058S * >8R =4 * >8 R =16/4 S
P31 <8S =4S =2S =8/8 S =2S >2 R <1S 2S >8R >4 R =41 <4/4 S
P32 <8S =8 S >16 R >32/8 R >16 R =05S <1S >8 R =8 R =2S >8 R =32/4 |
P33 =16 S >16 R =16 | =8/8 S >16 R >2 R <1S =81 =41 >4 R >8 R =64/4 |
P34 =32 | >16 R >16 R =16/8 S >16 R >2 R <1S >8 R >8 R * =8 R =16/4 S
P35 <8S =8 S =2S =8/8 S =2S <0.125S <1S 2S >8 R <18 =8 R <4/4 S

S: Duyarh

R: Direngli

I: Orta derece duyarli
*: Calisiimadi 47




Acinetobacter suslarinin 29'unda (%82,8) Etest, 16’sinda (%45,7)
MHT, 14’Gnde (%40) CDST, 5’'inde (%14,2) KDT ile MBL varligi saptandi.
Etest ile MBL Urettigi belirlenen izolatlarin 13’Gnde (%44,8) MHT ile de MBL
pozitifligi gdzlendi. Bu suslarin sadece 4’Unde (%30,7) KDT ile 3’Unde (%23)
ise CDST ile MBL varligr saptandi. Tum fenotipik testlerin birlikte MBL
pozitifligi saptadigi higbir Acinetobacter susuna rastlanmadi (Tablo-7).

Pseudomonas susglarinin 6’sinda KDT (%17,1), 5'inde (%14,2) CAZ-
MPA CDST, 4’inde (%11,4) IMP-EDTA CDST, 2’sinde (%5,7) Etest, 1’'inde
(%2,8) MHT ile MBL varhi§i saptandi. Etest ile imipenem MIK degeri <4
Mg/mL bulunan 10 Pseudomonas izolatinda degerlendirme yapilamadi. IMP-
EDTA CDST, CAZ-MPA CDST ve KDT ile MBL pozitifligi saptanan 3 izolatin
(P1,P7, P32) Etest sonuglari P7 ve P32 icin pozitif, P1 icin negatif bulundu
(Tablo-8).
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Tablo-7: Karbapenem direngli

genotipik test sonuglari.

Acinetobacter

izolatlarinin  fenotipik ve

izolat Bakteri adi Ornek alim | Klinik MHT | Etest | GDST KDT | PCR
no yeri IMP-MPA (VIM)
Al A.baumannii Yara-pl Reanimasyon N p N N P
A2 A. bau/calc complex* | Kan Reanimasyon N P P N P
A3 A. baumannii Kateter Yanik Unitesi N P P N P
A4 A. baumannii Kan Reanimasyon N P P N P
A5 A. bau/calc complex* | Kan Onkoloji P N P N P
A6 A. baumannii ETA GH N P P N P
A7 A. bau/calc complex* | Yara-pi oT N o) N N P
A8 A. baumannii ETA Yanik Unitesi N P N N P
A9 Acinetobacter spp. ETA Noroloji-YB P N P N P
Al0 A. baumannii ETA Reanimasyon p p N N P
All A. baumannii ETA GH p p p N P
Al2 A. baumannii BOS Norosirurji N P N N P
Al13 A. baumannii Balgam GH-YB N P P N P
Al4 A. baumannii ETA Néroloji-YB N p N N P
Al5 A. bau/calc complex* | ETA Reanimasyon p p N N P
Al6 A. baumannii BOS Norosirurji N p N N P
Al7 A. baumannii Yara-pi GH =) p N N P
Al8 A. bau/calc complex* | ETA Noroloji-YB N P P N P
Al9 A. baumannii Kan KHD N p N N P
A20 A. baumannii ETA GC-YB N p N N P
A21 A. baumannii idrar(sonda) | Reanimasyon N N p N P
A22 A. baumannii BOS Yanik Unitesi N N N N P
A23 A. baumannii ETA Onkoloji P P N P P
A24 A. baumannii Kan Onkoloji P P N P P
A25 A. bau/calc complex* | Kan Reanimasyon P P P N P
A26 A. bau/calc complex* | ETA Reanimasyon P P N N P
A27 A. baumannii Yara-pu oT N N P N P
A28 A. bau/calc complex* | Apse Reanimasyon P P N N P
A29 A. baumannii idrar(sonda) | FTR P P N N N
A30 A. baumannii Kan Noroloji-YB P P N P P
A3l A. baumannii Yara-pu Yanik Unitesi P N P N N
A32 A. baumannii Plevra sivisi | Onkoloji P P P N P
A33 Acinetobacter spp. Yara-pu GH-YB N P N N P
A34 A. baumannii Yara-pU PRC P P N = =
A35 A. bau/calc complex* | Idrar(sonda) | GC-YB N P N P P

*A. bau/calc complex: A. baumannii/calcoaceticus complex
P: Pozitif
N: Negatif
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Tablo-8: Karbapenem direngli Pseudomonas izolatlarinin fenotipik ve
genotipik test sonuglari.

izolat izolat Ornek Klinik MHT | Etest | GDST | GDST | KDT | PCR
no CAZ- IMP- (IMP)

MPA EDTA

P1 P.aer* ETA Noroloji-YB P N P P P
P2 P.aer* idrar (sonda) Reanimasyon N D N N N N
P3 P.aer* ETA Néroloji-YB N N N N N N
P4 P.aer* idrar (orta akim) Uroloji N N N N N N
P5 P.aer* ETA GC-YB N N N N N N
P6 P.aer* Yara-pu Reanimasyon N N N N N N
P7 P.aer* ETA Néroloji-YB N P P P P P
P8 P.aer* ETA Noroloji-YB N D N N N N
P9 P.aer* ETA Noroloji-YB N N P N N N
P10 P.aer* Safra GC N N N N N N
P11 P.aer* Safra Gastroent.** N N N N N N
P12 P.aer* Burun sirinti CSH-YB N N N N N N
P13 P.aer* Ameliyat materyali | KDC N N N N P N
P14 P.aer* Kateter Reanimasyon N N N N N N
P15 P.aer* Balgam CEH N N N N N N
P16 P.aer* ETA GC-YB N N N N N N
P17 P.aer* Balgam EH N N N N N N
P18 P.aer* Ampiyem EH N N P N P N
P19 P.aer* Plevra sivisi GOC N N N N N N
P20 P.aer* Kateter Reanimasyon N N N N N N
P21 P.aer* Kateter Noroloji-YB N N N N N N
P22 P.aer* Brons lavaiji Noroloji-YB N N N N N N
P23 P.aer* Balgam CEH-Poliklinik N D N P N N
P24 P. putida idrar (sonda) Yanik Unitesi N D N N P N
P25 P.aer* ETA CEH N N N N N N
P26 P.aer* Dren mayi GC N D N N N N
P27 | P. putida idrar (orta akim) oT N D N N N N
P28 | P. putida idrar (sonda) Uroloji N D N N N N
P29 P.aer* Balgam GH N D N N N N
P30 P.aer* idrar (orta akim) CEH-Poliklinik N D N N N N
P31 P.aer* ETA Reanimasyon N N N N N N
P32 P.aer* ETA Noroloji-YB N P P P P P
P33 P.aer* Yara-pu EH-Poliklinik N D N N N N
P34 | P.aer* idrar (sonda) Uroloji N N N N N N
P35 P.aer* Kateter GC-YB N N N N N N

* P. aer: P. aeruginosa
**Gastroent: Gastroenteroloji
D: Degerlendirilemedi

P: Pozitif N: Negatif
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Fenotipik testler ile MBL pozitifligi saptanan suslara ait gortntuler
Sekil-10, 11,12 ve 13’te gosterilmigtir.

