T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIOLOJi ANABILiM DALI

METALLO BETA LAKTAMAZ URETEN KLINIK Pseudomonas aeruginosa
IZOLATLARININ EPIDEMiYOLOJIK ANALIZi

UZMANLIK TEZI

Dr. Yesim BESLI

TRABZON - 2013



T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIOLOJi ANABILiM DALI

METALLO BETA LAKTAMAZ URETEN KLINIK Pseudomonas aeruginosa
IZOLATLARININ EPIDEMiYOLOJIK ANALIZi

UZMANLIK TEZI

Dr. Yesim BESLI

TEZ DANISMANI
Doc. Dr. Giilcin BAYRAMOGLU

TRABZON - 2013



Cok kiymetli
annem Perihan ve babam Muammer BESLI’ye



il

TESEKKUR

Uzmanlik egitimim ve tez hazirhgim siliresince bilgi, yardim ve destegini
esirgemeyen tez danismanim Dog. Dr. Giilgin BAYRAMOGLU’na anlayisi ve sabri igin;
her kapisini ¢aldigimizda bilgi, deneyim ve yardimlarini bizlerden esirgemeyen Yrd. Dog.
Dr. Kurtulus BURUK’a sabirli, hosgoriilii ve samimi yaklagimlari i¢in; yaptig1 her is gibi
bizleri ve egitimimizi de Onemseyen Dog¢. Dr. Nese KAKLIKKAYA’ya nezaketi ve
Ozverisi i¢in; egitimimiz boyunca bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim &grencisi
olmaktan mutluluk duydugum Dog. Dr. Ilknur TOSUN’a ve Murat ERTURK ’e; tanima
serefine ancak nail olabildigim Dog. Dr. Ali Osman KILIC’a; kendisinden gerek akademik
gerekse sosyal anlamda pek ¢ok sey 6grenme firsati buldugum anabilim dali bagkanim
Prof. Dr. Faruk AYDIN’a babacan tavirlariyla bizleri sahiplendigi i¢in; tesekkiirii bir borg
bilirim.

Tez calismamda verilerin istatiksel degerlendirilmesi siirecinde katki ve
yardimlarindan dolay1 Prof. Dr. Gamze CAN’a, Prof. Dr. Murat TOPBAS’a ve Ars. Gor.
Dr. Bekir BULUT a tesekkiir ederim.

Tip egitimi hayatimin ilk yillarindan beri her konuda destegini hissettigim kiymetli
hocam Dog. Dr. Cicek HOCAOGLU’na ve ailesine, tanimaktan mutluluk duydugum
sevgili arkadaslarim Ars. Gor. Bio. Giilsen ULUCAM’a, Ars. Gor. Bio. Ahu REIS’e, Ars.
Gor. Dr. Hikmet OZTEL OCAK’a, Ars. Gor. Dr. Cigdem GENCOGLU OZGUR’e her
zaman yanimda olduklar1 i¢in; igini severek ve heyecanla yapan kidemlim Uzm. Dr. Ugur
DINC e ise egitimime olan katkilar1 icin tesekkiir ederim. Birlikte calisma firsat1 buldugum
ve adlarin1 sayamadigim degerli doktor ve asistan arkadaslarima ve anabilim dalimiz hasta

hizmetleri laboratuarinin sevgili ¢calisanlarina tesekkiir ederim.

Dr. Yesim BESLI
Trabzon, 2013



iii

ICINDEKILER
Sayfa No
TESEKKUR ..ottt ettt ettt ettt et sesesesenenenas ii
ICINDEKILER .....cooiiiiecieieieeeceeeteeeeeeeee ettt n e iii
SEKILLER DIZINT ... viii
TABLOLAR DIZINT.......oiiiiiiiiieeeeeeeeee e ix
RESIMLER DIZINT ....ccoouiiiiiiiiniieriee et xi
1. GIRIS VE AMAC ..ottt 1
2. GENEL BILGILER ....ccctvttitiiitietiecineie sttt seees 3
2.1. PSeudomonas QETUGINOSA. ............eeeeeeuveeeeeeiureeeeesireeeesiieeeeessseeessssseesessssseesssssseessannns 3
2.1.1. Tarihge ve TaKSONOM ... ..eccviieeiieeiiieeeieeeeieeeetreeeeiveeeeer e e aaeeeteeeeraeesareeeeaneeas 3
2.1.2. Genel Mikrobiyolojik OZelliKIEri............ccevervevreereireerieieseeeeres e 4
2.1.3. Virulans FaKtOTIETT .....ceueruieriiiiiiieiieieeereteee e 6
2.1.3.1. Flajella ve Adhezinler ..........ccceeoviiiiiiiiiiiiiiiieeieceeeeeeeeee e 6
2.1.3.2. LipopolisaKKarid.........ccceevuieiriiiiniieeniieeriee et 7
2.1.3.3. Ekstraseliiler Polisakkaridler............cccceevieeniiniiiniiiiceieeeeeeeee 8
2.1.3.4. EKZOtOKSINIET .....ccueiiiiiiiiiiiicieete ettt 8
2.1.3.5. Prot@azIar.....ccocueiiiiiiiiiieeeiee et 8
2.1.3.6. HEMONIZINIET ......couiiiiiiiiiiiiceieeeceee e 9
2.1.3.7. S1ArofOrlar........coouiiiiiiiiie e 9
2.1.3.8. Piyosiyanin ve PiyOverdin.........cccceeviieeiiieiniieeieecieeeieeesiee e 9
2.1.3.9. QUOTUM SENSINEZ ....ceovieriieiieniieiiente ettt sne e eas 10
2.1.3.10. Diger Virulans Faktorleri .........cccvveviiiiniieiniieeiieeieeeeeeeee e 10
2.1.4. EpIdemiyOlOficccueeeeeeiiiiiiieeiiieeitee et 10
2.1.5. ENfeKSTYONIATT co.vviiiiiiiiiiiece et e 11
2.1.5.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlart........c..ccccoceriininiiniinnniniencnee 11
2.1.5.2. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlart .........cccoecovevviiieniiienciinnnen. 12
2.1.5.3. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlart ..........cccccoceviiiiniininninininncne 12
2.1.5.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlart .............ccoevevevevevererereeereeeeerereeenenenennns 13
2.1.5.5. Kulak Enfeksiyonlart.......c..ccooeverieniininiinicnicniceeceeceeeee 13

2.1.5.6. GOz Enfeksiyonlarti........ccccueeeiuireriiieiiie e 13



iv

2.1.5.7. Bakteriyemi ve Endokardit...........cccceevuveeniiieniieeiieeieecee e 13
2.1.5.8. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlart ............ccoceeviiniiiiinniiininnn. 14
2.1.6. Laboratuvar TanIST ........cocueeiiiiiieiieeieeeeeiee ettt s 14
2.1.6.1. Ornek Alinmasi Tasinmasi ve Saklanmast..............ccooevevevevevevevennnn. 14
2.1.7.2. Mikroskopik INCeleme.............ccovevvveveveveieeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.1.7.3. Kiiltlir ve Tanimlama ..........coceeveevienienenienienenieneeneeie e 14
2.1.7.4. Tiplendirme YOntemleri.........cccoeeevieeriiieeiiieeriie e 15
2.1.8. Enfeksiyonlarinin Tedavisi ........ccceeeuierieiiiienieeiierie ettt 16
2.1.9. Antimikrobiyal DITeNC ......cccveiviuiieeiiiieiiie ettt 17
2.1.9.1. Aminoglikozidlere Direng Mekanizmalart...........cocevevvueniineniennene 17
2.1.9.2. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalari.............cc.ccoeeeiveeeeiiiieeceinieeean, 18
2.1.9.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Direng Mekanizmalart.............c...c...... 18
2.1.9.3.1. Aktif Efluks Sistemi ve D1 Memran

Gegirgenliginde Azalma..........cccceeeeieenieeciieniieiieeieeeene 20
2.1.9.3.2. Beta Laktamlarin Hedeflerinde Degisiklik........................ 21
2.1.9.3.3. Beta Laktamazlar........c...ccoceeveenieiiiiniiinieniccecneceeee 21
2.1.9.3.3.1. AmpC Beta Laktamaz............cccccocueeeveenenen. 23

2.1.9.3.3.2. Smif A Karbenisilin Hidrolize Eden
Beta Laktamazlar .........ccccccooeiiiiinniiinneennn, 23

2.1.9.3.3.3. Smif A Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamazlar.........ccccoveeeiniiiiniiiiniiceceeee 23

2.1.9.3.3.4. Simif D Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamazlar (Oksasilinazlar) ...............ccc........ 24
2.1.9.3.3.5. Karbepenemazlar ..........ccceccveeeeiveencieenneeennnenn. 25
2.2. Metallo Beta Laktamazlar ..........coocueioiiiiiiiiiiiiieeieceieceeeeceee e 26
2.2.1. Smflandirma........cooueeiiiiiiiiie e e 26
2.2.2. Genetik OZEITKIETT ........c.cvevvreieieceeieveecceeeeie ettt neee 27
2.2.3. Metallo Beta Laktamaz Tipleri ......c.cccoocveriieiiiniiiniiiiieeeceeeceeceeeeeee 28
2.2.3.1. IMP Tipi Metallo Beta Laktamazlar .............cccceovveervieeniieenieenen. 28
2.2.3.2. VIM Tipi Metallo Beta Laktamazlar............ccccccoeveniinniinenneennenns 29
2.2.3.3.  SPM T et 31
2.2.3.4, GIM-T ottt et 31
2.2.3.5. SIM-1 e ettt 31
2.2.3.0. AIM-T oot et 31

22377 NDM-1 (i 31



2.2.3.8. DIM-T ettt ettt 32
2.2.4. Metallo Beta Laktamazlarin Epidemiyolojisi ........cccceevveriiienieeiiienieeiieniens 32
224010 ASYAuiiiiiii e 32
2.2.4.3. Diger BOIEICT ...c..eiieiiiiieiieeieeeeee ettt 34
2.2.5. Metallo Beta Laktamazlarm KIinik Onemi..........cccocoovevreveverevecrereeennn. 34
2.2.6. Metallo Beta Laktamazlarin Laboratuvar Tanis1 ........cccceeeeceerienenieneennennne. 35
2.2.6.1. Modifiye HOAZe TSt ....cccueeriiiiiiiiiiiieiieeiteeeeeee e 35
2.2.6.2. Inhibitdrlerle Yapilan Mikrobiyoljik Testler............cccvovvevevevrernnnne. 36
2.2.6.2.1. Cift Disk Sinerji Testi.....ccccureerieeeriieeieecie e 36
2.2.6.2.2. Kombine Disk TeSti.....ccceeeuirvuierieriiiinienieeniceiecnieeeeee 36
2.2.6.2.3. E TOSueeuieiieiieeeieie ettt 36
2.2.6.2.4. Mikrodilusyon TeSti ........ccecueeerreeeniieeiieeeiieeniieeniee e 37
2.2.6.3 Karbapenem Hidrolizinin Arastirtlmasi.........cccceeeveeecveencveenceeeeenen. 37
2.2.6.4. MoleKUler Testler.......c.cueiiiriiiiiiiiiieiccteceeeee e 37

2.2.7. Metallo Beta Laktamaz Ureten P. aeruginosa Enfeksiyonlarinin
TRAAVISI. ettt ettt ettt st e 38
3. GEREC VE YONTEM......oiioitieieieieeeeeeeeeeeteeeee ettt s es s enese s enasesenesannas 39
R I R € <) (<P PRRRURPPPRRNt 39
3.1.1. CaliSma GIUDU.....ccciiiieiiieeiee ettt et e e ree e e e e e e eereeeens 39
3.1.2. ATag VO ZETEGIET ..ot 47
3130 KIMYaSallar ....oooveeiiiiiiieiieceeeee e 48
31,4 BESIYETIETT c.uvieeiiie ettt ettt ettt e e e enbeeeans 48
R B T V7<) 151 1<) SRR 49
3.1.5.1. Tris HCI (1 M, PH: 8.0)cueeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 49
3.1.5.2. EDTA (0.5 M PH: 8.0) c.eeeuiieiieieeeeeeeeeee e 49
3.1.5.3. EDTA (0.5 PH: 9.5)ciioiiiieeiieeeeeeeeeeee e 50
3.1.5.4. TE TamMPONU.....coeiiiiaiiieeiiieeiieeeiieeeiieeeiteesireestreesreeesbeeesseeesanees 50
3.1.5.5. ANTP KariSImI ..cceviieiiieeiiieeieeeieeeeee e eree e e 50
3.1.5.6. Primer KariSimi......c..ooooiiiiiiiiiie e 50
3.1.5.8. YUKIEME tampOnU .......ccueeuiriiniiriiiieieeieneeeeetce et 51
3.1.5.9. Etidyum Bromilir.........cceoviiiiiiiieiiieeieeeieeeee e 51
3.1.5.10. NACT (SM) oottt 51
3.1.5.11. N-laurilsarkozin (010).......ccuuveeeiieiiiiiiiiieeeeeeee e 51

3.1.5.12. Proteinaz K Hazirlama Tamponu...........coceeeeeiiniencnicneenienienene 51



vi

3.1.5.13. Proteinaz K (10 m@/mL) ..c.c.coiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeceee e 51
3.1.5.14. SE TamMPONU...cccuiiiiiiiiiiiieeiieeeiteeeitee ettt e sbee et e e s 52
3.1.5.15. Hiicre Lizis TampoOnU.........cccceeeeuiieeiieeniiieeeiieeeieeeeieeesveeesvee e 52
3.1.5.16. Restriksiyon TampoOnU ...........ccocveeriiieeniiieeniieeniieeniieeniee e 52
3.1.5.17. Restrikyon Endoniikleaz Enzim Karigimi.........ccccceecveevevieenneeennenn. 52
3.1.6. Klinik Ozelliklerin Degerlenditilmesi..........ccocovevevevereeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeienens 52
3.1.6.1. Hasta Gruplart ......c.ccecveeeiiieeiiieeieeeeecee e 52
3.1.6.2. Klinik Ozelliklerin Degerlendirilmesinde Kullanilan
Parametreler .......c.eoiviiiiiiiiiie e 53
K €0 1115 s ) BT OSSOSO PP PR O PRORUPIOPRRP 54
3.2.1. Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Degerlendirmesi...........cc.cevvueveiruereeecverrnnnans 54
3.2.1.1. izolatlarm Identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlilik Testleri ......... 54
3.2.1.2. Metallo Beta Laktamazlarin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi.......... 55
3.2.1.2.1. Modifiye HOdge Testi......ccccueerrurerriiiieniieeniieeiieeriee e 55
3.2.1.2.2. Iimipenem/Imipenem-EDTA Kombine Disk Testi ............ 55
3.2.1.3. Metallo Beta Laktamazlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
TanImMIanmMaST........cooiuieiiiiiieie e 56
3.2.1.3.1. DNA IZ0laSyONU .......ooeviveveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeee s 56
3.2.1.3.2. Metallo Beta Laktamaz Varligin1 Arastirmak Igin
Kullanilan Primerler ..........cooccevirienienenieniienieneeienene 57
3.2.1.3.3. Reaksiyon Igeriginin Hazirlanmast .............cccccceveevevernnsae. 57
3.2.1.3.4. Genlerin Amplifikasyonu ...........ccocceeveiieincieeniieeniieeenneen. 58
3.2.1.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme............c..cc..c..... 58
3.2.1.4. Pulsed Field Gel EleKtorforezi ............ccooveriieniiniiinieniiiiciieceee 59
3.2.1.4.1. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi..........cccccecceeuenee 59
3.2.1.4.2. Bakterinin Agaroza GOmMuImesi........c.ccceevceveervieenneeennnnn. 59
3.2.1.4.3. Bakteriyel DNA’nin 1zolasyonu.............cccocevevevevevevevennnne. 59
3.2.1.4.4. DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi .................... 60
3.2.1.4.5. Elektroforez Jelinin Hazirlanmast .........cccccooeeneinicenennn. 60
3.2.1.4.6. EI€KLrOfOreZ .......eeeeiiiieiiiiiiieieeteeteeeeeee e 61
3.2.1.4.7. Sonuglarin Gozlenmesi ve Analizi.........ccccceeevvveenneennnenn. 61
3.2.2. Klinik Ozelliklerin Istatistiksel Degerlendirilmesi .............cccccovrvevverrevernnnns 61
4. BULGULAR ..ottt ettt sttt et be et ente st enaeenees 63
4.1. Mikrobiyolojik OZElKIETT ..........c.ovoveeviereereieereiceeie e 63

4.1.1 Izolatlarin Servislere Gore Dagilimi ..........ccoovoveveveievereeeeeieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeenees 63



vil

4.1.2. Izolatlarm Materyale Gore Dagilimi ..........coccovevevevevereeeeeierereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaees 65
4.1.3. izolatlarm Antibiyotik DuyarltliKIars ............cccoooeueveeeevevreerereeeeereeeeeeereceenans 66
4.1.4. Metallo Beta Laktamaz Varliginin Fenotipik Testler ile Arastirilmasi.......... 76
4.1.4.2 Kombine Disk TSt ....ccueeeruiiiiiiiiieiiieiiiieeiieeeiieeeite e 76
4.1.5. Metallo Beta Laktamaz Varliginin Molekiiler Yontemler ile
ATASUTTIMAST ..vveeieiiieciiecciee ettt et e et eeta e e e taeeeaaeesaeeesaseeeesseeesaseeenns 77
4.1.5.1. blayp Geninin PZR ile Arastirtlmast .........cccooveeeeeiiiiieiieiiiieeeeieee. 77
4.1.5.2. blapyp Geninin PZR ile Arastirtlmasi.........cccoccveeeviveeecieeeccieeereeenee, 79
4.1.5.3. blaspwm, blaspv, blagn Genlerinin PZR ile Arastirilmasi................... 80
4.1.6. MBL Tespitinde Fenotipik Testlerin PZR ile Karsilagtirilmasi...................... 81
4.1.6.1. MBL Tespitinde Modifiye Hodge Testinin PZR ile
Karsilastirimast ........c..eeeviiiiiiieeiee e 81
4.1.6.2. MBL tespitinde kombine disk testinin PZR ile karsilagtirilmasi ...... 81
4.1.7. MBL Tespit Edilen Izolatlarda Klonal iliskinin Arastirilmast ...................... 82
4.1.7.1. Pediatrik Yas Grubu Hastalarin MBL Tespit Edilen
Izolatlarinda Klonal Iligkinin Aragtirtlmast ........ccccceevvercveenieenneennen. 82
4.1.7.2. Eriskin Yas Grubu Yatan Hastalarin MBL Tespit Edilen
Izolatlarinda Klonal Iligkinin Aragtirtlmast ........ccccceevveecieenieeneennnen. 84
4.1.7.3. Poliklinik Hastalarin MBL Tespit Edilen [zolatlarinda Klonal
liskinin Arastirtlmast ........cccveeeeiiieiiiieeciee e 86
4.2, KINTK OZ@IEKIET ......v.vveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e ens 87