Sekil-10: MBL pozitif kombine disk testi.  Sekil-11: MBL pozitif imipenem-EDTA
cift disk siner;ji testi.

Sekil-12: MBL pozitif modifiye Hodge testi.

Sekil-13: MBL pozitif Etest.
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Acinetobacter ve Pseudomonas suslarina ait fenotipik test sonuglari
arasindaki uyum oranlari hesaplandi. Bunun igin Tablo-7 ve Tablo-8'deki
veriler kullanilarak her iki test ile pozitif ve her iki test ile negatif bulunan izolat
sayisi toplami toplam ¢alisilan izolat sayisina bolundua.

Buna gore Etest ile en uyumlu fenotipik test Acinetobacter suslari icin
MHT (%45), Pseudomonas izolatlar i¢cin IMP-EDTA CDST (%96) bulundu
(Tablo-9,10).

Tablo-9: Acinetobacter suglarinda fenotipik testlerin uyum oranlari.

Testler Uyum orani (%)
KDT- MHT 62
CDST — MHT 48
CDST —KDT 45
MHT — Etest 45
KDT — Etest 31
CDST — Etest 28

CDST: Cift disk sineriji testi KDT: Kombine disk testi MHT: Modifiye Hodge testi

Tablo-10: Pseudomonas suslarinda fenotipik testlerin uyum oranlari.

Testler Uyum orani (%)
IMP-EDTA CDST - Etest 96
IMP-EDTA CDST - MPA-CAZ CDST 91
IMP-EDTA CDST - MHT 91
MPA-CAZ CDST - KDT 91
IMP-EDTA CDST - KDT 88
MPA-CAZ CDST — MHT 88
KDT — Etest 88
MHT — Etest 88
MPA-CAZ CDST - Etest 88
KDT - MHT 85

CDST: Cift disk sinerji testi KDT: Kombine disk testi MHT: Modifiye Hodge testi
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Calismada karbapenem grubu antibiyotiklere direng gelisiminde
onemli yer tutan ve mobil DNA elemanlari araciligi ile gram negatif patojenler
arasinda hizla yayilma egilimi gosteren kazaniimigs MBL enzimleri PCR ile
arastinldi. Bu amagla 4 tip MBL enzimi (blaIMP, blaVIM, blaNDM ve blaSPM)
icin 6zgul primerler kullanildi.

Acinetobacter ve Pseudomonas suslarinin higbirinde blaSPM (271
bp) ve blaNDM (621 bp) genlerine spesifik bant olusumu gozlenmedi.

Sadece 3 P. aeruginosa sugunda (%8,5) blaIMP genine spesifik 232
bp’lik bant olustugu goézlendi (Sekil-14, Tablo-8). Higbir Acinetobacter
izolatinda IMP tipi MBL geni saptanmadi.

Acinetobacter izolatlarinin 33’unde (%94,2) blaVIM genine spesifik
390 bp’lik bant olustugu goézlendi (Sekil-15, Tablo-7). Higbir Pseudomonas
susunda VIM tipi MBL geni saptanmadi. VIM tipi MBL geninin saptanmadigi
2 A. baumannii susundan biri (A29) Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Klinigi'nden goénderilen sonda idrarindan, digeri (A31) ise Yanik Unitesi'nden
gonderilen yara-pu orneginden izole edilmisti. Her iki izolatta KDT sonuglari
negatif, MHT sonuglari ise pozitif bulundu. Buna karsilik CDST sonuglari
(A29 icin negatif, A31 igin pozitif) ile Etest sonuglari (A29 igin pozitif, A31 igin
negatif) degiskenlik gosterdi (Tablo-7). VIM tipi MBL geni bulunmayan A.
baumannii suslarindan A29 sadece trimetoprim-sulfametoksazole; A31 ise
sefepim ve gentamisine duyarli bulundu (Tablo-5).

Acinetobacter izolatlari igin 4 gen bolgesinin arastinidigi PCR
sonuglari ile fenotipik testlerin sonuglar karsilastiriidiginda; KDT’nin
duyarhligi %15, 6zgulligu %100; MHT’nin duyarhhdr %42, ézgullugu %o0;
GCDST’nin  duyarhligi %39, 06zgulligi %50; Etestin duyarliligi %84,8,
6zgulligu %50 hesaplandi.

IMP tipi MBL geninin saptandi§i P. aeruginosa suslarinin timu (P1,
P7 ve P32) Néroloji Yogun Bakim Unitesi’nden génderilen ETA 6rneklerinden
izole edilmisti. Hepsinde KDT, CAZ-MPA CDST ve IMP-EDTA CDST pozitif
sonuglandi. MHT ile sadece P1 susunda pozitiflik saptandi, bu susun Etest
sonucu negatif olup; diger izolatlarin (P7 ve P32) Etest sonuglari pozitif

bulundu (Tablo-8). IMP tipi MBL genine sahip izolatlarin timd imipenem,
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meropenem ve seftazidime direngli; kolistin, siprofloksasin ve levofloksasine
duyarl olup; aztreonam igin diren¢ paterni degiskenlik (P1 ve P32 duyarl, P7
direncli) gosterdi (Tablo-6).

Pseudomonas izolatlar igin 4 gen bdlgesinin arastirildigi PCR
sonuglari ile fenotipik testlerin sonuglan karsilastirildiginda; KDT’nin
duyarhihgr %100, 6zgulliglu %90; MHT nin duyarhhgr %33, 6zgulligu %100;
CAZ-MPA CDST’nin duyarliigi %100, 6zgulligd %93; IMP-EDTA CDST nin
duyarlligi %100, 6zgulligu %96; Etest'in duyarlihdr %66, 6zgulligu %100

hesaplandi.
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300 bp

232 bp
200 bp

Sekil-14: blaIMP genine spesifik PCR jel gorintusu.

1. sira: 100 bp ladder, 2. sira: IMP-1 pozitif K. pneumoniae, 3. sira: P1, 4. sira: P2,
5. sira: P3, 6. sira: P4, 7. sira: P5, 8. sira: P6, 9. sira: P7, 10. sira: negatif kontrol.

400 bp
390 bp
300 bp

Sekil-15: blaVIM genine spesifik PCR jel goruntusu.

1. sira: 100 bp ladder, 2. sira: VIM-1 pozitif P. aeruginosa, 3. sira: A15, 4. sira: A16,

5. sira: A17, 6. sira: A18, 7.sira: A19, 8. sira: A20, 9. sira: A21, 10. sira: A22, 11. sira: A23,
12. sira: negatif kontrol.



TARTISMA VE SONUG

Nonfermentatif gram negatif bakteriler dogada yaygin olarak
bulunan, saglikh kisilerde nadiren enfeksiyona yol agan, genellikle hastane
enfeksiyonu ile iligkili patojenlerdir. Hastane ortaminda ventilatorler ile
aksesuvarlarindan, hasta yataklari ve diger gerecglerin yani sira hastane
calisanlarinin cildinden de izole edilebilirler. P. aeruginosa ve Acinetobacter
turleri klinik 6nemi olan nonfermentatif gram negatif bakteriler arasinda 6n
siralarda yer almaktadir. Giderek artan antibiyotik direnci nedeniyle bu
bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar bulunmaktadir (92).

Dinyanin degisik bdlgelerinden farkh direng oranlari bildiriimektedir.
SENTRY antimikrobiyal slrveyans ¢alismasina goére 1997-99 yillari arasinda
¢ok ilaca direngli P. aeruginosa oranlari Latin Amerika’da %8,2, Avrupa’da
%4,7, Asya-Pasifik'te %1,6, Amerika Birlesik Devletlerinde %1,2 ve
Kanada’da %0,9 saptanmistir (93). MYSTIC (Meropenem Yearly
Susceptibility Test Information Collection) c¢alismasinin 2007 verilerinde
nozokomiyal enfeksiyon etkeni P. aeruginosa ve Acinetobacter tlrlerinde
diren¢g oranlari sirasiyla meropenem igin %14,8 ve %12, imipenem igin
%30,2 ve %12,6, seftazidim i¢in %26,1 ve %47, piperasilin-tazobaktam igin
%19,6 ve %38,5, siprofloksasin i¢in %23,2 ve %51,2, gentamisin i¢in %37,7
ve %41,5 tobramisin igin %25,8 ve %26,7 bildiriimigtir (94). Acinetobacter
turleri ile P. aeruginosa’da 2003-2008 vyillari arasinda yapilan CMSS
(Chinese Meropenem Surveillance Study) calismasinin sonuglarina gore;
meropenem ve imipenem duyarliliklarinin Acinetobacter tirleri igin sirasiyla
%94,6’dan %60,7’ye ve %92,5'ten %62,1’e; P. aeruginosa igin ise %86,2’den
%76'ya ve %74,8'den %70,5e geriledigi gdsterilmis; ¢ok ilaca direngli A.
baumannii orani %59,4; P. aeruginosa orani %17,1 bulunmustur (95).
Amerika Birlesik Devletlerinde NNIS (National Nosocomial Infections
Surveillance System) gcalismasinin 1992-2004 yillarina ait verilerine gore ¢ok
ilaca direngli P. aeruginosa suslarinin %21-32 arasinda degistigi (96); EARS-

Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) calismasinin
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2005-2011 yillarina ait verilerine goére ise P. aeruginosa izolatlarinda
karbapenem direncinin %18,6; ¢oklu ila¢ direncinin %15,3 oldugu bildirilmistir
(97). Queenan ve ark. (98) 2010 yilinda 514 Acinetobacter izolatinda
duyarhliklari levofloksasin i¢cin %41, piperasilin-tazobaktam icin %39,
seftazidim igin %45, karbapenem igin %47-51, tobramisin igin %58
bulmuslar; izolatlarin %54’Gnde ¢oklu ilag¢ direnci saptamiglardir.

Degisik merkezlere gore direng oranlarinin oldukga farklilik gosterdigi
ulkemizde, 13 merkezin katildigi ve 2007 yili izolatlarinin degerlendirildigi
HITIT-2 siirveyans calismasi verilerine gére A. baumannii’'de en disik direng
orani sefoperazon-sulbaktam (%52) ve imipenem (%55,5) igin saptanmig
(99); 2007 MYSTIC surveyans calismasi Turkiye sonuglarina goére ise
Acinetobacter suslarinda en etkili antibiyotiklerin karbapenemler oldugu, bu
suslarin %49’unun cok ilaca direngli ve bunlarin da 1/3’inin denenen tim
antibiyotiklere direngli (panrezistan) bulundugu bildirilmistir (100).

Calismamizda Acinetobacter izolatlarinin %62,8’i amikasine, %88,5’i
sefepime, %97,1’i siprofloksasine, %80’i gentamisine, %91,4’0 trimetoprim-
sulfametoksazole, %100’G imipenem, meropenem, seftazidim ve piperasilin-
tazobaktama direncli bulunmustur. Ayrica Pseudomonas izolatlarinin %28,5’i
(n:10), Acinetobacter izolatlarinin  %88,5’i (n:31) c¢oklu ila¢g direnci
gOstermisgtir.

Nonfermentatif gram negatif bakterilerde antibiyotik direnci enzim
uretimi, efluks pompalarinin asiri ekspresyonu, hedef bolge degisiklikleri, dis
membran proteinleri veya porinlerin kaybi gibi c¢esitli mekanizmalarla
meydana gelir. Genellikle ayni mikroorganizmada birden ¢ok direng
mekanizmasi birlikte bulunur (92). Karbapenemlere karsi direng siklikla
pompa sistemleri ve membran gegirgenligindeki azalmaya bagli olarak
gelismekle birlikte; MBL'larla iligkili direng, karbapenemlerin yani sira birgok
beta-laktam antibiyotige karsi diren¢ gelisimine de sebep olmalari, klinikte
kullanilabilecek inhibitorlerin bulunmayigi ve mobil genetik elemanlarin
(integronlar) Uzerinde tasinarak bakteriler arasinda hizla yayilabilmeleri
nedeniyle giderek ©6nem kazanmaktadir. Ayrica MBL genlerini tagiyan

integronlar farkh antibiyotik siniflari (6rn: aminoglikozidler, kloramfenikol),
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dezenfektanlar veya diger beta-laktamaz genlerinin direng faktorlerini tagiyan
ek gen kasetlerini de barindirabilmektedir. Bu nedenle MBL ureten bakteriler,
etken olduklari dusunulmese bile dikkate alinmalidirlar ¢inku ayni hastanin
diger vlcut bolgelerine veya yakinindaki diger hastalara bulagsma riski
tasirlar. Bir galismada MBL pozitif P. aeruginosanin klinik 6rnekten ilk
izolasyonundan 6-12 ay sonra hastane cevrelerinden izole edilebildigi
gOsterilmistir (101). Dolayisiyla MBL Ureten suslarin erken tanimlanmasi
uygun tedavi protokollerini belirlemek ve ¢oklu direncin yayiimasini onlemek
icin gereklidir.