4.2.1. MBL Ureten P. aeruginosa Izole Edilen Pediatrik Yas Grubu
Hastalarin Demografik, Klinik ve Mikrobiyolojik Ozelliklerinin

ATASHITIIMAST oot e e e e e e e e 87

4.2.2. MBL Ureten P. aeruginosa 1zole Ediler} Eriskin Yas Grubu Hastalarin
Demografik, Klinik ve Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Arastirilmast ............. 89
S.TARTISMA ..ottt ettt ettt e et e et e e s st e esbeessaeensaessaeanseesssesnseenssaans 92
6. SONUC VE ONERILER .......ooiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeee et en v enenenannas 109
T OZET oottt ettt ettt ettt ettt en s 112



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

viii

SEKILLER DIiZiNi
Sayfa No
P. aeruginosa nin virlilans mekanizmasi ...........ccoeeevieiniienieeniienieeeeeeeee 6
IMP tipi MBL’lerin filogenetik 1ligkiSi......cooeeiiiiiiiniiiiiiiiieieeeecee 29
VIM tipi MBL’lerin filogenetik iligkiSi........coceeveriiiniiiiniiiniiniinicnceeeieee 30
Cesitli MBL tiplerininin diinya tizerindeki dagilimi ..........cccoeevveveiieinineennenn. 32
Izolatlarin yillara ve gonderildigi birimlere gore dagilimi ..............cc.covuenee... 65

Yillara gore ¢esitli antibiyotiklere diren¢ oranlar1 (antimikrobiyal
duyarlilik test sonucu orta duyarli bulunan izolatlar direngli kabul
e 110508 ] 5 o) PSP 75

Pediatrik yas grubu yatan hastalarinin VIM tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari ................. 83

Pediatrik yas grubu yatan hastalarinin IMP tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglart. ................ 83

Eriskin yas grubu yatan hastalarinin VIM tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari ................. 85

Eriskin yas yatan hastalarinin IMP tipi MBL pozitif P. aeruginosa
izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglart. .........ccccoceevevvinienneee. 85

Poliklinik hastalarinin  VIM  tipi  MBL pozitif P. aeruginosa
izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglart ..........cccceceeveevieeenneene. 86

Poliklinik hastalarinin  IMP tipi  MBL pozitif P. aeruginosa
izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglart. .........cccceceevveeieniennnnne. 87

Erigkin yas grubu yatan hastalarda MBL pozitif P. aeruginosa
varliginin mortaliteye etkisinin Kaplan Meier mortalite testi ile
deZerlendirilmeEST ...c.ueeeiiieeiieeiieeee et 91



iX

TABLOLAR DiZiNi
Sayfa No
Tablo 1. Klinik dnemi olan Pseudomonas'larin simniflandirmast ..........oooeeveveeiiiiiiiiiiiiininnnnn.. 3

Tablo 2. Klinik 6rneklerde saptanan Pseudomonas tiirlerinin bazi biyokimyasal

OZEIIKICTT ...ttt 5
Tablo 3. P. aeruginosa nin virulans faktorleri ve fonksiyonlari.........cccoeeveeviieenciiennnennnee. 6
Tablo 4. P. aeruginosa’da bulunan efliiks sisteminin yapisi ve substrat 6zellikleri ........... 20
Tablo 5. Beta laktamazlarin siniflandirmast..........coocveeieeriiiiniiiieiiiee e 22
Tablo 6. P. aeruginosa’da tespit edilen Sinif A GSBL tipleri ......ccceevvierieenieniieieeieene. 24
Tablo 7. Metallo betalaktamazlarin siniflandirilmast..........coccoeieiiiiiiiiniiniieee, 27
Tablo 8. Caligmaya alinan izolatlarin 0zelliKIeTi.........cceeevierieiciiiieciiee e 39
Tablo 9. Hastalarin klinik 6zelliklerini degerlendirme formu...........ccccooceeiiiiniiniinnennen. 53
Tablo 10. PZR’de kullanilan primerlerin sekanslari, iiriin biiytikliikleri...........ccccoeceenene. 57
Tablo 11. PZR i¢in hazirlanan reaksiyon karigtminin bilesenleri ve miktarlari.................. 58
Tablo 12. Calisma izolatlarinin birimlere ve yillara gore dagilimi ..........coccvvevveeiiennennnen. 63
Tablo 13. Calisma izolatlarinin izole edildigi materyallere gore dagilimi..............cc..c....... 65
Tablo 14. Calisma izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglart ...........cceeveeveennennnen. 66
Tablo 15. Modifiye Hodge testi SONUGIAIT ......cc.eeuiriiiiriiiniiniiiieeieeecrec et 76
Tablo 16. Imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi sonuglart................cccccuevenee 77
Tablo 17. PZR ile blay tespit edilen 1zolatlar..............coooveiviiiiiiiiiniiiiicecceceeee 78
Tablo 18. PZR ile blapp tespit edilen izolatlar............ccoeevveeeiieeniiieniieeeieeeeeeeee e 80
Tablo 19. MBL tespitinde Modifiye Hodge testinin PZR ile karsilagtirilmast ................... 81
Tablo 20. MBL tespitinde kombine disk testinin PZR ile karsilastirilmast ........................ 82

Tablo 21. Pediatrik yas grubu yatan hastalardan izole edilen MBL diireten P.
aeruginosa 1zolatlarmin 6zelliKIeri...........cocceveviiiiiiiiiiee e, 82

Tablo 22. Erigkin yas grubu yatan hastalardan izole edilen MBL iireten P.
aeruginosa 1zolatlarmin 6zellikIeri..........coooceviiiiiiiiiiie e, 84

Tablo 23. Eriskin yas grubu poliklinik hastalardan izole edilen MBL iireten P.
aeruginosa izolatlarmin 6zelliKIeri..........cocceveiiiiiiiiiiiiiieee e 86

Tablo 24. Pediatrik yas grubu yatan hastalarda MBL pozitifliginin demografik,
klinik ve mikrobiyolojik 6zellikler ile iligkisi ......c.coevueiniiniiiniiiiiiiiiiccs 88



Tablo 25. Erigskin yas grubu yatan hastalarda MBL pozitifliginin demografik,
klinik ve mikrobiyolojik 6zellikler ile iligkiSi .....ccceveevieriiinieniniiriiiccicee 89

Tablo 26. Pseudomonaslarda MBL ve karbapenemaz tespiti agisindan Modifiye
Hodge testinin degerlendirilmesi........cceeeeeerieriieiienieeiiecee e

Tablo 27. Psddomonaslarda MBL ve karbapenemaz tesipiti ac¢isindan
imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testinin degerlendirilmesi.......... 102



Resim 1.

Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.

Resim 7.

X1

RESIMLER DiZiNi
Sayfa No

a) P. aeruginosa’nin renkli elektron tarama mikroskobunda (scanning
electron microscope, SEM) goriiniimii (25), b) P. aeruginosa’nin %5

koyun kanli agarda koloni goriniimil. ...........cceeeeeeviienieniiienieeieeie e 4
MBL iiretiminin Modifiye Hodge testi ile arastirilmast.........ccccceeeevveenveeennen.. 76
MBL iiretiminin kombine disk testi ile aragtirtlmasi..........cccceeeveeeeieeecneeennenn. 77
blaypy (A) primeri ile gergeklestirilen PZR nin elektroforez goriintiisii .......... 78
blayny (B) primeri ile gergeklestirilen PZR ’nin elektroforez goriintiisii .......... 78
blapnp (A) primeri ile gerceklestirilen PZR nin elektroforez goriintiisii........... 79

blanp (B) primeri ile gergeklestirilen PZR ’nin elektroforez goriintiisi........... 80



1. GIRIS VE AMAC

Toplum kaynakli enfeksiyonlarin yani sira hastane enfeksiyonlarinda onemli bir
etken olan Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bakteriyemi, pndomoni ve iiriner
sistem enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (1,2). P. aeruginosa’nin pek ¢ok ilag grubuna
kars1 intrensek dirence sahip olmasi ve kazanilmis direng gelistirebilme yetenegi nedeniyle
bu enfeksiyonlarin tedavisi giigtiir ve uygun antimikrobiyal tedaviye ragmen mortalite
oranlar yiiksektir (3-5).

Karbapenemler yiiksek antipsddomonal etkinlige sahip olan ve ¢oklu ilaca direncli P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda son tercih olarak kullanilan antibiyotiklerdir (6,7,8). Metallo
beta laktamazlar (MBL’ler), monobaktamlar disindaki beta laktam ajanlari hidrolize
edebilen ve hareketli genetik materyaller ile tasmarak bakteri tiirleri arasinda hizla
aktarilabilen direngten sorumlu enzimlerdir (2,3,5,9). Genellikle P. aeruginosa’da diger
diren¢ mekanizmalariin da birlikte bulunmasi monobaktamlara da direncin gézlenmesine
neden olmaktadir. MBL’ler klavunat, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta laktamaz
inhibitorleri ile de inhibe edilememektedirler (2,3,9). Bu 6zellikler MBL {ireten izolatlarla
gelisen enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmakta ve yan etkilerinin fazla olmasina ragmen
kolistin genellikle tek segenek olmaktadir (9-13).

MBL’ler sadece P. aeruginosa’da degil, Acinetobacter baumannii ve
Enterobacteriaceae ailesinin {iiyeleri gibi diger gram negatif bakteriler arasinda da
goriilmektedir (11-13). Tiim diinyada en yaygin olanlar IMP ve VIM tipi MBL’ler olmakla
birlikte dagilimlar bolgesel farkliliklar gostermektedir (9,11-13).

Tiirkiye’de ilk MBL P. aeruginosa izolatinda Bahar ve ark. (14) tarafindan 2003
yilinda saptanmis ve blaVIM-5 oldugu bildirilmistir. Ulkemizde sadece IMP ve VIM tipi
MBL’ler saptanmistir. 2007 yili dncesinde hastanemizde yapilmis bir ¢alismada 100 P.
aeruginosa 1zolatindan birinde VIM tipi ve dokuzunda IMP tipi MBL geni tespit edilmis
ve IMP-1 {ireten izolatlarin klonal iligkili oldugu bildirilmistir (15).



MBVL’lerin yayilliminin hizli olmasi, ¢esitliliginin her gegen gilin artmasi ve tiirler
arast yayillim gosterebilmesine karsin bu enzimlerin tanimlamasinda kullanilabilecek
yontemlerin standardizasyonu heniiz saglanamamistir (9,11,16,17). MBL’lerin molekiiler
biyolojisi ve genetigi ile ilgili dnemli bilgiler mevcut olmasina ragmen epidemiyolojik
veriler ve klinik deneyimler yetersizdir (11,18). MBL iiretiminin klinik etkisi, hastane
enfeksiyon kontrol ve antimikrobiyal tedavi politikalar1 {izerine etkisi de net olarak
belirlenememektedir (16).

Ulkemizde MBL iireten P. aeruginosa sikligt ve MBL tiplerinin dagilimu ile ilgili
veriler oldukg¢a kisithidir. Ayn1 zamanda tilkemizde MBL iireten P. aeruginosa izolatlarinin
klonal iliskisinin altin standart yontem olarak kabul edilen Pulsed Fieled Gel Elektroforezi
(PFGE) ile incelendigi ¢alisma mevcut degildir. Ayrica MBL’lerin molekiiler ve genetik
yapist ve epidemiyolojik 6zelliklerinin yani1 sira hastane enfeksiyon kontrolii ve bu
enfeksiyonlar i¢in tedavi stratejilerinin belirlenebilmesi i¢cin MBL varlig1 agisindan risk
faktorlerinin ve MBL saptanan izolatlarin mortaliteye etkisinin belirlenmesine ihtiyag
vardir.

Bu calismada 2008-2010 yillar1 arasinda hastanemizde cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda MBL sikliginin ve tiplerinin belirlenmesi, MBL
saptanan izolatlar arasinda klonal iliskinin PFGE ile arastirilmasi, MBL pozitif P.
aeruginosa izole edilen hastalara ait cesitli mikrobiyolojik, demografik ve klinik
Ozelliklerin belirlenmesi ve bu 06zelliklerin MBL ile ilikisinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Tarihce ve Taksonomi

Sédillot’un 1850°de Fransiz askerlerinin yaralarinda mavi renkli akinti tariflemesiyle
Pseudomonas tarihte ilk kez yer almistir. Ancak bu akintiya sebep olan organizma 1882
yilinda tanimlanabilmis ve Bacillus pyocyaneus olarak isimlendirilmistir. 1990°da Migula,
Yunanca yalanct anlamina gelen ‘pseudes’ ve birim anlaminda kullanilan ‘monas’
terimlerinden olusan Pseudomonas tanimini cins adi olarak; Pseudomonas pyocyanea
tanimini ise tiir ad1 olarak kullanmistir (6). 1923 yilinda yayinlanmis olan Bergey’in El
Kitabi’nda Pseudomonas’im fenotipik Ozelliklerine gore bir smiflandirma yer almistir.
1960’ 11 yillarin sonlarinda DNA-DNA hibridizasyon tekniklerinin gelismesiyle fenotipik
siniflandirma tamamlanmistir (19-21). Tablo 1’de goriildiigii gibi, 1984°te Palleroni, bu
genusu rRNA homolojilerine gore bes gruba ayirmistir ve Psddomonaslar rRNA homoloji

grup I’de yer almistir (9,22,23).

Tablo 1. Klinik 6nemi olan Pseudomonas'larin simiflandirmasi, (22,23).

rRNA Homoloji Grup Tiir Oksidaz ozelligi
L. Pseudomonas King’s B Agarda Pseudomonas aeruginosa Pozitif
Floresan Pseudomonas flourescens Pozitif
Pseudomonas putida Pozitif
Nonfloresan Pseudomonas alcaligenes Pozitif
Pseudomonas pseudoalcaligenes Pozitif
Pseudomonas stutzeri Pozitif
I1. Burkholderia Burkholderia cepacia Pozitif
Burkholderia pseudomallei Pozitif
Burkholderia mallei Pozitif/Negatif
Ralstonia pickettii Pozitif
Burkholderia gladioli Pozitif
II1. Delfia Delfia acidovorans Pozitif
IV. Brevundimonas Brevundimonas diminuta Pozitif
Brevundimonas vesicularis Pozitif

V. Stenotrophomonas Stenotrophomonas maltophilia Negatif




2.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, 0.5-1.0 um boyutlarinda gram negatif
basildir. Cogunlukla tipik koloni yapisi, besiyerine yayilan pigmentleri ve kendisine has

kokusu ile primer izolasyon besiyerlerinde kolaylikla taninabilmektedir (6,22-24).

o sclENCEphotoLiBR

Resim 1. a) P. aeruginosa’nin renkli elektron tarama mikroskobunda (scanning
electron microscope, SEM) goriiniimii (25), b) P. aeruginosa’nin %5
koyun kanh agarda koloni goriiniimii.

37°C’deki agar Kkiiltiirlerinde ¢ogunlukla diizensiz kenarli diiz koloniler (tip 1)
olustururlar, bazilar1 ise koliform (tip 2) goriiniimdedirler. Kuru (tip 3), mukoid (tip 4),
burusuk (tip 5) ve ciice (tip 6) koloni gibi diger koloni tipleri olduk¢a nadir goriilmektedir.
Mukoid koloni formasyonu ozellikle kistik fibrozis (KF) hastalarinin solunum yolu
orneklerinden izole edilen suslarda goriilmektedir (6,22). 10-44°C sicaklik araliginda
tireyebilmektedir ancak optimal tireme sicakligi 35°C’dir. 42°C’de tireme ozelligi ile de
klinik 6nemi olan diger pseudomonaslardan ayrilmaktadir (6).

Pseudomonas aeruginosa’nin, mavi renkli piyosiyanin (fenazin pigment) ve sari
renkli piyoverdin (florasan pigment) pigmenti iiretimi ile agar kiiltiirlerinde mavi-yesil
renk olusturmasi karakteristiktir. Belirli konsantrasyonlarda potasyum ve magnezyum
tuzlart icermesi ile florasan iiretiminin baskilandigi King’s A besiyerindeki kiiltiirlerde
gozlemlenebilen piyosiyanin lretimi tiire 6zgiidiir. Daha az oranda tuz igeren King’s B
besiyerindeki kiltlirlerin  ultraviyole 1s1k altinda incelenmesiyle gozlemlenebilen
piyoverdin ise suda c¢oziinebilen ve besiyerine diffiize olabilen bir pigmenttir. Suda

¢oziinen piyorubin (kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi/siyah) ise daha az siklikta



karsilagilan pigmentlerdir. Ayrica pigmentler bakterinin demir alimi i¢in siderofor olarak
da gorev yapabildiklerinden demirin az oldugu ortamlarda pigment iiretimi artmaktadir
(6,22,23,26).

Tek polar flajellas1 sayesinde hareketlidir. Diger Pseudomonas tiirleri birden fazla
flajellaya sahip oldugundan, bu o6zelligi ile diger tiirlerden ayrilmaktadir. Hareketliligini
saglayabilmek icin molekiiler oksijen varligina gereksinim duyar. Oksijenin son elektron
alicis1 olarak kullanilmasi nedeniyle zorunlu aerob bir metabolizmaya sahiptir. Ancak
nitratt ya da arjinini son elektron alicis1 olarak kullanmak suretiyle anaerob olarak da
tireyebilmektedir (24,26).

Biitlin Pseudomonas tiirleri glukozu ve diger sekerleri oksidatif yolla metabolize
etmektedirler. Biitlin suslar sitokrom oksidaz enzimi liretirler ve bu 6zellik Kovac’s ayiract
kullanilarak yapilan oksidaz testi ile gozlemlenmektedir. Oksidaz aktivitesi gostermeyen
suslar nadir de olsa goriilmektedir. Ayrica nitrati nitrojen gazina indirgeyebilmektedir ve
arjininden amonyak olusturabilmektedir. Demirli ve ii¢ sekerli besiyerinde ise alkalin renk
degisimi olmast ya da hi¢ renk degisimi olmamasi gdzlenmektedir. P. aeruginosa’nin
klinikte sik karsilasilan diger Pseudomonas tiirlerinden ayriminda kullanilan 6zellikler

Tablo 2’de 6zetlenmistir (9,24,27).

Tablo 2. Klinik érneklerde saptanan Pseudomonas tiirlerinin baz1 biyokimyasal,

ozellikleri (24).
Test P. aeruginosa P. fluorescens P. putida P. stutzeri
Oksidaz %99 %97 %100 %100
42°C’de iireme %100 0 0 %69
Nitrat rediiksiyonu %98 %19 0 %100
Nitrattan gaz olusumu %93 %3 0 %100
Piyoverdin %65 %96 %93 0
Ure hidrolizi %438 (9%) %21 (31%) %31 (44%) %33 (22%)
Glukozdan asit olusumub %97 %100 %100 %96 (4)
Simmons sitrat %95 %93 %94 (6) %82 (14%)
Flajel sayis1 1 >1 >1 1

* Parantez i¢indeki yiizdeler geg reaksiyon veren suslara aittir.
®041 karbonhidrat igeren oksidatif fermantatif bazal ortam.