Gram negatif bakterilerde MBL varligini arastiran c¢alismalarda
izolatlarin secimiyle ilgili farkl kriterler géz 6ninde bulundurulmustur. Bazi
arastirmacilar seftazidime (102), bazilar seftazidim ve/veya imipeneme (90),
bazilari da (103, 104, 105) bizim gibi karbapenemlere direngli
mikroorganizmalari galisma kapsamina almislardir. Cornaglia ve ark. (106)
imipenem direncinin kriter olarak alindigi ¢alismalarda MBL urettigi halde
karbapenemlere dusuk duzeyde direng gOsteren suslarin gozden
kagabilecegini belirtmiglerdir. Bu nedenle sus segiminin iyi planlanmasi
gerekmektedir.

Suslarin belirlenmesini takiben MBL arastirimasinda kullanilacak
yontem secimi gindeme gelmektedir. Butin MBL'lar aktif bdlgelerindeki
¢inkonun uzaklastirimasindan etkilendikleri icin ¢alismalar bu 6zellik goz
onunde bulundurularak yapilmistir. Bununla birlikte MBL’lar arasindaki fark
aktif bolgelerindeki kugluk varyasyonlardan kaynaklanmakta bu nedenle tek
bir inhibitdr ajan tim enzimlere etkin olamamaktadir. Dolayisiyla fenotipik
testlerin sonuclari kullanilan ydnteme, bakterinin cinsine, beta-laktam
substrata ve MBL inhibitorine bagli olarak uyumsuzluk gdsterebilmektedir
(5). GUnumuzde standardize edilmis herhangi bir fenotipik yontemin
bulunmamasi nedeniyle g¢alismalar duyarhli§i ve 6zgulligu en ylksek testin
belirlenmesine odaklanmistir.

Bu calisma degisik fenotipik testlerin (KDT, Etest, CDST, MHT)
duyarllik ve 06zgulliklerini 4 gen boélgesini (blaIMP, blaVIM, blaNDM ve
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blaSPM) hedef alan ve fenotipik ydntemlerden daha duyarli olan PCR
sonuglarina gore belirlemek amaciyla yapildi.

Farkli MBL enzimlerine sahip bakteri tlrlerinde degisik beta-laktam
ve MBL inhibitorleri kullanilarak, celiskili sonuglarin elde edildigi ¢cok sayida
CDST calismasi yapilmistir. Arakawa ve ark. (102) IMP-1 pozitif gram negatif
bakterilerin tanimlanmasinda inhibitor olarak 2-3 yL 2-MPA, substrat olarak
seftazidim ile daha iyi sonucglar elde ettiklerini bildirmisler; imipenem
kullanildiginda imipeneme azalmis duyarliik (MiK 4-8 upg/ml) goésteren
suslarda tiyol bilegiklerinin inhibitor etkisinin belirsiz  olabilecegini
vurgulamiglardir. Bununla birlikte Glkemizde yapilan bir galismada imipenem
direncli 79 Acinetobacter izolatinin %55,7’sinde CAZ-3 pL 2-MPA CDST ile
MBL pozitifligi saptanmis ancak PCR ile bu suslarin higbirinde blaiIMP-1
gosterilememigtir (104). Lee ve ark. (107) IMP-1.900 pg EDTA CDST ile
blaVIM-2 pozitif batin Pseudomonas izolatlarini, IMP-3 mg sodyum
merkaptoasetik asit CDST ile de blaIMP-1/ blaVIM-2 pozitif butin
Acinetobacter izolatlarini saptadiklarini bildirmislerdir. Farkh selator ajanlar
ile beta-laktamlarin kullanildigi baska bir ¢alismada da IMP-20 pL 1:320
MPA’lI Tris-EDTA diski ile batun MBL dreten izolatlarin saptandigi, yalanci
pozitifligin bulunmadigi rapor edilmistir (108).

Qu ve ark. (105) PCR ile blaIMP-1, blaIMP-9, blaVIM-2 pozitif
saptanan P. aeruginosa izolatlarinda EDTA (10 pL, 0.1 M) - CAZ CDST ve 2-
MPA (3 pL) - CAZ CDST'nin duyarliliklarini sirasiyla %90,5 ve %95,2;
Ozgulluklerini ise %97,5 ve %91,4 bulmuslardir. Picao ve ark. (90), genetik
olarak birbirleriyle iligkisi olmayan, farkli MBL Ureten P. aeruginosa, P. putida,
Acinetobacter turleri ve enterik bakteriler ile yaptiklari genis kapsaml
calismada Pseudomonas turlerinde CAZ- 5 pyL 2-MPA CDST, Acinetobacter
turlerinde ise IMP-5 pL 2-MPA CDST igin duyarhlik, 6zgullik, pozitif ve
negatif prediktif degerlerinin %100’e ulastigini bildirmislerdir.

Calismamizda CDST ile MBL pozitifligi saptanan (n:14, %40)
Acinetobacter izolatlarinin 13’0 (%92,8) PCR ile blaVIM pozitif bulundu.
Ancak PCR ile blaVIM pozitifligi saptanan 20 izolatta CDST ile MBL varhgi
gOsterilemedi. Acinetobacter turleri igin CDST’nin duyarhligi %39, ézgullugu
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%50 olup; sadece 1 izolatta yalanci pozitiflik saptandi. Testte metal selator
olarak kullanilan ajanlarin (EDTA, 2-MPA vb.) olusturdugu 6zgul olmayan
genis inhibisyon zonunun yalanci pozitifik nedeni olabilecegi dusunaldu.
Nitekim Picao ve ark.’nin (90) kullandigi metal selatéor miktarinin (5 uL 2-
MPA) calismamizda Pseudomonas izolatlarinin Uremesini buylik &l¢ide
inhibe ettigi ve testin degerlendiriimesini zorlagtirdigi saptandi. Bu nedenle
Qu ve ark.’nin (105) kullandid1 miktar (3 yL 2-MPA) ile test tekrarlanarak bu
olumsuzluk giderildi. Ayrica tim Pseudomonas izolatlari seftazidime direncli
olmadigi icin farkl bir beta-laktam ve inhibitor (IMP-10 pL, 0.5 M EDTA) ile
de CDST yapildi (109). Buna goére CAZ-MPA CDST ile 5 (%14,2), IMP-EDTA
CDST ile 4 (%11,4) Pseudomonas susunda MBL pozitifligi saptandi.
Pseudomonas izolatlari igin CAZ-MPA CDST’nin duyarlihigi %100, 6zgullugu
%93; IMP-EDTA CDST'nin duyarlihdr %100, 6zgullugu %96 hesaplandi.
Pseudomonas izolatlarinda tim fenotipik testler icinde en iyi sonuclar IMP-
EDTA CDST ile elde edildi. IMP-EDTA CDST'nde 1 (P23); CAZ-MPA
CDST’nde ise 2 (P9, P18) susta yalanci pozitiflik saptandi (Tablo-8). Aktas
ve ark. (103) PCR ile blavIM ve blaIMP negatif bulunan P. aeruginosa
izolatlarinin %63,6’sinda, A. baumannii izolatlarinin ise %-78,5’'inde IMP-0.5
M 10 pyL EDTA CDST ile MBL pozitifligi saptadiklarini ancak izolatlarin
higbirinde IMP-0.1 M 10 yL EDTA CDST ile MBL pozitifligi gdzlemediklerini
bildirmigler; sinerji testlerinde 0.1 M EDTA bilesiginin kullaniimasini
onermislerdir. Calismamizda Pseudomonas izolatlarinda IMP- 0.5 M 10 pL
EDTA CDST’nin 6zgullugunu metal selatdr konsantrasyonu etkilemis olabilir.