2.1.3. Virulans Faktorleri

Efflux pump~s.

Flagellum

Pili

Other secreted factors
Exotoxin A
Proteases
Type lll secretion system Phenazines
ExoS ExoT
ExoU ExoY

Sekil 1. P. aeruginosa’mn viriilans mekanizmasi, (1).

Tim Pseudomonas tirleri iginde firsatgr patojen olarak en sik rastlanan tiir P.

aeruginosa’dir (27). Ayn1 zamanda, pek ¢ok antimikrobiyal ajana direng gelistirebilmekle

birlikte; Sekil 1°de goriildiigii gibi toksin ve enzim formunda ¢ok sayida viriilans faktorii

salgilayabilmektedir ve faktorlerin foksiyonlari Tablo 3’de 6zetlenmistir (1,27,28).

Tablo 3. P. aeruginosa’nin virulans faktorleri ve fonksiyonlari, (28).

Virulans Faktorii Fonksiyonu

Fimbria Konak hiicreye tutunma ve proinlamatuar gen ekspresyonunun
aktivasyonu

Flajella Motilite, konak hiicreye baglanma, IL-8 aktivasyonu

Tip III salgilama sistemi
ExoS

ExoT

ExoU

ExoY

Quorum sensing molekiilleri

Piyoverdin

Elastaz, proteaz, hemolizinler
ve lokosidin

Pyosiyanin

Ekzotoksin A
Lipopolisakkarid
Aljinat

Toksinlerin konak hiicreye enjeksiyonu (ExoS, ExoT, ExoU, ExoY)
Tiimor nekrozis faktor stimiilasyonu

GTPaz aktivasyonu

Sitotoksin

Adenilat siklaz aktivasyonu

Diger pseudomonaslarin gen ekspresyonunun koordinasyonu ve biyofilm
olusumu

Demirin baglanmasi

Dokuya invasyon ve konak hiicrenin lizisi

Lenfosit proliferasyonunun ve silya fonksiyonlarinin inhibisyonu,
oksijen radikallerinin iiretimi

Konak hiicrede protein sentezinin inhibisyonu, organizmanin yayilimi
Endotoksin

Serbest radikal tutucu, fagasitozun, nétrofil kemotaksisinin ve
kompleman aktivasyonunun inhibisyonu

2.1.3.1. Flajella ve Adhezinler

Flajella, hareketlilik saglamanin yani sira doku yiizeyi ile ilk etkilesimde rol oynayan

onemli bir viriilans faktoriidiir (26). Pililer ise konak hiicre membranina ve diger ylizeylere



tutunmada gorev almaktadir. P. aeruginosa’nin solunum yollar1 epitelinde baglandig:
reseptor asialo-gangliozid MI (aGMI)’dir. aGMI ekpresyonunun ¢ogunlukla epitel hasari
sonras1 ve hiicre yenilenmesi esnasinda gerceklesmesi, P. aeruginosa’nin hasarli solunum
yoluna adhere olma sebebini agiklamaktadir (28-31).

Flajellin proteini, respiratuar sistemdeki miisine baglanarak mikroorganizmanin
solunum yolundan temizlenmesini kolaylastirmaktadir. Makrofajlar gibi fagositik hiicreler
icin ligand gorevi tstlenmektedir. Bu durumla iliskili olabilmesi muhtemeldir ki, kistik
fibrozis (KF) hastalarindan izole edilen P. aeruginasa suslar flajelladan yoksundur ve
fagositozdan kagarak kronik enfeksiyonlar olusturabilmektedir (6, 29-31).

P. aeruginosa’nin konak dokuya ya da miisinlere tutunmasinda rol oynayan
adhezinler: pili, miisin baglayan dis membran proteini (mucin-binding outer membrane
protein F, OM protein F), ylizey lektinleri ve mukoid ekzopolisakkarid (aljinat) olmak
tizere dort grupta toplanir (6,26).

Pililer, pilA geninin protein polimerleridir. Fakat olusumlarinda ve fonksiyonlarinda
cok sayida gen rol oynamaktadir. Pililerin, bakteri virulansinda rol aldig1 ve sitotoksitede
etkisi oldugu goriilmiistiir. Tip 4 pilus olarak bilinen temel pili tiirli, bakterinin solid
yiizeylere tutunmasindan, bakteriyofajlarin baglanmasindan ve girisinden sorumludur (29-
31).

Pseudomonas aeruginosa iki tiir yiizey lektini sentezlemektedir: PA-IL olarak
adlandirilan galaktoza ve PA-IIL olarak adlandirilan ise fukoza baglanmaktadir (29-31).

Bakterinin yilizeye yapigmasiyla, aljinat biyosentetik geninin transkripsiyonu
indiiklenmektedir. Bakteri hiicresi ve aljinattan olusan konsorsiyum biyofilm
formasyonunun temelini olusturmaktadir ve bakteriyi ¢evresel kosullar ve antibiyotik gibi

faktorlerden korumaktadir (6).

2.1.3.2. Lipopolisakkarid

Pseudomonas aeruginosa, genel olan A-bant ve serotipe 6zgii olan B-bant olmak
tizere iki farkli kimyasal 6zellikte lipopolisakkarid (LPS) iiretmektedir. A-bant LPS tek
diize antijenik yapiya sahipken; B-bant LPS lipid A, kor polisakkarid ve O-6zgiil bolge
zinciri olmak lizere {i¢ birimden olusmaktadir. A-bant ya da B-bant LPS’den birinin
digerine gore fazla ekspresyonu, yiizey antijenik Ozelliklerinde degisiklik saglayarak,

immiin yanittan kagisi saglamaktadir (6). O-6zgiil bolge zincirleri, komplemanin litik



etkisini dnlemektedir. O antijenine spesifik antikorlar sadece hayvan modellerinde degil

insanda da koruyucu olmuslardir (32).

2.1.3.3. Ekstraseliiler Polisakkaridler

Biitin P. aeruginosa izolatlatlari, hiicrenin etrafinda biiyilkk genellikle
polisakkaridlerden meydana gelen ekstraseliiler slime kiimeleri olusturmaktadir. Mukoid
suslar tarafindan asir1 miktarda tretilen aljinat polisakkaridi, -1,4 D-mannuronik asit ve
L-glukronik asitten olugsmustur. Bu olusum mukoid koloninin fiziksel goriintiisiinii

vermektedir (6).

2.1.3.4. Ekzotoksinler

Ekzotoksin A (ETA) P. aeruginosa’nin lrettigi ekzoenzimler icinde en toksik
olanidir ve Okaryotik hiicrede elongasyon faktdr 2’yi (EF-2’yi) inhibe ederek protein
sentezini bozmaktadir. ETA yanik yaralarinda olusan dermatonekroz, okiiler
enfeksiyonlarda korneal hasar ve kronik pulmoner enfeksiyonlarda doku hasarinda rol
oynamaktadir. Ayrica T hiicrelerine mitojenik ve interlokin-1 (IL-1) iizerine indiikleyici
etki gostermektedir (6, 26, 33).

Ekzoenzim S, ekzoenzim T, ekzoenzim U ve ekzoenzim Y olmak iizere baslica dort
proteinden olusan Tip III salgilama sistemi, P. aeruginosa epitel hiicresine baglandiginda
aktive olmaktadir. Bakteriyel toksinler hiicreye bu sistem aracilifiyla enjekte edilmektedir.
Bu sekilde aktive olan immiin sistem araciligiyla hiicre hasar1 ve nekroz meydana
gelmektedir. Tip III salgilama sistemi, daha ¢ok akut ve invaziv enfeksiyonlarla iliskili
bulunmustur. Pnomoni hastalarinda, Tip III salgilama sisteminin ekspresyonu solunum

yetmezligi, sepsis ve mortalite oranlarinda artis ile iliskilendirilmistir (28).

2.1.3.5. Proteazlar

Pseudomonas aeruginosa jelatin, kazein, elastin, kollajen ve fibrin gibi ¢ok sayida
substrata etkili olabilen proteolitik enzimlere sahiptir. Bu enzimler {i¢ grupta

toplanmaktadir; genel protezlar, elastaz ve alkalin proteaz (23).



Elastaz, Las A (serin proteaz) ve Las B (¢inko metalloproteaz) olmak iizere elastini
sinerjistik olarak indirgeyebilen iki enzimden olusmaktadir. Elastazin, akciger parankim
dokusu ve diger elastin igeren dokulardaki hasar ve yaygin P. aeruginosa
enfeksiyonlarinda olusan hemorajik lezyonlarla (ektima gangrenozum) iliskili oldugu
goriilmiistiir. Bu iki enzim kompleman bilesenlerinin indirgenmesi, ntrofil kemotaksisi ve
fonksiyonlarmin inhibisyonuyla akut enfeksiyonlarda doku hasarina neden olmaktadir.
Kronik enfeksiyonlar, enfekte dokuda immiin kompleks birikimi ve bu enzimlere karsi
antikor olusumu ile karakterizedir (6).

Alkalen proteaz da elastaz gibi doku hasar1 ve enfeksiyonun yayilmasina neden

olmaktadir (26).

2.1.3.6. Hemolizinler

Pseudomonas aeruginosa’da 1s1ya duyarli olan Fosfolipaz C ve 1s1iya dayanikli olan
ramnolipid olmak {izere iki tliir hemolizin identifiye edilmistir (6). Fosfolipaz C, lipid ve
lesitin baglarin1 kirmak suretiyle doku hasarina yol agmaktadir. Ayrica sitoplazmik
membran ve pulmoner surfaktani hasara ugratmaktadir ve opsoninleri inaktive etmektedir.
Hemolizin iiretimi ile solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar1 arasinda iliski gosterilmis
oldugu halde fosfolipaz C’nin rolii kesinlik kazanmamustir (23, 26).

Ramnolipid, ramnoz ve beta-hidroksidekanoid asitten ibaret olup deterjan benzeri
bir etki gostermektedir. Fosfolipaz C ile birlikte fosfolipidler iizerinde olusturdugu ¢oziicii

etki ile akciger ylizey gerilimini inaktive etmektedir (6).

2.1.3.7. Sideroforlar

P. aeruginosa, enfeksiyonun olusumu ve devamliligi sirasinda piyoselin ve

piyoverdin gibi demir selatorlerini kullanarak demir alimini saglamaktadir (6).

2.1.3.8. Piyosiyanin ve Piyoverdin

P. aeruginosa tarafindan {iiretilen ve mavi renkte olan piyosiyonin pigmenti hidrojen
peroksit ve siiperoksit liretimini katalizlemektedir. IL-8 salinimim1 uyararak nétrofil

aktivasyonunu artirmaktadir (26,34). Ayrica piyosiyanin Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus ve Mycobacterium smegmatis gibi pek ¢ok tiir i¢in bakterisidal aktivite
gostermektedir (27).
Sari-yesil renkte olan piyoverdin ise demiri baglayan bir siderofordur. Ekzotoksin A

ve diger virulans faktorlerinin salinimini da diizenlemektedir (26).

2.1.3.9. Quorum Sensing

Quorum sensing (QS) sistemi, bireysel bir bakteri tarafindan iiretilen ve diffiize
olarak ¢evredeki mikroorganizmalar tarafindan algilanabilen kiiciik sinyal molekiillerinden
olusmaktadir (34,35). P. aeruginoasa’da bu molekiiller agil homoserin laktonlardir.
Bakteri popiilasyonu belirli bir yogunluga ulastiginda bakteri metabolizmasinda olusan bir
takim degisiklikler sonucu bazi genler eksprese edilir. Bu sliregte las sistemi ve rhl sistemi
olmak tzere iki farkli sistem tanimlanmistir. Elastaz, alkalen proteaz, hemolizin,
rhamnolipid ve ekzotoksin A gibi P. aeruginoasa’ nmin iirettigi pek ¢ok virulans faktoriiniin
QS sistemi ile iliskili oldugu gosterilmistir (35,36). Bu sistem aym1 zamanda P.
aeruginosa nin patogenezinde son derece Onemli olan biyofilm olusumunda da rol
oynamaktadir. A¢il homoserin laktonlar P. aeruginosa enfeksiyonu olan KF hastalarinin

akcigerlerinde de saptanmistir (6,34-36).

2.1.3.10. Diger Virulans Faktorleri

Noraminidaz, GM1 gangliozid reseptdrlerinin yapisindan sialik asit rezidiilerini
cikartarak pililerin epitel hiicresi yiizeyindeki bu reseptorlere yapismasini saglamaktadir
(23).

Lokosidin, nétrofil ve lenfosit fonksiyonlarini inhibe etmektedir (23).
Enterotoksin, ise normal gastrointestinal aktiviteyi bozarak diyareye yol agmaktadir

(23).

2.1.4. Epidemiyoloji

Pseudomonas tiirleri, genis bir sicaklik araliginda iireyebilmeleri ve degisik besin
kaynaklarimi kullanabilmeleri nedeniyle dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar (24). Suda

¢Oziinmiis haldeki besinlerden gaz olusturarak ¢ogalabildigi diisliniilmiistiir ve bu sayede
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lavabolar, sebzeler, nehir sulart ve dezenfektanlar gibi nemli ortamda siklikla
bulunmaktadirlar (6,24,37).

Pseudomonas aeruginosa saglam ve kuru ciltte uzun siire yasayamayacagindan
saglikli kisilerde tasiyicilik gecicidir ya da nadirdir. Dogal ortamlarda yaygin olarak
bulunmasina ve pek cok virulans faktoriine sahip olmasma ragmen toplum kokenli
enfeksiyonlarin insidansi oldukca diisiiktiir (6). Fiziksel sartlara, kimyasal ve antibakteriyal
ajanlara toleranslar1 sayesinde tehlikeli bir firsat¢i patojen haline gelebilmektedir (27).
Hastanede uzun siire yatisin s6z konusu oldugu, ozellikle immiinsiiprese, debilize
hastalarda ya da yanik hastalarinda insidansi artmaktadir. Uzun siire hastanede yatis
Oykiisii olanlarda tiikriikte ve fekal tagiyicilikta dikkat ¢ekici bir artis bildirilmistir. Yanik
hastalarinda ise cilt kolonizasyonu o6zellikle yanigin dokuzuncu giiniinden sonra
artmaktadir. Dezenfektan, antiseptik, intravendz mayi ve lens soliisyonu gibi hastanede
kullanilan pek ¢ok ekipman ve malzeme P. aeruginosa igin rezervuar durumundadir. Kotii
sterilizasyon kosullari, kontamine musluk baslari, lavabolar ve hastane ¢alisanlarinin elleri
ile kontaminasyon P. aeruginosa kaynakli salginlarda suglanan faktorler arasindadir
(6,37,38).

Pseudomonas aeruginosa’nin onemli bir insan patojeni olarak kabul edilmesi
immiinstipresiflerde, KF hastalarinda ve yanikli hastalarda yol actigi enfeksiyonlar
nedeniyle ancak 1960’11 yillarda giindeme gelmistir (39). Giinlimiizde ise, bolgelere,
hastane {nitesine ve ¢aligmaya gore degisiklik gostermekle birlikte, hastane
enfeksiyonlarmin yaklasik %10’undan sorumlu tutulmaktadir (6). KF hastalarinin solunum
yollarinda en sik saptanan patojendir ve yanik hastalarinda ortaya ¢ikan pek cok ciddi

enfeksiyona yine P. aeruginosa neden olmaktadir (6,24).

2.1.5. Enfeksiyonlari

2.1.5.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlar:

Alt solunum yollarindaki P. aeruginosa enfeksiyonlar treakeobronsit gibi hafif bir
tablodan daha ciddi seyreden nekrotizan pndmoniye kadar farkli klinik durumlarla
karsimiza ¢ikabilmektedir (21).

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu toplum kokenli pndmoni, malignensi

veya kronik pulmoner hastalik gibi altta yatan hastalik ya da intravendz ilag kullanim
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Oykiisii olanlar disinda oldukc¢a nadir goriilmektedir. Edinilmis Bagisiklik Eksikligi
Sendromu (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) hastalarinda toplum kdkenli alt
solunum yolu enfeksiyonu etkeni olarak rapor edilmistir. Hospitalize hastalarda 6zellikle
trekeostomililerde siklikla alt solunum yollarinda kolonize olmaktadir. KF hastalari, kronik
akciger hastalig1 olanlar ve notropenili hastalarda kolonizasyon siklikla goriilmektedir. KF
hastalarinda olusan enfeksiyonlar altta yatan hastaligin alevlenmesi ve invaziv pulmoner
hastalikla iligkilendirilmistir. Bu tiir hastalarin 6rneklerinden izole edilen suslar genellikle

mukoid 6zellikte ve pek ¢ok antibiyotige direnglidir (6,26,40).

2.1.5.2. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Birincil deri enfeksiyonlarina neden olmakla birlikte, P. aeruginosa bakteriyemisi
sirasinda  ektima gangrenozum olarak adlandirilan  karakteristik cilt lezyonu
gelisebilmektedir. Ektima gangrenozum lezyonlari hemorojik, nekrotik ve iilsere olabilen
vezikiiller seklindedir. Lezyonlarin mikroskopik incelemesinde mikroorganizmanin kendisi
bol miktarda goriiliirken az sayida notrofil goriilmektedir (26).

Kontamine sularla (sicak su musluklari, yiizme havuzlari, jakuziler gibi) temas
sonrasinda yaygin makiilopapiiler ya da vezikiilopiistiiler ras ile karakterize follikiilit veya
interdijital aralikta dermatit gibi cilt enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir (6,26,41). Aknesi
olanlarda ve deepilasyon sonrasinda cilt enfeksiyonlari, ayrica manikiir sonrasinda tirnak
enfeksiyonlar1 da goriilebilmektedir (26). P. aeruginosa cerrrahi tiirli, bolgesi ve altta yatan
hastaliga bagli olarak cerrrahi alan yaralarinda sik izole edilen etkenlerdendir (6).

Pseudomonas aeruginosa, yanik enfeksiyonlarinda sik etkenlerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ciddi yanik hastalarinda yaranin kolonizasyonu genellikle lokalize
damar hasari, doku nekrozu ve sonrasinda bakteriyemi ile sonuglanmaktadir P. aeruginosa

ile enfekte yanig1 olanlarda hospitalizasyon siiresi uzamistir ve mortalite artmistir (6,26).

2.1.5.3. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlar:

Kemik ve eklem enfeksiyonlari, penetran yaralanmalar sonucu olabilecegi gibi
diabetik hastalar veya intravendz ilag kullananlarda hematojen yayilim sonucu olusabilir ve
kronik osteomiyelit ile sonuclanabilmektedir. Septik artrit sik goriilmeyen bir klinik

tablodur ve genellikle predispozan bir klintk durum ya da ilag suistimali Oykiisii s6z
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konusudur. Ayrica temporal kemigin P. aeruginosa enfeksiyonu (mastoidit), ozellikle

cocuklarda otitis media komplikasyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6,42).

2.1.5.4. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu iiriner sistem enfeksiyonlar1 (USE)
cogunlukla hastane kokenli olup uzun siireli iiriner sistem kateterizasyonu ile iligkilidir. Bu
hastalar ¢ogunlukla ¢oklu antibiyotik tedavisi altinda olan hastalardir. Anatomik bir
anomalisi olan veya spinal kord yaralanmalar1 disinda toplum kékenli USE oldukca nadir

gorilmektedir (6,26,43).

2.1.5.5. Kulak Enfeksiyonlari

Yiizme Oykdiisii ile iliskili olan ve yiiziicii kulag: olarak adlandirilan otitis eksternanin
etkeni olarak siklikla izole edilmektedir. Yash ve diabetik hastalarda P. aeruginosa, dis
kulak yolunda erozyona yol agan ve topikal antimikrobiyal tedaviye cevap vermeyen
malign otitis externaya yol agmaktadir. Bu klinik tablo, kemik doku ve kranial sinirlerde
harabiyete sebep olmaktadir ve %20 oraninda mortalite ile seyretmektedir. P. aeruginosa

ayrica kronik otitis medianin etkenleri arasinda sayilmaktadir (41,42).

2.1.5.6. Goz Enfeksiyonlar1

Lens soliisyonlarinin, géze uygulanan ilaglarin ya da kozmetik malzemenin P.
aeruginosa ile kontaminasyonu sonucu konjonktivit, korneal {ilserler, keratit, endoftalmit

ya da orbital seliilit gibi enfektif tablolar goriilmektedir (6,44).

2.1.5.7. Bakteriyemi ve Endokardit

P. aeruginosa’ya bagll bakteriyemi noétropenik, diabetik, genis yanikli ya da
hemotolojik malignensili hastalarda daha sik gézlenmektedir ve mortalitesi daha yiiksektir.
Genellikle bakteriyemi alt solunum yolu enfeksiyonlari (ASYE), USE ve deri ve yumusak
doku enfeksiyonlaridan kaynaklanmaktadir. Bakteriyemili hastalarin bir kisminda 6zgiil

deri lezyonlar (ektima gangrenozum) goriilmektedir. intravendz ilag kullananlarda goriilen
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P. aeruginosa endokarditi, kontamine olmus sahsi egyalar ile bulasmaktadir ve kronik

seyretmektedir (26,44,45).

2.1.5.8. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Altta yatan kronik hastalig1 olanlar, transplantasyon hastalari, ndrocerrahi gegirmis
hastalar ve yenidoganlar, P. aeruginosa’ya bagl santral sinir sistemi enfeksiyonu agisindan
risk altindadirlar. Kronik otitis eksterna ya da mastoiditli hastalarda intrakranial apseler
gozlenebilmektedir. Beyin omurilik sivist basincinin monitérize edildigi hastalar ve
perkutan eksternal ventrikiiler katateri bulunanlarda nazokomiyal bulas s6z konusu

olabilmektedir (6,45).

2.1.6. Laboratuvar Tanis1
2.1.6.1. Ornek Alinmasi Tasinmasi ve Saklanmasi

Pseudomonas aeruginosa ¢ok c¢esitli ortamlarda iireyebilmektedir. Bu nedenle
bakteriyolojik acidan kabul goren standart 6rnek alma, tasima ve saklama teknikleri

kullanilarak laboratuvara gonderilen ornekler P. aeruginosa arastirilmasi agisindan uygun

kabul edilmektedir (27).

2.1.7.2. Mikroskopik inceleme

Gram boyal1 preparatin mikroskobik incelemesinde, tek tek ya da giftler halinde,
gram negatif boyanmisg, ince ¢omaklarin goriilmesi patognomonik olmamakla birlikte P.
aeruginosa olabilecegi konusunda bilgi vermektedir. Klinik tablonun uyumlu olmasi
durumunda bu mikroskopik inceleme bulgulari ampirik tedavi i¢in yol gosterici

olabilmektedir (6).

2.1.7.3. Kiiltiir ve Tanimlama

Pseudomonas aeruginosa, %5 koyun kani iceren triptik soy veya colombia agar,
cikolatams1 agar ve Mac Conkey agar gibi besiyerlerinde tiretilebilmektedir. Beta hemoliz

yapan, mavi-yesil renkli ve diiz-yaygin kenarli kolonilerin goériilmesi, karakteristik tiziim
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kokusunun varlig1 gibi morfolojik 6zellikler ve pozitif oksidaz reaksiyonu bu izolatlarin ilk
tanimlamalar1 icin yeterli olabilmektedir (26,44,45). Ug sekerli demirli besiyerinde
fermentatif etki gozlemlenmemesi, 42°C’de iireyebilmesi diger tani koydurucu
Ozelliklerdendir. Bu testlerin yani sira glukoz oksidasyonu, asetamit hidrolizi ve nitratlarin
nitrojen gazina rediiksiyonu testlerine de ihtiya¢c duyulabilmektedir (27,44,45). Oksidaz
aktivitesi gostermeyen izolatlara nadiren rastlanabilmektedir ancak bu izolatlarin diger
karakteristik 6zelliklere sahip olduklari unutulmamalidir (27).

Kistik fibrozis hastalarinin mukoid P. aeruginosa izolatlar1 yavas ilireme, hareket
kayb1 ve pigment iiretiminin kaybolmasi gibi fenotipik degisiklikler gosterebilmektedirler.
Bu nedenle, KF hastalarinin kiiltiirlerinin bes giine kadar izlenmesi gerekmektedir (27).

Bahsedilen konvansiyonel yontemlere ek olarak ticari olarak gelistirilmis manuel ve
otomatize sistemler de mevcuttur. Manuel sistemler P. aeruginosa ve diger Pseudomonas
tirleri, mukoid izolatlar da dahil olmak iizere dogru tani verebilmektedirler. Manuel
sistemler, KF hastalar1 i¢in otomatize sistemlere gore daha ¢ok tercih edilmektedirler.
Otomatize sistemler KF dis1 hastalarin P. aeruginosa suslarmi %90-100 dogrulukla

saptayabilmektedirler (27).

2.1.7.4. Tiplendirme Yontemleri

Fenotipik 6zelliklerin temel alindig1 konvansiyonel yontemler lipopolisakkarid (LPS)
serotiplendirme ve faj tiplendirmedir (27). P. aeruginosa, 20 serotip altinda
gruplandirilmaktadir ve KF hastalarinda izole edilenler haricinde sugslarin %90°1 O
serotiptir (6).

Epidemiyolojik amagl tiplendirme i¢in ¢esitli genotipik tiplendirme ydntemleri
mevcut olmakla birlikte cogu klinik tani laboratuvarinda bulunmamasi nedeniyle
kullanimlar1 oldukea kisithdir (27).

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), P. aeruginosa ekzotoksin A geninin iist bolgesindeki cesitliligi
temel alan bir yontemdir. Pilin geninin RFLP incelemesi de KF hastalarin1 enfekte eden
suslarin tiplendirilmesinde kullanilmaktadir. Diger genotipik yontemlere gore daha az
ayristirict glice sahip olmasi, yogun radyoaktif prob kullanilmasi ve emek yogun bir

yontem olmasi dezavantajlaridir (46).
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Degisken alanli jel elektroforezi (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE), P.
aeruginosa i¢in ¢ok iyi ayrim giiciine sahiptir ve molekiiler yontemler i¢inde altin standart
olan yontemdir. Bu yontemin dezavantajlar ise 6zel ekipmana ihtiya¢ duyulmasi ve ¢ok
sayida izolatin hizli degerlendirilebilmesi i¢in uygun olmayisidir (6,27,46).

Rastgele arttirilmis polimorfik DNA analizinin (Random Amplified Polymorphic
DNA Analysis, RAPD), P. aeruginosa tiplendirmesi i¢in giivenilirligi kanitlanmistir; ancak
siirekli ayn1 ekipmanin kullanilmasi ile tekrarlanabilirligi miimkiin olmaktadir. RAPD
yontemi ile elde edilen veriler genellikle PFGE ile uyumlu olmaktadir (27).

Multilokus sekans tiplemesi (Multilocus sequence typing, MLST), genetik
tiplendirme yontemleri i¢inde en yliksek ayristirma giicline sahip olan ama ¢ok fazla zaman

harcanan ve pahali olan bir yontemdir (27).

2.1.8. Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Pek ¢ok antibakteriyel ajana diren¢ gelistirebilmesi nedeniyle, P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin tedavisi olduk¢a giictiir. Genis spektrumlu penisilinler (azlosilin,
mezlosilin, tikarsilin, piperasilin), ticlincii kusak sefalosporinler (sefaperozon, seftazidim),
karbapenemler (imipenem, meropenem), monobaktamlar (aztreonam), aminoglikozidler
(amikasin, gentamisin), florokinolonlar (siprofloksasin) ve polimiksinler (polimiksin B ve
kolistin) Pseudomonas tiirlerine oldukc¢a etkili antibiyotiklerdir. Tedavide Onerilen
aminoglikozidlerin beta-laktamlar, ii¢lincii kusak sefalosporinler, monobaktamlar ya da
karbapenemlerle kombine edilerek verilmesidir. Monoterapinin de antimikrobiyal ajanin
erken ve uygun dozda verilmesi ile etkin olabilecegi bilinmektedir (6,7).

P. aeruginosa’nin diren¢ oranlarinin son yillardaki artisi, tedavinin antimikrobiyal
duyarlilik sonuglarmma gore hastaya 0Ozel olarak planlanmasini gerektirmektedir.
Gliniimiizde bu tir direngli mikroorganizmalara etkili olabilecek yeni ajanlarin
gelistirilmesine yonelik cabalar heniiz basarili olamamustir. Polimiksinler gibi eski ve iyi
bilinen ilaglarin kullanimi giindeme gelmistir. Gelecekte kullanilmasi muhtemel tedavi
secenekleri arasinda antimikrobiyal ajanin devamli infiizyonu ve immiinoterapi yer

almaktadir (10).
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2.1.9. Antimikrobiyal Diren¢

Pseudomonas aeruginosa, tim diinyada nazokomiyal enfeksiyonlarin %10-15’inden
sorumlu tutulmaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin bir kismina dogal direngli olmasi ve
bunun yani sira sonradan diren¢ kazanabilmesi nedeniyle, enfeksiyonlarinin tedavisi ciddi
bir klinik problem haline gelmektedir (3). Antipsddomonal ajanlara diren¢ orani, 2001
yilinda %12 olarak rapor edilmistir (6, 47). Avrupa’da yapilmis calismalarda da benzer
siklikta direngle karsilasilmasina karsin; Giliney Avrupa, Giineydogu Asya, Giiney
Amerika iilkelerinde %50 gibi ¢ok yliksek oranlarda antipsédomal direnci bildirilmektedir
(6). Ulkemizde yanik hastalarinda yapilmis bir calismada P. aeruginosa izolatlarinimn
%22’sinin seftazidime, %25’inin sefepime, %31’inin piperasilin/tazobaktama, %46’sinin
imipeneme, %19’unun meropeneme, %?36’sinin  gentamisine, %?21’inin amikasine
%25’inin siprofloksasine direng¢li oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarin %43 iiniin ise ¢oklu
ilaca direncli oldugu rapor edilmistir (48).

Pseudomonas aeruginosa’nin  kullandigi diren¢ mekanizmalar1 su sekilde
gruplandirilabilmektedir:

i.  Hiicre duvari gegirgenliginin azalmasi (intrensek direng saglar),
ii. Kromozomal veya plamid aracili ekstraseliiler enzimlerin {iretimi (beta
laktamazlar, sefalosporinazlar, aminoglikozidazlar),

iii.  Antibiyotik baglayan protein bolgelerinde degisiklik,

iv.  Aktif efliiks sistemi ile antibiyotigin hiicreden disar1 pompalanmasi (6).

2.1.9.1. Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmalari

Plazmidlerce kodlanan aminoglikozid mofiye eden enzimler (AME), antibiyotik
molekiiliine fosfat, adenil veya asetil gruplarindan birini eklemek suretiyle antibiyotigin
hedef molekiile olan affinitesini azaltmaktadirlar (3,49). AME’ler; aminoglikozid fosforil
transferazlar, aminoglikozid adeniltransferazlar (niikleotidil transferazlar; AAD, ANT) ve
aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) olmak tizere li¢ gruba ayrilmaktadirlar (50-52). P.
aeruginosa’da goriilen aminoglikozid transferazlar ise sunlardir;

i. ACC(6’)-II: gentamisin, tobramisin ve netilmisin,
ii. ACC(3)-I: gentamisin,

iii.  AAC(3)-II: gentamisin, tobramisin ve netilmisin,
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iv.  AAC(6’)-I: tobramisin, netilmisin ve amikasin,

v. ANT(2’)-I: gentamisin ve tobramisin direncinden sorumludur (51).

Efliks sistemi aminoglikozid direncinde P. aeruginosa’nin  kullandig
mekanizmalardandir. Membran gegirgenliginde azalmaya bagli aminoglikozid direnci, KF
hastalarindan izole edilen suslarda siklikla goriilmektedir (3,51,52).

Cogunlukla aktarilabilen plazmidler iizerinde yer alan transpozonlar tarafindan
kodlanan 16S rRNA metilazlar gram negatif patojenlerde aminoglikozid direncine sebep
olmaktadir (3,51,52). 2003’de Japonya’da P. aeruginosa susunda tanimlanmis olan RmtA,
ilk tanimlanan 16S rRNA metilazdir (53). Amikasin, tobramisin, isepamisin, kanamisin,
arbekasin ve gentamisin de dahil olmak {iizere parenteral kullanilabilen tiim
aminoglikozidlere yiiksek diizey direncten sorumludur (3,53).

Ayrica P. aeruginosa’da enzimatik olmayan cesitli mekanizmalarla aminoglikozid
direncine neden olan ve galU, nuoG, mexZ ve rplY olarak adlandirilan dort gen

tanimlanmustir (3,54).

2.1.9.2. Kinolonlara Diren¢ Mekanizmalari

Pseudomonas aeruginosa’nin kinolonlara diren¢ gelistirmesinde, efliiks sisteminin
aktivasyonu ya da florokinolonlarin temel hedefi olan DNA girazin (topoizomeraz II)
modifikasyonu rol almaktadir. DNA giraz enziminin modifikasyonundan, kinolon direnci
belirleyici bolgede (Quinolone-Resistant-Determinative Region, QRDR) bulunan
gyrA/gyrB genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlart sorumludur. Enzimde meydana
gelen modifikasyon sonucunda topoizomeraz Il enziminin kinolon molekiiliine affinitesi
azalmaktadir (3,56-59).

Pseudomonas aeruginosa’da, dort farkli eflilks sistemi tanimlanmistir: MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM. Her ne kadar her bir efliikks pompa
sistemi farkli antimikrobiyal ajanlar1 substrat olarak kullansa da florokinolonlar bu dort

sistem igin iiniversal substrattir (3,56).

2.1.9.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Penisilinin 1928’de Alexander Fleming tarfindan kesfinin ardindan klinikte

kullanimi1 1940’larda miimkiin olmustur. Bu gelismeler beta laktamlarin antimikrobiyal
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etkinligi tlizerine dikkatleri toplamis ve bu konuda g¢alismalar artmistir. 1967 yilinda
karbenisilinin kesfedilmesiyle beta laktam analoglarinin P. aeruginosa lizerinde etkili
oldugu fark edilmis ve daha sonraki yillarda antipsddomal etkinligi olan pek c¢ok beta
laktam tiirevi klinik kullanima girmistir (61).

Sokak susu olarak adlandirilan, hi¢ diren¢ kazanmamis bir P. aeruginosa
izolatlarinin, karboksipenisilinlere (karbenisilin, tikarsilin), iireidopenisilinlere (azlosilin,
piperasilin), baz1 iiglincii kusak sefalosporinlere (seftazidim, sefaperazon), tiim dordiincti
kusak sefalosporinlere, monobaktama (aztreonam), karbapenemlere (imipenem,
meropenem) duyarli olmasi beklenmektedir. Penisilin G’ye, aminopenisilinlere ve bunlarin
beta laktamaz inhibitérii kombinasyonlarina; birinci ve ikinci kusak sefalosporinlere dogal
direnclidir (3,62).

Intrensek karbenisilin direnci olarak adlandirilan fenotip, meropenem de dahil olmak
lizere (imipenem harig) pek ¢ok beta laktamin minimal inhibitér konsantrasyonunda (MiK)
dort ila sekiz kat artig ile karakterizedir. Kromozomal AmpC beta laktamaz tiretimi azami
diizeyde dahi yoktur. Bu fenotip, kinolonlar, trimetoprim, tetrasiklin ve kloromfenikol gibi
beta laktam olmayan antibiyotiklere de diren¢ saglamaktadir. MIK diizeyindeki artis, dis
memran gecirgenliginin azalmasi ile birlikte efliks isteminin aktivasyonu veya
depresyonuna baglidir (62).

Ikinci fenotip ise karbapenemler ve sefemler (sefepim ve sefpirom) disindaki tiim
beta-laktamlar1 etkilemektedir. AmpC beta-laktamaz depresyonu sonucu meydana
gelmektedir (63).

Ucgiincii fenotip; OXA tipi beta laktamazlarim iiretimi sonucu sefalosporinlerden ¢ok
penisilin (6zellikle tikarsilin, azlosilin ve piperasilin) direncine neden olmaktadir. Dar
spekturumlu OXA tipi beta laktamazlar, karboksipenisilinlere ve {ireidopenisilinlere
direngten sorumludur. Fakat genis spektrumlu sefalosporinler, aztreonam ve moksalaktam
bu enzimlerden etkilenmemektedir (62).

Dérdiincii fenotip ise karbapenemlerin MIK lerinde artis ile karakterize olup,
Karbapenem spesifik bir porin olan OprD diizeyinde artisa baglidir. Bu nedenle diger beta-
laktamlar bu diren¢ mekanizmasindan etkilenmemektedirler (64).

Bunlarin disinda plazmid ya da integron aracili genis spektrumlu beta laktamazlarin

(GSBL) tiretimine bagh direng de goriilmektedir (3).
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2.1.9.3.1. Aktif Efluks Sistemi ve Dis Memran Gegirgenliginde Azalma

Pseudomonas aeruginosa’nin beta laktam direncinde rol alan nonenzimatik
nedenlerden en Onemlisi effluks sistemidir. Ayrica tiim antipsddomonal antibiyotiklere
coklu direngten sorumludur. Direng gelisimde {i¢ komponentten olusan ve genetik olarak
farkli dort efliikks sistemi rol almaktadir. Bunlar: MexA—MexB—OprM, MexC—-MexD—
OprJ, MexE-MexF—OprN ve MexX-MexY—OprM’dir (51,52,65-67).