Calismamizda Acinetobacter izolatlari igin CDST’nin duyarlihdi Picao
ve ark.’nin (90) aksine dusuk (%39) bulundu. Aslinda CDST’nde beta-laktam
ajana ait inhibisyon zonunun MBL inhibitérine dogru genigslemesi subjektif
degerlendirmeye neden olabilir. Test edilecek izolatin kullanilan beta-laktam
ajana direnci bu noktada énem kazanmaktadir. Direngli izolatlarda siner;ji
zonu kolaylikla gozlenirken, orta direncgli veya duyarh izolatlarda bu zon
belirgin olarak secilememekte; yalanci negatif sonuglara neden olmaktadir.
Calismamizda Acinetobacter izolatlarinin  timU imipeneme  direngli

oldugundan yalanci negatifliklerin olasi nedeni subjektif dederlendirmeden
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kaynaklanmamaktadir. lkonomidis ve ark. (110) IMP-10 pl 0.1 M EDTA
CDST ile MBL negatif 87 A. baumannii izolatinin 2’sinde PCR ile VIM-1 geni
saptamiglar; genin zayif ekspresyonunun fenotipe yansimayabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica integronda taginan gen kasetlerinin ekspresyonu ve
duzeyi, bakterideki integron sayisi ve integronun 5' ucundaki promotor
bdlgesinin aktivitesi ile iligkilidir (111). Acinetobacter izolatlarinda CDST igin
saptadigimiz dustk duyarliigin nedeni genin zayif ekspresyonundan
kaynaklanabilir. Ekspresyon analizleri bu konuda faydal olabilir.

MBL enzimlerinin arastirimasinda degerlendiriimesi CDST'ne gore
daha objektif olan KDT, siklikla kullanilan fenotipik bir yontemdir. CDST’nde
gercek sinerjizmin inhibisyon zonlarinin kesismesinden ayirt edilmesi
yorumlayan kiginin deneyimine baghdir. KDT ile yapilan c¢aligmalarda da
kullanilan ¢esitli inhibitorlerin, esik deger olarak kabul edilen zon c¢api
farklarinin sonuglari etkiledigi gosterilmigtir. Qu ve ark. (105) CDST, KDT,
Etest ve PCR ile P. aeruginosa izolatlarinda MBL varligini aragtirmiglar; en
iyi sonuglari IMP- 750 ug EDTA’'nin kullanildigi ve 6 mm’lik zon ¢api farkinin
esik deger kabul edildigi KDT ile elde etmisler; testin duyarlihgini,
Ozgulligund, pozitif ve negatif prediktif degerlerini %100 olarak
belirlemislerdir. Sadece P. aeruginosa izolatlarinda yapilmis olmakla birlikte
KDT'nin CDST ve hatta Etestten daha Ustlin oldugunu vurgulamiglardir.
Picao ve ark. (90) farkli MBL genlerine sahip izolatlarda 8 mm’lik zon ¢api
farkini esik deger kabul ettikleri ve inhibitdr bilesik olarak CAZ-EDTA / CAZ-
MPA kullandiklari KDT ile Pseudomonas tarleri igin testin duyarlihdini %96,
O6zgulligund %100 bulmuslar; Acinetobacter turleri igin testin performansinin
iyi olmadigini vurgulamiglardir.

Ulkemizdeki calismalarda KDT icin yalanci pozitiflik oranlarinin
yuksek oldugu gozlenmektedir. Aktas ve ark. (103) blaIMP ve blaVIM negatif
Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlarinda IMP-0.5 M 10 uL EDTA’nin
kullanildigi KDT ile yalanci pozitifligi %100 bulmuslar, IMP- 0.1 M 10 pL
EDTA ile yalanci pozitiflik oraninin geriledigini (%0-10,7) saptamiglardir. Dagi
ve ark. (112) IMP-0.5 M 10 pL EDTA’'nin kullanildigi KDT ile karbapenem
direncli 202 A. baumannii susunun 139’unda (%69) MBL pozitifligi bulmuslar
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ancak izolatlarin higbirinde PCR ile blaIMP ve blaVIM genlerini
gOsterememiglerdir. Yalanci pozitifligin EDTA’nin bakterisidal etkisinden
kaynaklanabilecegini veya karbapenem direncinden IMP ve VIM disi
enzimlerin sorumlu olabilecegini belirtmislerdir. PCR ile sadece blaIMP-1
geninin arastinldigi bir calismada da IMP-0.5 M 10 yL EDTA’nin kullanildigi
KDT ile 79 Acinetobacter izolatinin % 58,2’'sinde MBL varligi saptanmig
ancak izolatlarin higbirinde PCR pozitifligi gosterilememistir (104). Genotipik
yontemlerle sonuglarin irdelenmedigi bagka bir ¢alismada ise IMP-0.5 M 10
ML EDTA’nin kullanildigi KDT ile imipeneme direngli 70 A. baumannii
izolatinin %79’'unda MBL pozitifligi saptanmigtir (113).