Bu sistemin ilk kompenentini olusturan MexB, MexD, MexF ve MexY proteinleri
sitoplazmik memranda yer almaktadir. Genis bir substat profiline sahip olan bu pompa
enerji bagiml olarak ¢alismaktadir. ikinci kompenenti; dig membran proteini olan OprM,
Opr], OprN ve OptM’ den olusmaktadir. Ugiinciisii ise periplazmik aralikta bulunan
MexA, MexC, MexE ve MexX proteinlerinden olusmaktadir ve diger iki sistemi birbirine
baglamaktadir. Bahsedilen efliiks sistemlerinin yapisi ve substrat ozellikleri Tablo 4’de

verilmistir (3).

Tablo 4. P. aeruginosa’da bulunan efliiks sisteminin yapisi ve substrat

ozellikleri, (3).
Sitoplazmik . . Dis
Membran Pe];';[tllzznlzlk Membran Substrat
Pompasi g Kanal
iminenem disindaki beta Kinolonlar, makrolidler,
MexB MexA OprM p laktarsnlar tetrasiklinler, linkomisin,
kloramfenikol, novobiosin
Kasret}eenlisrﬂlr;,e;uil;):;lstln, Kinolonlar, makrolidler,
MexD MexC OprJ mercl)) eI;em Ic)h n da:/ki tetrasiklinler, linkomisin
genisilinlir kloramfenikol, novobiosin
MexF MexE OprN Karbapenemler Florokinolonlar
Kasr;)fznlisrﬂlr;;uillaj::llil:n, Kinolonlar, makrolidler,
MexY MexX OprM pim, seip tetrasiklinler, linkomisin

meropenem disindaki

penisilinler kloramfenikol, novobiosin

Pseudomonas aeruginosa’'da meydana gelen mutasyonlar nedeniyle efluks isteminin
asir1 ekspresyonu antipsdédomonallere direngte etkili olmaktadir. Artmis OprF ekspresyonu
beta laktam ve kinolon MIiK lerinde diisiik oranda etkili olmaktadir. Gegirgenlikle ilgili
mutasyonlar ozellikle karbenemlere direngte dnem kazanmaktadir ki; OprD kaybindan
karbapenemler etkilenirken diger beta laktamlar etkilenmemektedir. Mutasyon neticesinde

ortaya c¢ikan gecirgenlik azalmasindan merapenem, imipeneme gore daha az
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etkilenmektedir. Bu nedenle imipenem direnci ve meropeneme azalmis duyarlilik
goriilmektedir. OprD porin proteinin kaybina bagl gelisen karbapenem direncinin, sadece
kromozomal AmpC tipi betalaktamaz iireten izolatlarda goriilmesi dikkat ¢ekici olup; iki

diren¢ mekanizmasi arasinda iliski olabilecegini diisiindiirmektedir (51,52,66-70).

2.1.9.3.2. Beta Laktamlarin Hedeflerinde Degisiklik

Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisiklik, P. aeruginosa’da beta laktam
direncine sebep olan nadir mekanizmalardandir. PBP-3s ve PBP-4s ile iliskilendirilmis

beta laktam direncli P. aeruginosa izolatlar1 bildirilmistir (3,62).

2.1.9.3.3. Beta Laktamazlar

Beta laktam direncinin en yaygin nedeni olan beta laktamazlar; kromozomal,
plazmid veya tranpozonlarca kodlanabilen enzimlerdir. Yapisal olarak ya da indiiksiyon
sonucu sentezlenebilmektedirler. Gram negatif bakteriler tarafindan periplazmik bosluga;
gram pozitif bakterilerde ise hiicre disina salinmaktadirlar. Bacillus licheniformis, Bacillus
cereus, Bacteroides vulgatus gibi tiirlerde ise hiicre membranina bagli enzimler
bildirilmistir (71).

Beta laktamazlar olarak bahsedilen penisiloyl-serin transferaz enzimleri, aktif
bolgelerinde genellikle serin bulunan proteaz siiper ailesinde yer almaktadir (3,71). Bu
enzimler, ilk olarak antibakteriyal ajana nonkovalent olarak baglanarak migel kompleksi
olusturmaktadirlar. Enzimin aktif kisimindaki serin rezidiisiinde bulunan serbest hidroksil
ucu ile beta laktam halkasinin baglanmasi sonucu kovalent bir acgil grubu olugmaktadir.
Olusan acil grubunun hidrolizi ile antimikrobiyal ajan inaktive edilmektedir (63).

Ugyiizden fazla beta laktamaz tespit edilmis olup beta laktamazlarin niikleotid ve
aminoasit dizilimlerini temel alan molekiiler smiflandirmasi 1980 yilinda Ambler
tarafindan yapilmistir. Gilinlimiizde ise enzimin substrat ve inhibitor profilleri dikkate
aliarak Bush tarafindan yapilmis fonksiyonel bir siniflama da (bakiniz Tablo 5) mevcuttur

(3,47,61).



Tablo 5. Beta laktamazlarin simiflandirmasi, (47).
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Fonksiyonel Ambler Bush -

Slnlﬂgma Simiflamasi Simiflamasi Ornekler Substratlar
Serin beta Sinif A penisilinaz ~ 2a, 2b, 2c Genis spektrumlu beta Benzilpenisilin
laktamazlar laktamazlar: TEM-1, TEM-  (penisilin),

2, SHV-1 Aminopenisilinler
(amoksisilin,
ampisilin),
Karboksipenisilinler
(karboksipenisilin,
tikarsilin),
Dar spektrumlu
sefaloporinler
(sefazolin, sefuroksim
vb)
2be Genislemis spektrumlu beta  Metisilin, oksasilin ve
laktamazlar (GSBL): TEM  kloksasilin ile birlikte
ve SHV genis spektrumlu beta
laktamazlarin
substratlari
Digerleri: BES-1, TEM ve SHV ile aynmi
GES/IBC, PER-1, PER-2
SFO-1, TLA-1, VEB-1/2
2br TEM (TEM-30, TEM-31) TEM ve SHV ile ayni
2e CTX GSBL’larin
substratlar1 ve bazi
enzimler i¢in sefepim
2f Karbapenemazlar: KPC-1, Karbapenemler,
KPC-2, KPC-3, GES-1, sefamisinler ve
GES-2 GSBL’lerin
substratlari
Metallo beta Siif B Metallo 3a, 3b, 3¢ Karbapenemazlar: IMP, Smif A
laktamazlar Beta Laktamazlar VIM, SPM-1, SPM-2, karbapenemazlarla
GIM-1, L1, CcrA ayni
Serin beta Sinif C - 1 AmpC tipi: AAC-1, ACT-1, Smif A
laktamazlar sefalosporinazlar CFE-1, CMY, DHA-1, karbapenamazlarla
DHA-2, FOX, LAT, MIR- ayni
1, MOX-1, MOX-2
Serin beta Simif D — 2d OXA’ larn ¢ogu Kloksasilin, metsilin
Laktamazlar Kloksasilin ve oksasilin ile
hidrolize eden birlikte genis
enzimler (OXA) spektrumlu
penisilinler
Diger: OXA-23, OXA-27, IMP, VIM, SPM-1,
0OXA-40, OXA-48 SPM-2 ve GIM-1 ile
ayni
Bilinmeyen 4 AVS-1 Herhangi bir

fonsiyonel ya da
molekiiler sinifa dahil
edilememistir

Smif A, C ve D beta laktamazlarin aktif kisimlarinda serin aminoasidi

bulunmaktadir; Smif B beta laktamazlarin (metallo beta laktamazlar, MBL) aktiviteleri ise

¢inko iyonuna bagimlidir (49).
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2.1.9.3.3.1. AmpC Beta Laktamaz

AmpC beta laktamazlar, Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa’da tanimlanmis
sefalosporinazlardir. Penisilinlerin pek cogu, dar spektrumlu sefalosporinler ve beta
laktam-beta laktamaz inhibitérii kombinasyonlarina intrensek direncten sorumlu tutulan
enzimlerdir. E. coli’de bulunan kromozamal AmpC indiiklenebilir degildir. Pek ¢ok
Enterobacteriaceae tiriinde ve P. aeruginosa’da bulunan AmpC icin ise Ozellikle
karbapenemler kuvvetli indiikleyicidir. Piperasilin, seftazidim ve sefepim gibi
antipsddomonaller AmpC hidrolizine duyarli ve AmpC i¢in zayif indiikleyicidirler.
Antipsddomonal etkinlik gosteren beta laktamlarin uzun siireli kullanimi asirt AmpC
iiretimi olan mutant suslarin seleksiyonuna sebep olarak tedavide basarisizlia neden
olmaktadir. Son zamanlarda; imipenem, seftazidim ve sefepime orta duyarlilik gosteren
klinik P. aeruginosa suslarinda genis spektrumlu AmpC varligi bildirilmistir. Plazmidlerce
kodlanan sefalosporinazlarin molekiiler yapist P. aeruginosanin sefalosporinazi ile
benzerdir. Ancak Enterobacteriaceae’nin aksine P. aeruginosa’da plazmid kokenli bir

sefalosporinaz heniiz tespit edilmemistir (63,72,73).

2.1.9.3.3.2. Sinif A Karbenisilin Hidrolize Eden Beta Laktamazlar

Pseudomonas aeruginosa’da karbenisilin hidrolizinden sorumlu doért Pseudomonas
0zgiil enzim tipi (Pseudomonas Specific Enzyme, PSE) belirlenmistir: PSE-1 (CARB-2),
PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve CARB-4 (3,72). Bu enzimlerin substrati olan beta laktamlar
karboksipenisilinler, tlireidopenisilin ve sefsulodindir. Bu enzimler molekiiler sinif A’da ve
fonksiyonel sinif 2b’de yer almaktadirlar (72,74). Karbenisilinaz iireten suslar; sefepime,
sefpiroma ve aztreonama degisik duyarlilik ozellikleri gosterirken seftazidime ve

karbapanemlere %100 duyarlilik gostermektedirler (3).

2.1.9.3.3.3. Sinif A Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL’ler) penisilin ve dar spektrumlu
sefalosporinlerin yani sira genis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami da hidrolize

etmektedirler. Ancak sefamisinleri ve karbapenemleri hidrolize edememektedirler ve
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klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmektedirler (72-75). P.

aeruoginosa’da tespit edilmis Sinif A GSBL tipleri Tablo 6’da 6zetlenmistir (3).

Tablo 6. P. aeruginosa’da tespit edilen Sitmf A GSBL tipleri, (3).

. Kodlayan Genin ik izolasyon ik izole o " .
Enzim Lokalizasyonu Yih Edilen Ulke Diger Izolasyon Bélgeleri
SHV-2a K, P 1995 Fransa Tayland, Polonya
SHV-5 P 1994-1996 Tayland Yunanistan
SHV-12 K 1994-1996 Tayland Yunanistan
TEM-4 P, K 1996 Fransa
TEM-21 K 1997 Fransa
TEM-24 P 1998 Fransa
TEM-42 P 1992 Fransa
TEM-116  Bilinmiyor 2004-2006 Fransa
VEB-1 K, P, i 1998 Fransa Tayland, Hindistan, Cin,
Bulgaristan
VEB-1a K, 1 1999 Kuvveyt Hindistan
VEB-1b K, 1 1999 Kuvveyt
VEB-2 K. 1 1999 Tayland .
PER-1 K 1991 Fransa Tirkiye, Italya, Belgika,
Polonya
GES-1 P, i 1999 Fransa Brezilya
GES-2 P, i 2000 Giiney Afrika
GES-5 P, i 2004 Fransa Giiney Afrika
GES-9 P, i 2004 Fransa
IBC-2 .
(GES-8) K, 1 1998 Yunanistan
BEL-1 K, 1 2004 Belgika
K: Kromozomal kodlanan, I: Integron kékenli, P: Plazmid kokenli
2.1.9.3.3.4. Smif D Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (Oksasilinazlar)

Klasik oksasilinazlar (OXA-1, OXA-2, OXA-10) karbenisilin ve iireidopenisilinlere
direncten sorumludur ve seftazidimi etkilememektedirler (74,76-78). OXA-2 iiretimine
bagl ortaya c¢ikan pipersilin ve tikarsilin direnci OXA-1 ve OXA-10 {retimine bagh
direncten daha diisiik orandadir (3,72). Seftazidim hidrolize edebilen oksasilinazlar; ayni
zamanda sefotaksim, sefepim, sefpirom, aztreonam ve moksalaktami da hidroliz
edebildiklerinden klinik 6neme sahiptirler. Karbapenem direncine yol agmazlar (74,76-78).
OXA-18 ve OXA-45 disinda oksasilinaz enzimleri klavulanik asit veya tazobaktam gibi
beta laktamaz inhibitdrlerinden etkilenmezler (3,72).

Pseudomonas aeruginosa’ da siklikla tespit edilenler sefotaksim, seftazidim ve

aztreonam direnci ile iligkilidir. OXA-10 derivesi olan OXA-11, P.aeruginosa’dan ilk
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izole edilen oksasilinazdir ve 1991°de Tiirkiye’den kan akimi enfeksiyonu etkeni olan bir
susta bildirilmistir (74,76-78). P. aeruginosa’da saptanan oksasilinazlar sunlardir: OXA-14
ila OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-45, OXA-128, OXA-129, OXA-141, OXA-142,
OXA-147 (3,72).

2.1.9.3.3.5. Karbepenemazlar

Kromozamal olarak kodlanabildigi gibi plazmid ya da integron kokenli de olabilen
karbapenemazlar, imipenem ve/veya meropenemi hidrolize eden beta laktamazlardir
(72,75).

Smif A karbepenemazlar KPC olarak tanimlanmistir ve tiim diinyada en sik
karsilasilan tiptir.  Enterobacteriaceae tiirleri arasinda yaygindir. P. aeruginosa
izolatlarinda ise sporadik olarak goriilmektedir (75). Penisilinler, sefalosporinler ve
aztreonam dahil olmak {izere ¢cok sayida beta laktami hidrolize edebilmektedirler. Klavunat
ve tazobaktamla inhibe olmaktadirlar (72-74,79). Bu giine kadar tespit edilmis olan sinif A
karbapenemazlar:

i.  SME (Serratia marcescens enzyme),

ii.  IMI (imipenem-hydrolyzing beta-lactamase),
ii.  NMC-A (not metalloenzyme carbapenemase),
iv.  GES (Guiana extended spectrum),

v.  KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase),
vi.  SHV-38,

vii.  SFC-1dir (72-74,79).

Bu giine kadar P. aeruginosa’da tanimlanmis sinif A karbapenemazlar; GES-2, GES-
5, KPC-2 ve KPC-5’ dir. GES, aslinda GSBL tipi beta laktamazlar sinifinda tanimlanmistir
ama bazi varyantlar1 karbapenemleri de hidrolize edebilmektedir (73,74,79).

Sinif D karbapenemazlar karbapenemleri zayif hidrolize etmektedirler ve OXA-50
disindaki tipleri P. aeruginosa’da nadiren tanimlanmistir. OXA tipi karbapenemazlar
siklikla Acinetobacter baumannii’de (A. baumannii’de) bildirilmistir ve genellikle
kromozomaldir. Ancak Enterobacteriaceae’da plazmid kokenli OXA-23 ve OXA-48
bildirilmistir (79-82).
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Pseudomonas aeruginosa’da enzimatik karbapenem direncinde rol oynayan en
onemli mekanizma Sinif B karbapenemazlardir (metallo beta laktamazlar, MBL) ve

cogunlukla kazanilmis direngten sorumludur (73,79-82).

2.2. Metallo Beta Laktamazlar

Metallo beta laktamazlar, 1960’larin ortalarinda yani serin beta laktamazlarin
tespitinden yaklasik 25 yil sonra ilk kez patojenitesi diisiik bir bakteri tiirlinde saptanmistir.
1990’1 yillarda bu enzimlerin aktarilabilen genetik materyaller aracilifiyla gram negatif
patojenler arasinda tasindigi fark edilmistir. Giiniimiizde MBL iireten karbapenem direngli
bakterilerin tiim diinyada yayginlasmasiyla MBL’lerin klinik 6nemi artmistir (11,83).

Metallo beta laktamazlar gerek yapisal olarak gerekse fonksiyonel olarak diger beta
laktamazlardan farklidir. Klinik suslarda genellikle ikinci veya {i¢iincii bir beta laktamaz
enzimi ile birlikte salinmasi, diger beta laktamazlardan bir baska farkidir. Yapisal
farkliliklar1 aktif bolgelerinde ¢inko iyonu bulundurmalarindan kaynaklanmaktadir.
Islevsel farkliliklar1 ise monobaktamlar i¢in zayif hidrolitik kapasiteleri olmasi ve
klavulanik asitle veya tazobaktamla inhibe olmamalarindan kaynaklanmaktadir. Beta
laktamaz inhibitorleri yerine EDTA, dipikolinik asit ya da 1,10-fenantrolin gibi metal
selatorlerle inhibe olmaktadirlar (9,11-13,74,83).

2.2.1. Siniflandirma

Beta laktamazlarim yapisal siniflandirmasinda simif B’de bulunmaktadirlar. Bu
enzimlerin, Tablo 7’de goriildiigii gibi; imipenem ve diger beta laktamlar1 hidroliz

Ozelliklerini temel alan islevsel siniflamasi (3a, 3b ve 3c¢) yapilmistir (9,11-13,70).



Tablo 7. Metallo betalaktamazlarin siniflandirilmasi (12,74,79).
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Fonksiyonel Yapisal 2 . . < .
Altgrup Altsimf Ornekler Etki Spektrumu Protein Baglayan Ligant
Grun 3 gy BeILIMP-1, Cor A, Genis Histidin-histidin- Alfllfsfalﬂzg ]
up oa VIM, GIM, SPM-1 spektrumlu histidin ALINI/SISHL
sistin-histidin
LL FEZ-1, Gob-1,  oorlosporinpp i/ olisin-  Asparajin/
B3 CAU-1 hidrolizi i¢in histidin-histidin histidin-serin-
yiiksek ozgiilliik histidin
Karbapenem Asparaiin- Asparajin
Grup 3b B2 Cph A, Sth-1 hidrolizi i¢in  OSPAAINT - inin-sistin-
N o histidin-histidin o
yiiksek 6zgiilliik histidin
Zn: Cinko

Grup 3a enzimleri imipenemi hidroliz ettikleri hizda ya da daha hizli bir sekilde
penisilinleri de hidroliz edebilmektedirler. Genis bir etki spektrumuna sahiptirler ve
imipenem kadar olmasa da yiiksek ozgiilliikte sefalosporin hidrolizi yapmaktadirlar.
Nonfermantatifler ve Enterobacteriaceae’da siklikla saptanan ve tiim diinyada goriilmekte
olan VIM ve IMP tipi enzimler bu grupta yer almaktadir. Plazmidlerce kodlanan bu
enzimler aminoasit dizilimine gore ise molekiiler sinif B1’de yer almaktadirlar. Grup 3b
enzimleri yiiksek ozgiilliikte karbapenem hidrolizi yapmaktadirlar. Grup 3c ise yiiksek

sefalosporinaz aktivitesine gostermektedirler (12,83).

2.2.2. Genetik Ozellikleri

Cevresel kaynakli baz1 mikroorganizmalar kromozomal olarak MBL tasimaktadir.
Bu bakteriler ¢ogunlukla opurtunistik patojenler ya da Stenotrophomonas maltophilia,
Bacillus anthracis, Bacteriodes spp. disindakiler nadiren ciddi enfeksiyona neden
olmaktadirlar (9,12). Kromozomal olarak MBL kodlayan bakterilere verilebilecek drnekler
sunlardir: Bacillus cereus (BC 1I), Bacillus anthracis, Stenotrophomonas maltophilia (L1),
Aeromonas hydrophilia (CphA), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB ya da GOB-
1), Chryseobacterium indologenes (IND-1), Legionella gormannii (FEZ-1), Caulobacter
crescentus (Mbl1B), Myroides spp. (TUS-1, MUS-1), Janthinobacterium lividium (THIN-
B) Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1) ve Serratia fonticola (SFH-1) (84-94).

Hepsi degilse bile VIM, IMP, GIM tipi MBL enzimlerinin pek ¢ogunu kodlayan
genler klas 1 integronlarin gen kasetlerinde saptanmistir. IMP tipi MBL’yi kodlayan genler
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ayrica klas 3 integronda da bulunmustur (95-98). Genellikle MBL kodlayan genler;
kanamisin, neomisin, amikasin ve streptomisin direncini kodlayan aacA4 geni ile birlikte
tasinmaktadir. Beta laktam ve aminoglikozid direnglerini tasiyan gen kasetleri farkli
integronlar arasinda gecis yapabilmektedirler. Ancak bir organizmadan digerine
aktarilmalari i¢in transpozon ya da plazmidlere ihtiya¢ duymaktadirlar. Cogunlukla MBL
geni tagiyan plazmidler yaklasik 120-180 kb uzunlugundadir (99-102). Ancak tiim MBL
genleri integronlar ya da plazmidlerle iligkili olmak zorunda degildir. SPM-1 enziminin,
integron veya transpozonlar ile iliskisi olmayan ve 180 kb biiyiikliiglinde bir plazmitte

taginan gen tarafindan kodlandig: tespit edilmistir (103).

2.2.3. Metallo Beta Laktamaz Tipleri

2.2.3.1. IMP Tipi Metallo Beta Laktamazlar

IMP-1, ilk kez 1988’de Japonya’da P. aeruginosa GN17203 susunda saptanmistir ve
bu genin konjugatif bir plazmit tarafindan kodlandig1 belirlenmistir (104). Sonraki yillarda
diinyada pek cok iilkeden ve 20’den fazla IMP varyanti rapor edilmistir (Sekil 2). IMP-1,
IMP-4 ve IMP-7 degisik cografi bolgelerde yaygin olarak bulunmasina karsin bazi IMP
tipleri belirli cografi boélgelerde smirli kalmigtir. IMP varyanlari arasinda kinetik
farkliliklar ~ goriilmektedir ancak bu farklilik klinik tabloya Onemli derecede

yansimamaktadir (9,11-13).
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IMP-1
IMP-3
IMP-6

IMP-10
IMP-4
L IMP-26
| IMP-5
| IMP-7

IMP-15

r IMP-9

L IMP-25

r IMP-11

I— IMP-21

| IMP-16
IMP-22

IMP-12

[ IMP-14

IMP-18

IMP-13

IMP-8
Il— IMP-24

IMP-2
IMP-19
IMP-20

Sekil 2. IMP tipi MBL’lerin filogenetik iliskisi, (26).

Bu giline kadar P. aeruginosa’da saptanan IMP varyantlar1 sunlardir: IMP-1
(Japonya, Brezilya, Kore), IMP-2 (Japonya), IMP-6 (Japonya), IMP-7 (Kanada, Malezya),
IMP-9 (Cin), IMP-10 (Japonya), IMP-11 (Japonya), IMP-13 (Italya), IMP-14 (Tayland),
IMP-15 (Meksika), IMP-16 (Brezilya), IMP-18 (ABD), IMP-20 (Japonya), IMP-21
(Japonya), IMP-22 (Avusturya), IMP-25 (Cin), IMP-26 (Singapur). Bu enzimlerin
genellikle klas 1 integronlarla ya da klas 3 integronlarla kodlandig: tespit edilmistir (26,
29).

2.2.3.2. VIM Tipi Metallo Beta Laktamazlar

VIM tipi enzimler IMP tipi beta laktamazlarla ayni antibiyotik etki spektrumuna
sahiptir ancak yapisal alarak %40’1n altinda amino asit benzerligine sahiptirler (9,12,13).
VIM-1 (Verona imipenemaz) ilk kez Italya’da P. aeruginosa susunda tespit edilmistir (95).

Daha sonra bu enzimin klas 1 integronda yer alan gen tarafindan kodlandigi saptanmistir
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(105). Sonraki yillarda ayni sehirden Achromobacter xyloxidans ve Pseudononas putida
gibi ve farkli {ilkelerden Klebsiella pneumonia (K. pneumonia) ve E. coli gibi farkl
tiirlerde de bu enzim tespit edilmistir. Giinlimiizde 20 den fazla VIM tipi metallo beta
laktamaz saptanmis olup sadece Avrupa iilkelerinden degil tiim diinyadan rapor

edilmektedir (Sekil 3) (9,11-13).
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Sekil 3. VIM tipi MBL’lerin filogenetik iliskisi, (26).

Bu giine kadar P. aeruginosa’da tespit edilmis VIM tipi metallo beta laktamazlar
sunlardir: VIM-1 (Italya), VIM-2 (Fransa, Yunanistan, Italya, Japonya, Kore, Potekiz,
Ispanya, Hirvatistan, Polonya, Sili, Venezuella, Arjantin, ABD), VIM-3 (Tayvan), VIM-4
(Fransa, Yunanistan, Isveg, Polonya), VIM-5 (Tiirkiye), VIM-7 (ABD), VIM-8
(Kolombiya), VIM-9 (ingiltere), VIM-10 (ingiltere), VIM-11a (Arjantin), VIM-11b
(Italya), VIM-13 (Ispanya), VIM-14 (italya), VIM-15 (Bulgaristan), VIM-16 (Almanya),
VIM-17 (Yunanistan), VIM-18 (Hindistan), VIM-20 (Ispanya). Bu enzimler de siklikla

integronlarla taginmaktadir (9,11).
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2.2.3.3. SPM-1

Brezilya’nin Sao Paulo sehrinde ilk kez 1997°de izole edilen yeni bir MBL tiirii olan
SPM-1, sekans analizi sonuglarina gore IMP-1 enzimi ile yliksek oranda benzerlik
gostermektedir. SPM-1 bu giine kadar sadece P. aeruginosa tiirlerinden izole edilmis olup

Brezilya’da siirh kalmistir (106,107).

2.2.3.4. GIM-1

Almanya’da 2002 yilinda farkli hastalardan izole edilmis bes P. aeruginosa
izolatinda yeni bir MBL tiirii saptanmis ve GIM-1 olarak isimlendirilmistir (108). Amino
asit sekans analizine gore IMP-6, IMP-1 ve IMP4 ile yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. GIM-1 enzimini kodlayan gen, 45 kb biiyiikliigiinde kii¢lik bir plazmid
tizerinde yer alan klas 1 integron araciligtyla tasinmaktadir. Siklikla bu gen aminoglikozid
direncinden sorumlu olan aacA4 gibi baska diren¢ genleri ile birlikte tasinmaktadir

(9,12,13).

2.2.3.5. SIM-1

[k kez Seul’de (Kore) karbapenem direngli Acinetobacter spp.’de tespit edilmistir.
IMP tipi MBL”’ lar ile %64-69 oraninda benzerlik gosteren bu enzimi kodlayan gen klas 1
integronda bir gen kasetinde yer almaktadir (12,13,109).

2.2.3.6. AIM-1

Avusturalya’da immdiinsiiprese bir erkek hastadan izole edilen P. aeruginosa
izolatinda saptanmistir. Bu enzimi ise 305 amino asitlik bir protein kodlayan 915 bp

uzunlugunda bir gen tarafindan kodlanmaktadir (110).

2.2.3.7. NDM-1

Ik kez 2008 yilinda isve¢’ten Hindistan’a dénen bir hastadan izole edilmis K.
pneumonia izolatinda tespit edilmistir (111). Bugiin kitalar aras1 yayilimin yiiksek olmasi

nedeniyle biiyilik endise yaratmaktadir (11).
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2.2.3.8. DIM-1

2009 yilinda Hollandali bir hastadan izole edilen Pseudomonas stutzeri izolatinda
saptanmistir. GIM-1 ile %52°den az IMP-1 ile %45 den az oranda amino asit benzerligi
gostermektedir. Bu enzim, 70 kb biyilikliigiinde ayni zamanda aminoglikozid ve

dezenfektan direncini de igeren klas 1 integron tarafindan kodlanmaktadir (112).

2.2.4. Metallo Beta Laktamazlarin Epidemiyolojisi
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Sekil 4. Cesitli MBL tiplerininin diinya iizerindeki dagilimi, (26).

2.2.4.1. Asya

Pseudomonas aeruginosa ve Serratia marcescens izolatlarinda saptanan IMP-1 ilk
tespit edilen MBL tiirii olup Japonya’dan rapor edilmistir (11,104,113). Sonrasinda
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve diger nonfermantatiflerde degisik odaklardan MBL
rapor edilmistir. IMP’ye gore prevelanst daha diisiik olan VIM tipi MBL’ler de
tanimlanmistir (11,114-116).

Kore’de ilk saptanan MBL varyanti olan VIM-2’nin, Pseudomonas spp.,

Enterobacteriaceae ve Acinetobacter spp. arasinda hizla yayilabildigi goriilmiistiir. Ulke



33

genelinde Acinetobacter ve P. aeruginosa tiirlerinde IMP tipi enzimler saptanabilmektedir
(9,11,117).

Cin’den IMP-1, P aeruginosa ve Enterobacter cloacae tiirlerinde rapor edilmisken;
IMP-8 ve IMP-9 ise Acinetobacter spp ve P. aeruginosa tiirlerinde bildirilmistir. Cin’de P.
aeruginosa’da bildirilen VIM tipi MBL sadece VIM-2’dir (11,118,119).

Tayvan’da yapilmis ilk taramalarda Pseudomonas tiirlerinde IMP-1, VIM-2, VIM-3
saptanmistir  (11,120). Hatta VIM-2 ve VIM-3 diger nonfermantatiflerde de
saptanabilmistir (11,121). VIM-11 tiim nonfermantatiflerde ve Enterobacteriaceae’da
tespit edilmistir. (11,122).

Malezya’da ise A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinda sirastyla IMP-4 ve IMP-
7 saptanmustir (11,104,123). Ayrica VIM-2 ve VIM-11" de bildirilmistir (11,124).

Singapur’da ise Pseudomonas tirlerinde IMP-1, IMP-6, IMP-7, VIM-2, VIM-6 ve
IMP-26; A. baumannii’de VIM-4 bildirilmistir (11,104,121,125).

Hindistan, Pakistan, Bangledes gibi degisik iilkelerden NDM-1 bildirilmektedir.
VIM-2, VIM-5, VIM-6, VIM-11 ve VIM-18 ise Pseudomonas spp izolatlarinda oldukca
sik goriilmektedir. Orta dogu iilkelerinden Sudi Arabistan ve iran’dan VIM geni tasiyan P.
aeruginosa rapor edilmistir (11,126-128).

2.2.4.2. Avrupa

Ik MBL tespit edilen Avrupa iilkesi italya’da degisik bolgelerden IMP-2, IMP-12,
IMP-13 VIM-1 ve VIM-14 rapor edilmistir ve IMP-13 en yaygin gorilen MBL’dir
(11,126,130-132).

VIM tipi enzimlerin baskin olarak bulundugu Yunanistan’da ise Enterobacteriaceae,
P. aeruginosa ve diger nonfermantatiflerde VIM-1, VIM-2 ve VIM-4 hizla yayilmaktadir.
Ayrica VIM-12, VIM-17, VIM-19 rapor edilmektedir (4,11,104,133-39).

VIM-5 Tiirkiye’den  bildirilen i1lk MBL’dir ve P. aeruginosa ve
Enterobacteriaceae’da saptanmistir. Yine Tirkiye’ de ilk kez VIM-1 K. pneumoniae ve
VIM-2 ise P. aeruginosa’da tespit edilmistir. IMP-1 ise E. cloacae ve P. aeruginosa’da

saptanmistir (11,14,15,140-142).
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Fransa’da ilk kez P. aeruginosa’da VIM-2 tespit edilmistir ve P. aeruginosa
izolatlarinda yapilmis ulusal bir ¢calismada VIM-2 ve IMP-18 tipi MBL’ler saptanmistir
(11,142,143).

Ispanya’da VIM tipi enzimlerin hizla yayilmasma ragmen MBL prevalansi hala
diisiiktiir (11,145). Isve¢ ve Norveg P. aeruginosa izolatlarinda MBL siklig1 hizla artan
tilkeler arasindadir. En sik goriilen MBL tipleri VIM-2 ve VIM-4 olsa dahi IMP-14 de
rapor edilmistir (11,146,147).

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda Almanya’da VIM-1, VIM-2, VIM-16;
Avusturya’da ise IMP-13, IMP-22 gibi degisik MBL tipleri goriilmektedir (11,148-151).
Polonya’da ise VIM-2, VIM-4 ve IMP-7; Rusya’da VIM-2 tipi enzimler bildirilmistir
(11,104,152,153).

2.2.4.3. Diger Bolgeler

Brezilya’da gerek Enterobacteriaceae’da gerekse nonfermantatif gram negatif
basillerde en yaygin olan SPM-1’dir. Ancak P. aeruginosa’da IMP-16 ve VIM-2 tipi
MBL’ler saptanmistir (11,154,155). Giiney Amerika kitasinda yiiksek oranda karbapenem
direnci goriilmesine ragmen ilging bir sekilde MBL nadiren rapor edilmektedir. ABD’de
MBL oldukca nadir goriilmektedir (11). Kanada’da ise P. aeruginosa izolatlarinda VIM-2
ve IMP-7 tespit edilmistir (11,156-158).

2.2.5. Metallo Beta Laktamazlarm Klinik Onemi

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae ailesinin iiyesi
olan tiirlerde MBL iiretiminin klinik olarak 6nem arz etmesinin en 6nemli nedeni bu
genlerin aktarilabilir genetik materyaller ile taginmasidir (95-98,102,104). Genis etki
spektrumuna sahip olan bu enzimler, genellikle pek ¢ok antibiyotik sinifina yiiksek oranda
direncli tiirlerde saptanmaktadir. Bu tiirlerde beta laktam direnci; sefalosporinaz enzimi
tretimi, efluks pompa sistemi ve pek ¢ok hidrofilik molekiile karst membran
gecirgenliginde azalma ile ilgilidir. Bu kadar diren¢ mekanizmasini birlikte bulundurabilen
bu mikroorganizmalar kolaylikla ¢oklu ila¢ direnci gelistirebilmektedirler. Genis bir direng
profiline sahip olmalarina ek olarak bu enzimleri kodlayan genler, plazmidler araciligiyla

aminoglikozid direng genleri gibi baska direng genleri ile birlikte tasinmaktadirlar (9,104).
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2.2.6. Metallo Beta Laktamazlarin Laboratuvar Tanisi

Bir mikroorganizmanin karbapenemaz {irettigini diisiindiiren ilk bulgu artmis
karbapenem MIK’idir. VIM, IMP, GIM, SIM ve SPM tipi MBL iireten P. aeruginosa
izolatlarinda imipenem MIK leri genellikle 8 pg/mL’den 128 pg/mL’nin iizeri gibi farkli
deger araliklarinda olabilmektedir. Ancak bu enzimlere ait genler E. coli izolatlarinda
bulundugunda bu MiK degerleri 0.5 pg/mL gibi ¢ok daha diisiik degerlerde olabilmektedir.
Bu durumdan da anlasildig1 gibi P. aeruginosa’da karbapenem direncine efluks sistemi ya
da membran gegirgenliginin azalmasi gibi baska mekanizmalar da katkida bulunmaktadir
(79). P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri ile karsilastirildiginda Enterobacteriaceae
tirlerinde MIK degerleri genellikle diisiik oldugundan, karbapenemaz iiretiminin
degerlendirmesi i¢in yeterli degildir. Konvansiyonel antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
ve otomotize sistemlerde karbapenemaz iiretiminin tespitinde problemler yasanmaktadir
(16). Her ne kadar artmis karbapenem MIK’i karbapenemaz iiretimine isaret ediyor olsa da
suslar her zaman klinik olarak direngli olmayabilir (79).

Enterobacteriaceae tiirlerinde karbapenemaz tanimlanmasi i¢in uygun fenotipik test
mevcuttur (159). Ancak heniiz MBL iiretiminin arastirilmasinda kullanilabilinecek ytiksek
sensitivite ve spesifitede bir test mevcut degildir (17). MBL {iretiminin hizli tespiti i¢in
disk diffiizyonu temel alan bazi fenotipik test yontemleri ileri siiriilmiistiir (160). Bu
fenotipik testler MBL enzimlerinin etkinliginin EDTA ve tiol-bazli bilesikler gibi metal
selatorleri ile inhibe edilmesi prensibine dayali yontemlerdir (161). Ayn1 zamanda MBL
genlerinin varligin1 dogrulamak amaciyla PZR, DNA hibridizasyon ve benzeri molekiiler

yontemlere de ihtiyag¢ vardir (16).

2.2.6.1. Modifiye Hodge Testi

Neisseria gonorrhoeae ve diger bakterilerde beta laktamaz {iretiminin tayini igin
Hodge tarafindan gelistirilmis olan bu test Lee ve ark. (162) tarafindan modifiye edilerek
Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. icin MBL tayininde kullanilabilir hale
getirilmistir. Ancak bu testin MBL {iretiminin saptanmasinda duyarlilik ve 6zgiilliigi
diisiiktiir ve nonfermantatif gram negatif basillerde karbapenemaz {iretiminin

saptanmasindaki yararina iliskin veri oldukc¢a azdir (159).
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2.2.6.2. inhibitorlerle Yapilan Mikrobiyoljik Testler
2.2.6.2.1. Cift Disk Sinerji Testi

CuCl,, FeCl,, EDTA ve merkaptoasetikasit, merkaptoetanol gibi tiol bilesikleri MBL
aktivitesini bozan ajanlardir. Bu inhibitorlerle MBL aktivitesinin engellenmesi ile MBL
tiretimi aragtirilabilmektedir. Bu amagla imipenem, seftazidim ya da sefepim diskleri ve
MBL inhibitorii olarak EDTA ya da 2-merkaptoproiyonik asitin (MPA) kullanildig1 ¢ift
disk sinerji testleri kullanilmaktadir (12,79,163). Imipenem-EDTA ¢ift disk sinerji testinin
duyarliligt Pseudomonas spp. icin %100 ve Acinetobacter spp. icin %95.7°dir (79,164).
Uygulanmasi kolay olan bu yontemde kullanilan disk ve diskler arasi mesafe heniiz

standardize edilememistir ve degerlendirmesi her zaman kolay olmamaktadir (9).