Calismamizda Pseudomonas tarleri icin CAZ-0.5 M 10 pL EDTA,
Acinetobacter turleri i¢in ise IMP-0.5 M 10 yL EDTA’nin kullanildigi; 7 mm’lik
zon capi farkinin esik deger kabul edildigi KDT ile Pseudomonas izolatlarinin
6’'sinda (%17,1), Acinetobacter izolatlarinin 5’inde (%14,2) MBL pozitifligi
elde edildi. MBL enzimlerine ait 4 gen bolgesinin arastiriidigi PCR
sonuglarina gére KDT icin Pseudomonas izolatlarinda duyarliik %100,
O0zgullik %90; Acinetobacter izolatlarinda duyarliik %15, 6zgullik %100
bulundu. Picao ve ark.nin (90) calismasindaki gibi KDT Pseudomonas
tirlerinde daha iyi performans gosterdi. Ulkemizdeki calismalarla
kargilastirildiginda KDT ile saptadiimiz yalanci pozitiflik (P13, P18, P24)
oldukca duslk (%8,5) bulundu. EDTA’nin bakteri hiicre duvari gegirgenligini
arttirarak bakterisidal 0Ozellik kazanmasi, EDTA ile selasyon olusturan
cinkonun imipenemin etkinligini ve P. aeruginosa’nin OprD ekspresyonunu
azaltmasi yalanci pozitifligin nedeni olarak gosteriimektedir (114).
Acinetobacter turlerinde KDT igin saptadigimiz duyarlilik sonuglari esik deger
olarak zon g¢api farki 6 mm alindiginda %45,4, 5mm alindiginda ise %81
olarak degismekte; ancak her iki durumda da testin 6zgulligu %50’ye
gerilemektedir.

MBL dreten bakterilerin varliginda imipenemin hidrolize olmasi ve
boylece imipeneme duyarli standart E. coli susunun Ureyebilmesi temeline
dayanan, calisma prensibi selatdr ajanlarla MBL inhibisyonu yapilan diger

testlerden farkli olan MHT; uygulamasi kolay bir fenotipik tani aracidir. Ancak
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OXA-23, OXA-48, KPC vb. enzimler (MBL digl) de imipenem hidrolizine
neden oldugundan bu test CLSI tarafindan Enterobacteriaceae’de
karbapenemaz varligini  saptamak igin Onerilmektedir (89). Testin
nonfermentatif gram negatif bakterilerdeki ve MBL tayininindeki performansi
ile ilgili farkh veriler mevcuttur. Doyle ve ark. (115) karbapenemaz ureten 142
Enterobacteriaceae izolatinda MHT’nin performansini KPC ve OXA-48 vb.
enzimler igin iyi IMP, VIM ve NDM igin zayif bulmuslar; MHT ve Etestin
degerlendiriimesinin genellikle zor oldugunu vurgulamislardir. imipeneme
direncli P. aeruginosa ve Acinetobacter izolatlarinda yapilan bir ¢alismada
ise imipenem hidroliz testine gore MHT nin duyarlihigi %100, 6zgullugu %88
bulunmustur (116). Oh ve ark. (117) da imipenem velveya seftazidime
direncli P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda PCR ile MBL pozitifligi
saptadiklari 35 susun (33’0 VIM-2, 2’'si IMP-1) 30’'unu MHT ile pozitif
degerlendirmiglerdir.

MHT’nin performansini arttirmak amaciyla c¢esitli degisiklikler
denenmigtir. Lee ve ark. (107) genotipik yontemlerle MBL pozitifligi saptanan
P. aeruginosa ve Acinetobacter izolatlarinin (n:39) MHT ile 26’sin1 pozitif,
10’'unu gupheli, 3’4nu negatif degerlendirmigler; testi IMP diskine 10 pL 50
mM ¢inko sulfat ekleyerek tekrarladiklarinda sipheli ve yalanci negatif
sonuglarin pozitiflestigini gozlemiglerdir. Pasteran ve ark. (118) MHT ile P.
aeruginosa izolatlarinda karbapenamaz varligini arastirmislar; indikator
olarak E. coli ATCC 25922 vyerine K. pneumoniae ATCC 700603
kullanildiginda testin duyarhiligini %100, 6zgulligunu %98 bulmuslardir.

Ulkemizde MHT’nin molekiler yontemlerle desteklendigi yeterli
saylda calisma bulunmamaktadir. Cakar ve ark. (109) PCR ile blaVIM geni
pozitif 11 P. aeruginosa izolatinin sadece 2’sinde MHT ile; 4’iinde ¢inko stilfat
ile zenginlestiriimis MHT ile pozitiflik bildirmiglerdir. Ayrica bu g¢alismada
MHT nin bazi kontrol suslarini (VIM-1, IMP-1 ve IMP-2 pozitif) saptayamadigi
g6zlenmigtir. Al ve ark. (104) ise MHT ile % 69,6 MBL pozitifligi saptadiklar
Acinetobacter izolatlarinda blalMP-1 geninin bulunmadigini; diger MBL

genlerinin de arastiriimasi gerektigini vurgulamislardir. Sadece fenotipik
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yontemlerin kullanildigi diger ¢caligmalarda da MHT ile MBL pozitifliginin %0-
97 arasinda degistigi bildirilmektedir (113, 119-121).

Calismamizda PCR ile blaVIM pozitif 33 Acinetobacter susunun
14’Gnde (%42,4); blaIMP pozitif 3 Pseudomonas izolatinin 1’'inde (P1) MHT
ile MBL pozitifligi saptandi. MHT ile MBL pozitifligi saptanan 16 Acinetobacter
susunun 2’sinde (A29 ve A31) ise blaVIM negatif bulundu. MHT ile saptanan
yalanci pozitifligin MBL disi enzimlerden (OXA-23, OXA-48, KPC vb.)
kaynaklanabilecegi dusunuldi. MBL enzimlerine ait 4 gen bodlgesinin
arastinldigi PCR sonuglarina gére MHT igin Acinetobacter izolatlarinda
duyarlilik %42, 6zgullik %0; Pseudomonas izolatlarinda duyarhlik %33,
0zgullik %100 bulundu. Bu sonuglar subjektif kriterlere gére degerlendirilen
MHT’nin guvenle kullanilabilecek bir yontem olmadigini gdstermektedir.
Testin performansinin iyilestiriimesi igin ¢esitli modifikasyonlarin denendigi
calismalara gereksinim bulunmaktadir (107, 118).

Etest MBL'larin tayininde siklikla kullanilan fenotipik bir yéntemdir.
Ticari olarak temin edilen Etest seridinin bir ucunda imipenem, diger ucunda
imipenem ile birlikte EDTA bulunmakta; imipenem MK degerinin
imipenem+EDTA MIK degerine oraninin 8 ve U(zerinde bulunmasi MBL
varligini gostermektedir. CDST’e gore degerlendiriimesi daha objektif kabul
edilmekle birlikte Etestin MBL tayinindeki performansi tartismahdir.