2.2.6.2.2. Kombine Disk Testi

Disk diffiizyon metoduna uygun sekilde calisilan bu test, imipenemin ya da
seftazidimin olusturdugu inhibisyon zonu ile bunlarin EDTA ile kombinasyonunun
olusturdugu inhibisyon zonunun kiyaslanmasi esasma dayanmaktadir (164). Imipeneme
duyarli P. aeruginosa izolatlarinda MBL arastirilmasinda sefepim/klavulanik asit diskinin
MPA ile kombine edilerek kullanilabilecegi de bildirilmistir (165) Kombine disk testinin
gerek calisilmast gerekse degerlendirilmesi olduk¢a kolaydir. Ancak MBL {ireten

imipenem duyarli izolatlar i¢in heniiz standardize edilmemistir (9).

2.2.6.2.3. E Test

Imipenem ya da seftazidim MIK’inin bu antibiyotiklerin EDTA ya da MPA gibi
selatdrler ile kombinasyonlarmin MiK’leri ile kiyaslanmasi esasmna dayali olan bu testte
ticari olarak iiretilmis olan E test stipleri kullanilmaktadir. Imipenem direngli suslarda
MBL iiretiminin tespitinde IMP/IMP+EDTA E test (IP/IPI E test) seritlerinin; CAZ/MPA
E test seritlerinden daha etkili bulundugu ¢alismalar mevcuttur. Imipenem duyarli suslarda
ise imipenem ya da imipenem-EDTA MIK’i mevcut testteki degerlerden yiiksek
oldugunda kiyaslanma yapilamayacagindan E test yontemi kullaniglt degildir (165-167).
Yapilmasi ve degerlendirmesi kolay bir testtir ancak imipenem sensitif olup MBL {ireten

izolatlarda yararl bir yontem degildir ve sinirdaki vakalar kacirilabilmektedir (9).
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2.2.6.2.4. Mikrodilusyon Testi

Mikrodiliisyon ydntemi ile belirlenen imipenem MIK’i degerinin imipenemin EDTA
ve 1.10-fenantiolin ile kombinasyonunda elde edilen MIK degeri ile kiyaslanmas1 esasina
dayali bir ydntemdir. Imipeneme direncli P. aeruginosa izolatlar1 icin onerilen bu
yontemin duyarhiliginin  ve 06zgilliigiiniin yiiksek oldugu rapor edilmistir (160).
Degerlendirilmesinin kolay olusu bir avantajdir fakat konu ile ilgili uzmanlik isteyen ve

emek yogun bir test olmasi dezavantajlaridir (9).

2.2.6.3 Karbapenem Hidrolizinin Arastirilmasi

Bakteriyel hiicre ekstratlarinin karbapenem hidrolizine yol acip a¢gmamasi ve
hidrolizin EDTA’dan etkilenip etkilenmemesi iizerinde temellendirilmis bir testtir.
Molekiiler testler disinda tek altin standart yontem, karbapenem hidrolizinin
arastirilmasidir.  Ancak 06zel ekipman, konuyla ilgili uzmanlik ve yogun emek

gerektirmektedir. Ayrica yorumlanmasi basit degildir (9,79).

2.2.6.4. Molekiiler Testler

MBL tayininde 6zgiilliigii en yiiksek olan yontemler molekiiler testlerdir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR), MBL varligin1 aragtirmada ve tipini belirlemede uygulamasi
kolay ve en hizli yontemdir. Yiiksek oOzgiilliikte DNA primerlerine ihtiya¢ olmasi,
varyantlar1 biribirinden ayirt edemiyor olmasi ve yeni varyantlarin saptanamamasi
dezavantajlaridir (9,115).

Baz1 laboratuvarlar ¢ok sayida klinik izolatta MBL geninin arastilmasinda koloni
blot hibridizasyon teknigini kullanmaktadir. Ayn1 zamanda Southern blot teknigi ile MBL
geninin kromozomda mi1 plazmidde mi bulundugunu aragtirmak miimkiin olmaktadir (9).

Bunun yam sira izoelektrik fokuslama, poliakrilamid jel elektroforezi, niikleotid
sekans analizi de MBL tanisinda kullanilan molekiiler teknikler arasinda yer almaktadir.
Klonlama ve sekans analizi molekiiler altin standart yontemlerdir. Emek yogun bir yontem

oldugu gibi verilerin degerlendirmesi de 6zel uzmanlik gerektirmektedir (9,11,168).
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2.2.7. Metallo Beta Laktamaz Ureten P. aeruginosa Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Siklikla MBL iireten suglar; beta laktamlar, aminoglikozidler ve kinolonlara
direnglidirler. Bunun yan1 sira genellikle polimiksine duyarlidirlar. Bu tiir
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in belirlenmis uygun bir
protokol heniliz mevcut degildir. Karbapenem iiretiminin tespit edilmesinin en 6nemli
sonucu karbapenem kullaniminin kontrendike olmasidir. Metallo enzimlerinin invitro
inhibisyonu miimkiin olsa bile bu inhibitdrlerin hasta tedavisinde kullanilmasi miimkiin
degildir. Aminoglikozidlerin tedavi tercihleri arasinda tutulabilmesi; bu ajanlar igin
MIK lerin belirlenmesiyle ve bu molekiillerin monoterapi seklinde kullanilmasiyla
saglanabilmektedir. Korezistans s6z konusu olabildiginden beta laktamazlar disindaki
antibiyotiklerin kullanimi da kisitlanmaktadir. Tek terapotik secenek olarak ise ¢oklu ilaca
direngli gram negatif basil enfeksiyonlarinda etkinligi ispatlanmis olan polimiksinler
kalmaktadir. Ilgingdir ki, ¢oklu ilaca direncli P. aeruginosa enfeksiyonu tedavisinde
rifampisinden de bahsedilebilmektedir (9). Yeni antipsodomonal ajanlarin gelistirilememis
olmas1 hekimleri kolistin gibi eski ve ciddi yan etkileri olan ajanlarin kullanimina itmistir.
Ayrica c¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinda
tikarsilin ve rifampisin veya tikarsilin ve tobramisin gibi kombinasyon tedavileri de sz

konusu olmaktadir (12).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Calisma Grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na 2008-2010 yillarinda gonderilmis 356
hastanin ¢esitli klinik 6rneklerinde imipenem ve/veya meropeneme orta duyarli/direncli P.
aeruginosa izolatlar1 saptandi. 356 hastanin her birinden ilk izole edilen olmak kosuluyla
334 izolat ¢alismaya alindi ve 22 izolat ise tekrar canlandirilamadigindan ¢alismadan
c¢ikarildi. Calisma izolatlarinin izole edildigi metaryal, kiiltiiriin istem tarihi, hastanin yatig

tarihi ve yattig1 servis Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. Calismaya alinan izolatlarin 6zellikleri

Ilégzlal: Materyal Istem Tarihi  Yatis Tarihi Servis
PA1 Idrar 04.01.2010 18.10.2009 Pediatri Enfeksiyon Servisi
PA2 Yara siiriinti 10.01.2010 26.12.2009 Norosirurji YBS
PA3 Trakeal aspirat 11.01.2010 06.01.2010 Anestezi YBS
PA4 Torasentez s1visi 12.01.2010 13.10.2009 Pediatri Hematoloji Servisi
PAS Trakeal aspirat 14.01.2010 26.10.2009 Noroloji YBS
PA6 Balgam 17.01.2010 15.01.2010 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
PA7 BAL 18.01.2010 15.01.2010 Gogiis Hastaliklar1 Servisi
PAS Kan 18.01.2010 25.12.2009 Yanik Unitesi
PA9 Trakeal aspirat 18.01.2010 18.01.2010 Anestezi YBS
PA10 Kan 18.01.2010 31.12.2009 Anestezi YBS
PAI1 Idrar 21.01.2010 - Pediatrik Cerrahi Poliklinigi
PA12 Kan 26.01.2010 31.12.2009 Ortopedi Servisi
PA13 Trakeal aspirat 02.02.2010 15.01.2010 Noroloji YBS
PA14 Trakeal aspirat 05.02.2010 16.10.2009 Pediatri Siit Cocugu Servisi
PAIS Trakeal aspirat 06.02.2010 05.02.2010 Yenidogan YBS
PA16 Idrar 12.02.2010 12.02.2010 Kalp Damar Cerrahi Servisi

PA17 Trakeal aspirat 13.02.2010 20.01.2010 Pediatri Enfeksiyon Servisi




Tablo &’in devami
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PAIS
PA19
PA20
PA21
PA22
PA23
PA24
PA25
PA26
PA27
PA28
PA29
PA30
PA31
PA32
PA33
PA34
PA35
PA36
PA37
PA38
PA39
PA40
PA41
PA42
PA43
PA44
PA45
PA46
PA47
PA48
PA49
PAS50
PAS1
PAS52
PAS3
PAS54
PAS5
PAS6
PAS7
PASS
PAS9
PA60
PA6I
PAG62

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Idrar

Balgam
Trakeal aspirat
Piy

Konjunktiva siiriintii

Kan

Yanik siirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
Balgam
Trakeal aspirat
Kan

Trakeal aspirat
Vajinal siiriintii
Idrar

Yanik siiriintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kan

Apse

Trakeal aspirat
Apse

Trakeal aspirat
Yara stirlintii
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yanik siirlintii
Yanik siirlintii
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kulak siiriintii

15.02.2010
19.02.2010
01.03.2010
03.03.2010
19.03.2010
23.03.2010
23.03.2010
23.03.2010
27.03.2010
29.03.2010
02.04.2010
07.04.2010
09.04.2010
09.04.2010
12.04.2010
12.04.2010
14.04.2010
16.04.2010
20.04.2010
28.04.2010
28.04.2010
29.04.2010
30.04.2010
30.04.2010
02.05.2010
03.05.2010
12.05.2010
31.05.2010
02.06.2010
05.06.2010
06.06.2010
06.06.2010
06.06.2010
12.06.2010
15.06.2010
16.06.2010
18.06.2010
21.06.2010
21.06.2010
27.06.2010
28.06.2010
01.07.2010
03.07.2010
08.07.2010
14.07.2010

22.01.2010
19.02.2010

18.03.2010
28.08.2009
10.03.2010
15.03.2010
08.01.2010
23.03.2010
20.03.2010
09.03.2010
30.03.2010
04.04.2010
08.03.2010
14.04.2010
26.03.2010
08.03.2010
25.04.2010
07.04.2010
10.03.2010
22.04.2010
24.03.2010
19.04.2010
10.05.2010
25.05.2010
23.05.2010
18.05.2010
24.05.2010
28.05.2010
18.05.2010
02.06.2010
14.05.2010
15.06.2010
10.06.2010
22.05.2010
22.05.2010
26.06.2010
17.06.2010
04.06.2010
16.06.2010
18.06.2010
09.07.2010

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Pediatri Siit Cocugu Servisi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Dahiliye YBS

Yenidogan YBS

Genel Cerrahi Servisi

Pediatri YBS

Yenidogan YBS

Yanik Unitesi

Anestezi YBS

Yenidogan YBS

Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Pediatri YBS

Anestezi YBS

Pediatri YBS

Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
Pediatri YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Dahiliye Servisi

Anestezi YBS

Pediatrik Cerrahi Servisi
Yenidogan YBS

Pediatri Hematoloji Servisi
Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Anestezi YBS

Dahiliye Onkoloji Servisi
Dahiliye YBS

Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
Norosirurji YBS

Yanik Unitesi

Anestezi YBS

Anestezi YBS

Noroloji YBS

Pediatri Siit Cocugu Servisi
Noroloji Servisi

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Genel Cerrahi Servisi

Noroloji YBS

Anestezi YBS

Yenidogan YBS

Noroloji YBS

Kulak Burun Bogaz Servisi
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PAG63
PA64
PAG65
PA66
PA67
PA6S
PA69
PA70
PAT1
PAT2
PA73
PA74
PA75
PA76
PAT7
PA78
PA79
PAS8O
PAS81
PAS82
PAS3
PA84
PASS
PAS86
PAS87
PAS8S
PA89
PA90
PA91
PA92
PA93
PAY%4
PA95
PA96
PA97
PAS8
PA99
PA100
PA101
PA102
PA103
PA104
PA105
PA106
PA107

Yara stirlintii
Yanik siiriintii
Yara stirtintii
Yanik siiriintii
Apse

Trakeal aspirat
Katater

Diren

Trakeal aspirat
Yanik siirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Diren

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kaniil

Idrar

Vajinal siiriintii
Yara stirtintii
Yara stirtintii
Trakea Aspirasyonu
Trakeal aspirat
Idrar

Katater
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakea Aspirasyonu
Parasentez s1visi
Balgam
Trakeal aspirat
Safra

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakea Aspirasyonu
BAL.

19.07.2010
19.07.2010
27.07.2010
02.08.2010
02.08.2010
05.08.2010
05.08.2010
07.08.2010
08.08.2010
09.08.2010
11.08.2010
11.08.2010
11.08.2010
14.08.2010
18.08.2010
21.08.2010
23.08.2010
24.08.2010
25.08.2010
05.09.2010
06.09.2010
10.09.2010
11.09.2010
12.09.2010
12.09.2010
19.09.2010
21.09.2010
27.09.2010
27.09.2010
27.09.2010
27.09.2010
29.09.2010
30.09.2010
05.10.2010
08.10.2010
10.10.2010
13.10.2010
13.10.2010
14.10.2010
15.10.2010
18.10.2010
18.10.2010
27.10.2010
01.11.2010
04.11.2010

18.06.2010
24.06.2010
22.07.2010
22.07.2010
16.07.2010
05.08.2010
02.08.2010
19.07.2010
12.06.2010
26.07.2010
27.07.2010
19.06.2010
27.07.2010
16.07.2010
26.06.2010
29.07.2010

20.07.2010
03.09.2010
25.08.2010
04.09.2010
04.09.2010
02.09.2010
30.08.2010
21.08.2010
02.09.2010
13.09.2010
13.09.2010
30.08.2010
15.07.2010
22.09.2010
26.08.2010
22.09.2010
06.10.2010
05.10.2010
02.10.2010
23.08.2010
05.10.2010
24.09.2010
17.07.2010
29.09.2010
20.10.2010
31.10.2010
09.10.2010

Kadm Dogum Servisi
Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Yanik Unitesi

Dahiliye Onkoloji Servisi
Noroloji Servisi
Yenidogan YBS
Anestezi YBS
Yenidogan YBS

Yanik Unitesi
Yenidogan YBS
Yenidogan YBS
Yenidogan YBS

Genel Cerrahi Servisi
Pediatri YBS
Yenidogan YBS

Plastik Cerrahi Poliklinigi
Yenidogan YBS
Ortopedi Poliklinigi
Dahiliye YBS

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Kardiyoloji Servisi
Anestezi YBS
Yenidogan YBS
Pediatri YBS

Yanik Unitesi

Pediatri Addlsan Servisi
Genel Cerrahi Servisi
Genel Cerrahi Servisi
Pediatri YBS

Noroloji YBS

Dahiliye Gastroenteroloji Servisi

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Pediatri YBS
Noroloji YBS
Noroloji YBS
Dahiliye YBS
Noroloji YBS
Pediatri YBS

Genel Cerrahi Servisi
Norosirurji YBS
Kardiyoloji Servisi
Anestezi YBS

Kardiyovaskiiler Cerrrahi Servisi

Gogiis Hastaliklar1 YBS
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PA108
PA109
PAI110
PAI11
PAI112
PAI113
PA114
PA115
PAll16
PA117
PA118
PAI119
PA120
PAI121
PA122
PAI123
PA124
PA125
PA126
PA127
PA128
PA129
PA130
PA131
PA132
PA133
PA134
PA135
PA136
PA137
PA138
PA139
PA140
PA141
PA142
PA143
PA144
PA145
PA146
PA147
PA148
PA149
PA150
PAI1S51
PA152

Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
Kulak siiriintii
Idrar

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Idrar

Kan

Apse

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
BAL.

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
Balgam
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Burun siiriintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Deri siiriintiisii
Yara siirlinti
Trakeal aspirat
Idrar

Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Yara stirtintii
Yara stirtintii
Idrar

04.11.2010
09.11.2010
10.11.2010
11.11.2010
19.11.2010
22.11.2010
22.11.2010
23.11.2010
26.11.2010
30.11.2010
02.12.2010
17.12.2010
30.12.2010
04.01.2009
05.01.2009
07.01.2009
09.01.2009
18.01.2009
20.01.2009
20.01.2009
20.01.2009
21.01.2009
21.01.2009
26.01.2009
27.01.2009
02.02.2009
05.02.2009
07.02.2009
09.02.2009
09.02.2009
13.02.2009
27.02.2009
25.02.2009
03.03.2009
05.03.2009
06.03.2009
06.03.2009
07.03.2009
09.03.2009
13.03.2009
13.03.2009
18.03.2009
19.03.2009
02.03.2009
24.03.2009

30.10.2010
13.10.2010
27.10.2010
15.10.2010
22.11.2010
02.11.2010
20.11.2010
13.09.2010
08.11.2010
28.11.2010
29.12.2010
04.12.2008
07.01.2009
19.12.2008
01.01.2009
11.10.2008
28.10.2008
17.12.2008
11.01.2009
04.11.2008
16.12.2008
21.01.2009
26.12.2008
03.02.2009
02.02.2009
13.01.2009
05.01.2009
24.02.2009
22.01.2009

21.02.2009
10.02.2009
06.03.2009
15.02.2009
24.02.2009
22.02.2009
03.03.2009
11.02.2009

Kardiyoloji Servisi

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Pediatri Addlsan Servisi
Nérosirurji YBS
Kardiyovaskiiler Cerrrahi Servisi
Plastik Cerrahi Servisi

Uroloji Poliklinigi

Dahiliye YBS

Dahiliye Servisi

Pediatri YBS

Yenidogan YBS

Gogiis Hastaliklar1 YBS
Uroloji Servisi

Cerrahi YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Gogiis Hastaliklar1 Servisi
Noroloji YBS

Ortopedi Servisi

Noroloji YBS

Norosirurji YBS

Norosirurji YBS

Dahiliye Servisi

Yenidogan YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Kulak Burun Bogaz Servisi
Noroloji YBS

Noroloji YBS

Yenidogan YBS

Plastik Cerrahi Servisi
Kardiyoloji Servisi

Norosirurji YBS

Noroloji YBS

Yenidogan YBS

Uroloji Poliklinigi

Dahiliye YBS

Acil Poliklinik

Yenidogan YBS

Dahiliye YBS

Pediatri Siit Cocugu Servisi
Pediatrik Nefroloji Poliklinik
Norosirurji YBS

Norosirurji YBS

Genel Cerrahi Servisi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
Uroloji Poliklinigi
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PAI153
PA154
PAI155
PA156
PA157
PA158
PA159
PA160
PA161
PA162
PA163
PA164
PA165
PA166
PA167
PA168
PA169
PA170
PA171
PA172
PA173
PA174
PA175
PA176
PA177
PA178
PA179
PA180
PA181
PA182
PA183
PA184
PAI185
PA186
PA187
PA188
PA189
PA190
PAI191
PA192
PA193
PA194
PA195
PA196
PA197