Walsh ve ark. (122) PCR ile MBL pozitifligi saptanan degisik
bakterilerde Etestin duyarhligini %94, 6zgulliginlt %95 bulmuslardir. MBL
pozitif P. aeruginosa izolatlarinda yapilan bagka bir calismada ise Etest igin
duyarhligin %85,7, 6zgulligin %100 oldugu; Etest ile negatif bulunan 6 MBL
pozitif izolatin 3’Unde gen ekspresyonunun olmadigi belirtilmistir (105). Aktas
ve Kayacan (103), Etest ile MBL pozitifligi saptadiklari P. aeruginosa ve A.
baumannii izolatlarinin higbirinde PCR ile MBL genlerini (blaIMP ve blaVIM)
ve hidroliz testi ile imipenemaz aktivitesini gosterememislerdir. Segal ve
Elisha (123) da Etest ile MBL pozitifligi saptanan karbapenem direngli A.
baumannii izolatlarinin hi¢ birinde blaIMP ve blaVIM bulunmadigini, buna
karsilik timunin blaOXA-23 pozitif oldugunu bildirmisler; bu nedenle olasi

oksasilinaz ureten mikroorganizmalarda (A. baumannii, P. aeruginosa vb.)
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Etestin dikkatli yorumlanmasi gerektigini onermislerdir. EDTA'nin 6zgul
olmayan inhibisyon etkisi ve uygulama hatalari Etestte saptanan yalanci
pozitifliklerin nedeni olabilir. Etest ile yalanci negatif sonuglar da
g6zlenebilmektedir. Nitekim Ikonomidis ve ark. (110) Etest, CDST ve KDT ile
MBL negatif bulduklari A. baumannii izolatlarinin 2’sinde blaVIM-1 pozitifligi
saptamiglardir. Ozgiimis ve ark. (124) da blaIMP pozitif 9 Pseudomonas
izolatinin sadece 4’lUnde Etest ile MBL pozitifligi bildirmiglerdir.

Ulkemizde nonfermentatif gram negatif bakterilerde yapilan ancak
genotipik yontemlerin kullaniimadigi ¢alismalarda Etest ile MBL pozitifliginin
%21-80 arasinda degistigi gosterilmistir (121, 125, 126).

Calismamizda Acinetobacter izolatlarinin %82,8'inde,
degerlendirmeye alinan 25 Pseudomonas izolatinin 2’sinde (%8) Etest ile
MBL pozitifligi saptandi. imipenem MIK degerleri <4 pg/mL bulundugu igin
Etest ile degerlendiriiemeyen 10 Pseudomonas izolatinin 5’inde (P2, P8,
P23, P26 ve P33) Phoenix otomatize sisteminde imipenem icin >8 ug/mL
MIK degerleri saptanmisti (Tablo-6). Antibiyogram sonuglari arasindaki
uyumsuzluk otomatize sistemlerden kaynaklanabilir, bu nedenle sonuglarin
broth mikrodilisyon gibi referans bir metotla dogrulanmasi 6énerilmektedir
(127). Ayrica Etestin imipeneme duyarli ve orta derecede duyarl bakterilerde
MBL varligini saptamada yetersiz kalabilecegi unutulmamalidir.

Nonfermentatif gram negatif bakterilerin MBL enzimlerini
arastirdigimiz bu c¢alismada Etest ile diger fenotipik testlerin uyumu
degerlendirildiginde; Pseudomonas turleri icin Etest ile IMP-EDTA CDST
sonuglari arasinda %96, Acinetobacter turleri igin ise Etest ile MHT sonuclari
arasinda %45 korelasyon bulundu (Tablo-9, 10).

PCR ile blaIMP pozitifligi saptanan 3 Pseudomonas izolatinin 2’si
(P7, P32) Etest ile pozitif, 1’i (P1) negatif bulundu. Diger fenotipik testlerde de
MBL pozitifligi saptanan P1 izolati icin Etest sonucu yalanci negatiflik olarak
yorumlandi (Tablo-8). PCR ile blaVIM pozitifligi saptanan 33 Acinetobacter
izolatinin ise 28’i Etest ile pozitif, 5'i (A5, A9, A21, A22, A27) negatif bulundu.
Diger fenotipik testleri farkli sonuglanan 5 Acinetobacter izolati igin Etest

sonuglari yalanci negatiflik olarak yorumlandi (Tablo-7). PCR sonuglarina
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gore Etestin duyarliligi ve 6zgulligu Acinetobacter izolatlari igin sirasiyla
%84,8 ve %50; Pseudomonas izolatlar igin ise %66 ve %100 bulundu.
Bulgularimiz Etestte yalanci pozitifligin yani sira yalanci negatifliklerin de
olugabilecegini bu nedenle MBL varliginin molekuler testlerle dogrulanmasi
gerektigini gosterdi.

MBL saptanmasinda en guvenilir testlerin PCR, sekans ve plazmid
analizleri oldugu bildirilmistir. Japonya, Kore, Cin, Brezilya, Yunanistan gibi
ulkelerde en fazla goérilen MBL tipleri belirlenerek o enzim tipine 6zgul
primerler ile calisiimaktadir.

Ulkemizde nonfermentatif gram negatif bakterilerde yapilan az
sayida calismada genellikle tim dunyada en yaygin bulunan IMP ve VIM tipi
enzimler arastinimistir. Bahar ve ark. (4) imipeneme direngli bir P.
aeruginosa’da, Poirel ve ark. (128) da bir P. putida izolatinda VIM-5 tipi MBL
bulmuslar; Ozgumiis ve ark. (124) ise Pseudomonas izolatlarinda VIM ve
IMP tipi MBL genlerini saptamislar ve sekanslama ile IMP-1’in klonal
yayildigini gostermiglerdir. Cakar ve ark. (109) seftazidim ve/veya imipeneme
direncli P. aeruginosa izolatlarinin %10’unda blaVIM genini; Yakupogullari ve
ark. (129) da kistik fibrozlu bir hastadan izole ettikleri ¢cok ilaca direncli bir P.
aeruginosa izolatinda blaPER-1 ve blaVIM-2'nin birlikte bulundugunu
saptamiglardir. Irak’tan Turkiye'ye gelen I6semi hastasinin kan kulturinden
izole edilen K. pneumoniae’de blaNDM-1’in tespit edilmesi kuresellesen
dinyamizda diren¢ probleminin yayginlastigini gostermektedir (130). Bu
nedenle g¢alismalarda VIM ve IMP digi diger MBL genlerinin de g6z 6nunde
bulundurulmasi uygun bir yaklagim olacaktir.

Calismamizda epidemiyolojik yayilim ve klinik iliski agisindan énemli
olan IMP, VIM, SPM ve NDM tipi enzimlerin genlerini saptayan primerler
kullanildi (3, 91). Toplam 70 izolatin 3’Unde (%4,2) blaIMP, 33’Unde (%47,1)
blaVIM genine 06zgul bantlar saptandi; blaIMP pozitif izolatlarin
Pseudomonas turlerine, blaVIM pozitif izolatlarin ise Acinetobacter tlrlerine
ait oldugu belirlendi. Pseudomonas turlerinde blalIMP sikhdr %8,5,
Acinetobacter tirlerinde blaVIM sikhdi %94,2 bulundu. izolatlarin higbirinde
blaNDM ve blaSPM genlerine 6zgul bantlar saptanmadi.
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PCR ile blalMP pozitifligi saptanan P. aeruginosa izolatlarinin
Noroloji Yogun Bakim Unitesinden gonderilen yakin tarihli ETA
orneklerinden izole edilmesi; U¢ hastanin da ayni sus ile enfekte oldugunu
diistiindiirdi. izolatlarin 3G de imipenem, meropenem ve seftazidime direngli;
kolistin, siprofloksasin ve levofloksasine duyarli olup; 2’si azteronama duyarli,
digeri direngli bulundu, higbiri ¢ok ilaca direngli degildi (Tablo-6). izolatlarin
timinde Etest ve MHT disinda diger fenotipik testlerle MBL pozitifligi
saptandi (Tablo-8).

PCR ile blaVIM pozitifligi saptanan Acinetobacter suslari degisik
kliniklerden gonderilen farkli érneklerden izole edilmisti. TUmUinun imipenem,
meropenem, seftazidim ve piperasilin-tazobaktama direncli; %87,8’inin ¢ok
ilaca direngli oldugu saptandi (Tablo-5). PCR ile blaVIM geni saptanan
izolatlarin 28’inde Etest ile, 14’Unde MHT ile, 13’'Unde CDST ile ve 5’inde
KDT ile MBL pozitifligi bulundu. Tum fenotipik testlerin birlikte MBL pozitifligi
saptadidi hi¢bir Acinetobacter susuna rastlanmadi (Tablo-7).

Bu ¢alisma hastanemizde nonfermentatif gram negatif bakterilerde
MBL varhgini gosteren ilk calismadir. Acinetobacter suslarinda saptanan
yuksek blaVIM prevalansi (%94,2) klonal iliskiyi distindirmekle birlikte
saglikh epidemiyolojik veriler icin izolatlarin genotipik benzerliginin analiz
edilmesi gerekmektedir.

Picao ve ark. (90) optimal MBL tarama testi seciminde bakteri
turlerinin  ve MBL Ureten bakterilerin lokal prevalansinin 6nemini
vurgulamiglardir. Calismamizda PCR sonuglari ile en uyumlu fenotipik testler
Pseudomonas izolatlari igin IMP-EDTA CDST (duyarhlik %100, 6zgullik
%96); Acinetobacter izolatlar igin ise Etest (duyarlilik %84,8; 6zgulluk %50)
bulunmustur. Pek ¢ok degiskenin (bakteri turl, uygulanan yontem, MBL tipi
ve prevalansi, calisan Kkisi vb.) sonuglari etkiledigi fenotipik testlerin,
molekuler yontemlerle mutlaka dogrulanmasi gerekse de yapilamadigi
durumlarda hastanemizde Pseudomonas izolatlan i¢in IMP-EDTA CDST,

Acinetobacter izolatlari igin Etest uygun fenotipik yontemler olarak 6nerilebilir.
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MBL dreten bakteri enfeksiyonlarinin tedavi segenekleri kisitl
oldugundan bu enzimlerin erken saptanmasi, izolasyon onlemlerinin alinarak

direncli mikroorganizmalarin kontrolunu saglayacaktir.
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TESEKKUR

Asistanhgim suresinde bilgi ve deneyimlerinden yararlanma olanagi
buldugum saygideger hocalarim Prof. Dr. Okan Toére ve Prof. Dr. Suna
Gedikoglu’'na; her konuda yardimini, bilgisini ve comertligini esirgemeyen ¢ok
degerli hocam ve tez danismanim Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani
Prof. Dr. Guher Goéral’a, bilimsel ve analitik diginme konusunda bakis agimi
zenginlegtiren degerli hocam Prof. Dr. Beyza Ener'e, mesleki vizyonunu ve
¢ok yonlu Kisiligini 6rnek aldigim, tezimin olusmasinda ve egitimim boyunca
destek ve bilgilerini her daim sunan kiymetli hocam Prof. Dr. Clneyt
Ozakin’a, asistanliyim boyunca bana yol gdsteren ve destek olan degerli
hocalarim Prof. Dr. H. Barbaros Oral, Dog. Dr. Melda Sinirtag, Dog. Dr. Ferah
Budak, Dog¢. Dr. Oktay Alver’e; meslegimin klinik ayag ile ilgili bilgilerimin
olgunlasmasinda faydalandigim saygideger hocalarim Prof. Dr. Safiye
Helvaci, Prof. Dr. Resit Mistik, Prof. Dr. Halis Akalin, Dog¢. Dr. Yasemin
Heper, Dog. Dr. Emel Yilmaz, Uzm. Dr. Esra Kazak’a; birlikte ¢alismaktan
mutluluk duydugum arkadaslarim Uzm. Dr. Burcu Dalyan Cilo, Uzm. Dr.
Saliha Sanem Geggel, Uzm. Dr. Ozdemir Ozkan, Dr. Bilent Ozbek, Dr.
Tuncay Topag, Dr. Ece Gilsah Ozmerdiven, Dr. Sezcan Saglam ve
Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dal’nin tim asistanlarina; laboratuvar
pratigi kazanmamdaki katkilarindan dolay!r calisma arkadaslarim Sidika
Asici, Nuran Akgil, Aynur Demirbilek, Raziye Ulker, Cahide Guglutiirk, Figen
Aymak, Sebnem Gedikli, Ayse Taspinar, Eda Oztirk, Pinar Yildiz, Elif
Ugurgun, Ali Sahin, Tezcan Sahin, Burcu Cakir, Omer Faruk Birinci, Asuman
Dartar, Goknur Altindis, Kemal Halis, ilknur Akgége, kisiligini ve
yardimseverligini takdir ettigim sevgili biyolog Bekir Akg¢a'ya; tanimaktan
mutluluk duydugum anabilim dalimizin diger 6gretim Uyeleri, teknisyen,
biyolog ve sevgili personeline; c¢alismada kullandigimiz pozitif kontrol
suglarinin teminindeki yardimlarindan dolayi Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim Uyesi Prof. Dr. Zeynep
Gulay’a,
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Ayrica tim hayatim boyunca her turli emegini, destegini ve sevgisini
kosulsuz sunan canim anneme ve babama, tanistigimiz andan itibaren beni
benden daha fazla digtinen ¢ok kiymetli yol arkadasim, meslektasim, sevgili
esim Uzm. Dr. Fatih Din¢g’e ve hayatimiza girdigi andan itibaren yasamimizi
anlamlandiran biricik yavrumuz Elif Defne Ding’e sonsuz tesekkurler ederim.

Bu calisma Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu’nun hizli destek projesi [HDP (T-2012-35)] tarafindan

desteklenmistir.
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