Katater
Trakeal aspirat
Idrar

Kulak siiriintii
Idrar

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Kan

Kulak siiriintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Kateter

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Yara stirtintii
Idrar

Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
Yara stirtintii
Kan

Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kulak siiriintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Balgam
Trakeal aspirat
Katerer
Trakeal aspirat
Balgam

Kan

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yara stirlintii
Balgam
Trakeal aspirat
Katater

Diren kiiltiirt

28.03.2009
30.03.2009
02.04.2009
03.04.2009
03.04.2009
06.04.2009
10.04.2009
11.04.2009
14.04.2009
20.04.2009
21.04.2009
25.04.2009
15.05.2009
05.10.2009
11.05.2009
11.05.2009
18.05.2009
18.05.2009
23.05.2009
25.05.2009
25.05.2009
26.05.2009
28.05.2009
29.05.2009
30.05.2009
03.06.2009
04.06.2009
04.06.2009
09.06.2009
10.06.2009
22.06.2009
22.06.2009
23.06.2009
23.06.2009
24.06.2009
25.06.2009
28.06.2009
30.06.2009
03.07.2009
03.07.2009
11.07.2009
20.07.2009
28.07.2009
29.07.2009
29.07.2009

12.02.2009
27.03.2009

25.03.2009
06.04.2009
09.04.2009
08.04.2009
06.03.2009
25.04.2009
15.05.2009
28.09.2009
24.04.2009
20.04.2009
13.04.2009
21.05.2009
29.04.2009

17.05.2009
02.05.2009
29.05.2009
27.05.2009
23.05.2009
11.05.2009
29.04.2009
07.06.2009
10.06.2009
14.05.2009
26.05.2009
19.06.2009
25.05.2009
24.06.2009
22.06.2009
10.04.2009
12.06.2009

12.07.2009
11.07.2009
18.05.2009

Cerrahi YBS

Nérosirurji YBS

Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Dahiliye YBS

Gogiis Hastaliklar1 Servisi
Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Dahiliye YBS

Dahiliye YBS

Gogiis Hastaliklar1 YBS
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
Genel Cerrahi Servisi

Noroloji Servisi

Anestezi YBS

Dahiliye YBS

Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Dahiliye YBS

Anestezi YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi
Norosirurji YBS

Norosirurji YBS

Gogiis Hastaliklar1 YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Anestezi YBS

Gogiis Hastaliklar1 YBS
Norosirurji YBS

Gogiis Hastaliklar1 Servisi
Gogiis Hastaliklar1 YBS
Norosirurji YBS

Anestezi YBS

Noroloji Servisi

Anestezi YBS

Dahiliye YBS

Kardiyoloji Servisi

Yenidogan YBS

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Gogiis Cerrahisi Servisi

Acil Poliklinik

Gogiis Hastaliklar1 YBS
Pediatri Enfeksiyon Servisi
Genel Cerrahi Servisi
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PA198
PA199
PA200
PA201
PA202
PA203
PA204
PA205
PA206
PA207
PA208
PA209
PA210
PA211
PA212
PA213
PA214
PA215
PA216
PA217
PA218
PA219
PA220
PA221
PA222
PA223
PA224
PA225
PA226
PA227
PA228
PA229
PA230
PA231
PA232
PA233
PA234
PA235
PA236
PA237
PA238
PA239
PA240
PA241
PA242

Kan

Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Vajinal siiriintii
Idrar

Trakeal aspirat
Apse

Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kan

Trakeal aspirat
Kan

Balgam

Puy

Idrar

Apse

Yanik siiriintii
Yara stirtintii
Idrar

Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Apse

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat

Ameliyat materyali

Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Yara siirlintii
Yara siirlintii

31.07.2009
31.07.2009
02.08.2009
03.08.2009
04.08.2009
16.08.2009
17.08.2009
19.08.2009
24.08.2009
26.08.2009
27.08.2009
08.09.2009
08.09.2009
09.09.2009
09.09.2009
17.08.2009
21.09.2009
22.09.2009
25.09.2009
28.09.2009
07.10.2009
09.10.2009
20.10.2009
28.10.2009
03.11.2009
05.11.2009
09.11.2009
11.11.2009
13.11.2009
23.11.2009
01.12.2009
07.12.2009
10.12.2009
13.12.2009
20.12.2009
30.12.2009
30.12.2009
31.12.2009
05.01.2008
13.01.2008
29.01.2008
31.01.2008
03.02.2008
14.02.2008
29.02.2008

17.07.2009
10.06.2009
30.04.2009
23.07.2009
13.07.2009
30.07.2009
24.04.2009
26.07.2009
26.07.2009
07.08.2009
27.08.2009
21.08.2009
07.09.2009
22.08.2009
16.08.2009
31.07.2009
31.08.2009
10.09.2009
24.09.2009
08.09.2009
07.10.2009
06.09.2009
19.09.2009
05.10.2009

07.10.2009
11.11.2009
21.10.2009

13.11.2009
18.11.2009
18.10.2009
07.12.2009
14.12.2009
24.12.2009
04.12.2009
05.12.2007
09.11.2007
21.12.2007
07.01.2008

22.01.2008

Dahiliye Nefroloji Serivisi
Kulak Burun Bogaz Servisi
Néroloji YBS

Kardiyoloji Servisi
Nérosirurji YBS

Gogiis Hastaliklar1 Servisi
Yenidogan YBS

Genel Cerrahi Servisi
Pediatri Stit Cocugu Servisi
Pediatrik Cerrahi Servisi
Pediatri Siit Cocugu Servisi
Gogiis Hastaliklar1 YBS
Anestezi YBS

Anestezi YBS

Anestezi YBS

Kulak Burun Bogaz Servisi
Anestezi YBS

Pediatri Siit Cocugu Servisi
Anestezi YBS
Kardiyovaskiiler Cerrrahi Servisi
Dahiliye Onkoloji Servisi
Noroloji YBS

Noroloji YBS

Pediatri Siit Cocugu Servisi
Ortopedi Poliklinigi
Norosirurji YBS

Acil Poliklinik

Yanik Unitesi

Dahiliye Hematoloji Servisi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Gogiis Hastaliklar1 YBS
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi
Anestezi YBS

Anestezi YBS

Yenidogan YBS

Anestezi YBS

Anestezi YBS

Yenidogan YBS

Ortopedi Servisi

Noroloji YBS

Dabhiliye Servisi
Yenidogan YBS

Acil Poliklinik

Plastik Cerrahi Servisi
Ortopedi Poliklinigi
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PA243
PA244
PA245
PA246
PA247
PA248
PA249
PA250
PA251
PA252
PA253
PA254
PA255
PA256
PA257
PA258
PA259
PA260
PA261
PA262
PA263
PA264
PA265
PA266
PA267
PA268
PA269
PA270
PA271
PA272
PA273
PA274
PA275
PA276
PA277
PA278
PA279
PA280
PA281
PA282
PA283
PA284
PA285
PA286
PA287

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Kan

Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Safra

Diren

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Kan

Yara stirtintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Balgam

Kulak siiriintii
Kan

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Agi1z i¢i lezyon siirlintii
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Trakeal aspirat

03.03.2008

19.03.2008

20.03.2008
23.03.2008
27.03.2008
27.03.2008
30.03.2008
31.03.2008
01.04.2008
04.04.2008
11.04.2008
16.04.2008
24.04.2008
25.04.2008
25.04.2008
28.04.2008
01.05.2008
09.05.2008
11.05.2008
13.05.2008
13.05.2008
13.05.2008
13.05.2008
14.05.2008
16.05.2008
22.05.2008
22.05.2008
23.05.2008
23.05.2008
23.05.2008
27.05.2008
01.06.2008
04.06.2008
24.06.2008
24.06.2008
29.06.2008
27.06.2008
29.06.2008
30.06.2008
02.07.2008
11.07.2008
12.07.2008
14.07.2008
14.07.2008
15.07.2008

14.01.2008
29.01.2008
04.03.2008
14.02.2008
19.03.2008
24.03.2008
03.03.2008
29.02.2008
06.02.2008
07.04.2008
20.02.2008
02.04.2008
25.04.2008
04.03.2008
21.04.2008
22.04.2008
09.05.2008
13.05.2008
08.05.2008
01.05.2008
02.05.2008
25.04.2008
02.04.2008
29.04.2008
03.05.2008
14.05.2008
25.01.2008
08.05.2008
12.05.2008
20.05.2008
31.05.2008
04.06.2008
08.05.2008
25.06.2008
23.06.2008
01.07.2008
06.06.2008
11.06.2008
20.06.2008
07.07.2008

Nérosirurji YBS

Pediatri Addlsan Servisi
Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
Yenidogan YBS
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
Gogiis Hastliklar1 Servisi
Acil Poliklinik

Ortopedi Servisi

Dahiliye YBS

Yenidogan YBS

Dahiliye YBS

Norosirurji YBS

Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
Norosirurji YBS

Uroloji Servisi
Gastroenteroloji Poliklinigi
Cerrahi YBS

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Cerrahi YBS

Ortopedi Servisi

Uroloji Servisi

Norosirurji YBS

Noroloji YBS

Cerrahi YBS

Plastik Cerrahi Servisi
Cerrahi YBS

Yenidogan YBS
Yenidogan YBS
Yenidogan YBS

Cerrahi YBS

Uroloji Poliklinigi

Cerrahi YBS

Pediatri Addlsan Servisi
Noroloji YBS

Kulak Burun Bogaz Poliklinigi
Cerrahi YBS

Cerrahi YBS

Cerrahi YBS

Yenidogan YBS
Kardiyoloji Servisi

Pediatri Enfeksiyon Servisi
Dahiliye Hematoloji Servisi
Norosirurji YBS

Ortopedi Servisi

Cerrahi YBS
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PA288
PA289
PA290
PA291
PA292
PA293
PA294
PA295
PA296
PA297
PA298
PA299
PA300
PA301
PA302
PA303
PA304
PA307
PA308
PA309
PA310
PA311
PA312
PA313
PA314
PA315
PA316
PA317
PA318
PA319
PA320
PA321
PA322
PA323
PA324
PA325
PA326
PA327
PA328
PA329
PA330
PA331
PA332
PA333
PA334

Yara stirlintii
Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Kan

Trakeal aspirat
Idrar

Yara stirtintii
Yara stirtintii
Idrar

Trakeal aspirat
Kan

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Konjunktiva siiriintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Idrar

Trakeal aspirat
Idrar

Trakeal aspirat
Kan

Yara stirlintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Yara stirlintii
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Trakeal aspirat
Idrar

Kan

Trakeal aspirat
Yara stirtintii
Idrar

Trakeal aspirat

25.07.2008
27.07.2008
02.08.2008
04.08.2008
10.08.2008
27.08.2008
28.08.2008
04.09.2008
05.09.2008
05.09.2008
06.09.2008
13.09.2008
18.09.2008
19.09.2008
19.09.2008
22.09.2008
23.09.2008
06.10.2008
09.10.2008
16.10.2008
21.10.2008
22.10.2008
25.10.2008
28.10.2008
31.10.2008
04.11.2008
06.11.2008
08.11.2008
09.11.2008
10.11.2008
12.11.2008
18.11.2008
18.11.2008
12.11.2008
25.11.2008
27.11.2008
02.12.2008
08.12.2008
10.12.2008
10.12.2008
22.12.2008
23.12.2008
24.12.2008
25.12.2008
29.12.2008

20.07.2008
20.06.2008
28.07.2008
26.06.2008
01.07.2008

18.07.2008
20.08.2008
20.08.2008
08.09.2008
05.09.2008
23.08.2008
20.09.2008
10.09.2008
10.07.2008
06.10.2008
10.10.2008
20.10.2008
01.08.2008
26.08.2008
25.09.2008

30.10.2008
04.10.2008
12.11.2008
05.11.2008
17.11.2008
17.10.2008
10.11.2008
25.10.2008
16.11.2008
25.11.2008
28.11.2008
10.12.2008
01.12.2008
28.11.2008
25.11.2008
03.12.2008
22.12.2008

Ortopedi Servisi

Cerrahi YBS

Ortopedi Servisi
Nérosirurji YBS
Norosirurji YBS

Acil Poliklinik

Ortopedi Poliklinigi

Acil Poliklinik

Yenidogan YBS
Yenidogan YBS

Cerrahi YBS

Dahiliye YBS

Cerrahi YBS

Beyin Cerrahisi Poliklinigi
Gogiis Hastaliklar1 Servisi
Cerrahi YBS

Kardiyoloji Servisi
Norosirurji YBS
Yenidogan YBS

Kulak Burun Bogaz Servisi
Norosirurji YBS
Yenidogan Poliklinigi
Kulak Burun Bogaz Servisi
Norosirurji Yogun Bakim
Pediatri Addlesan Servisi
Genel Cerrahi Servisi
Uroloji Poliklinigi

Kulak Burun Bogaz Servisi
Acil Poliklinik

Cerrahi YBS

Dahiliye Gastroenteroloji Servisi
Ortopedi Servisi

Cerrahi YBS

Dahiliye YBS

Yenidogan YBS

Dahiliye YBS

Cerrahi YBS

Noroloji YBS

Cerrahi YBS

Acil Servis

Cerrahi YBS

Norosirurji YBS

Kulak Burun Bogaz Servisi
Noroloji YBS

Dahiliye YBS

BAL: Bronkoalveolar lavaj stvisi, YBS: Yogun Bakim Servisi
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3.1.2. Arag ve gerecler

Kullanilan sarf malzemeleri sunlardir:

0.2 mL'lik ve 1.5 mL'lik mikrosantrifiij tiipleri (Grainer Bio-One, Almanya),
10 pL’lik, 100 pL’lik ve 1000 pL’lik otomatik pipet uglart (Grainer Bio-One,
Almanya),

10 mL ve 50 mL hacimli Falcon tiipleri (Grainer Bio-One, Almanya).

Kullanilan Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali'na ait cihazlar ise sunlardir:

37°C'lik etiiv (Memmert, Almanya),

Biyogiivenlik kabini (Chemocell LRCX-UV, Teknomar, Ankara),
-20°C sogutucu (BEKO, Tiirkiye),

-80°C sogutucu (Thermo Scientific, ABD),

4°C buzdolabi (Argelik, Tiirkiye),

Pastor firmi (Heraeus, Portekiz),

Dikey model yercekimli otoklav (Kermanlar, Tiirkiye),
Otomatize kiiltliir sistemi (BACTEC™ 9240 Blood Culture System) (Becton
Dickinson Company, ABD)

Otomatize mikrobiyolojik bakteri tammlama sistemi (Phoenix™ 100) cihazi
(Becton Dickinson Company, ABD),

CrystalSpec™™ nefelometre (Becton Dickinson Company, ABD),
Otomatik pipetler (Lab-mate, Ingiltere),

Calkalayici su banyosu (Memmert, Almanya),

pH metre (Hanna, Romanya),

Manyetik karistirict (Stuart, Ingiltere),

Vorteks (Heidolph, Almanya),

Santrifiij (Thermo Scientific, ABD),

Buz makinesi (Scotsman, Italya),

Hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya),

Mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye),

Termal déngii cihazi (Techne, Ingiltere),

Elektroforez tanki (Thermo Scientific Owl, ABD), ,
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e Jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad, ABD),

e Chef-DR III Pulsed Field Jel elektroforez sistemi (Bio-Rad, ABD),

e VersaDoc goriintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD),

e UV illiiminator (Wilber Lourmat, Fransa),

e Deiyonize su cihazi (Barnstead, ABD),

e Distile su cihazi (GFL, Ankara).

Ayrica anabilim dalinda mevcut olan vidali kapakli cam tiip, petri, 250 mL'lik

erlenmayer, 50 mL'lik meziir, cam balon joje, kaynatma kabi, jel dokme tepsisi ve tarak

kullanildi.

3.1.3. Kimyasallar

Bakteri identifikasyon (ID) ve antimikrobiyal duyarlilik test (ADT) indikatorleri
(Becton Dickinson Company, ABD), 10 pg meropenem igeren disk (Bioanalyse, Tiirkiye),
10 pg imipenem igiren disk (Bioanalyse, Tiirkiye), Tris HCI (Sigma, Almanya),Tris Baz
(Sigma, Almanya), EDTA (Sigma, Almanya), Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma,
Almanya), Hidroklorik asit (HCl) (Merck, Almanya), Sodyum klorit (NaCl) (Merck,
Almanya), N-lauroilsarkozin (Sigma, Almanya), Gliserol (Merck, Almanya), Kalsiyum
Kloriir (CaCl,) (Sigma, Almanya), Etidyum bromiir (Merck, Almanya), Bromfenol mavisi
(BioRad, ABD), Ksilen siyanol (Sigma, Almanya), PZR i¢in Agaroz (HIMEDIA,
Hindistan), diisiik erime 1sii agaroz (HIMEDIA, Hindistan), PFGE i¢in Plus Agaroz
(Prona, Ingiltere) amplifikasyon seti (Promega, Amerika), dNTP seti (Roche, Almanya ve
Fermentas, ABD), primerler (IDT, Amerika ve Biomers, Almanya), 100 bp DNA marker (
Labs, New England), Proteinaz K (AppliChem, Almanya), Lambda ladder PFGE marker
(Promega, Amerika), Restriksiyon endoniikleaz enzimi (Spel) (Promega, Amerika)

kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Kullanilan besi yerleri sunlardir:

e %S5 koyun kanli agar (BD Colombia %5 SD) (Becton Dickinson Company, ABD),
e FEozin Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, Ingiltere),

e (ikolatams1 agar (BD-CHOCO) (Becton Dickinson company, ABD),
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e Triptik soy broth (Becton Dickinson company, ABD),

e Mueller Hinton agaroz (HIMEDIA, Hindistan),

e Mueller Hinton broth (HIMEDIA, Hindistan),

e Kan kiiltlirii vasatlar1 (BD Bactec Plus Aerobic/F ve BD Bactec Peds Plus/F)
(Becton Dickinson company, ABD),

e Bakteri identifikasyon (ID) ve Antimikrobial duyarlilik test (ADT) buyyon
(Becton Dickinson company, ABD).

Izolatlarin saklanmast i¢in %15 gliserol iceren triptik soy broth besiyeri kullanildi.
30 g triptik soy broth, 150 mL gliserol ve 850 mL distile suda eritildi. 1 atm basing ve
121°C'de 15 dakika otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra 1.5 mL’lik
mikrosantifiij tiiplerine 1 mL hacimlerde dagitildi.

Kombine disk testi ve Modifiye Hodge testi uygulamalar1 i¢cin Mueller Hinton agar
(MHA) kullanildi. 38 g Mueller Hinton agaroz 1000 mL distile suda eritildi ve 1 atm
basing ve 121°C'de 15 dakika otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra petri
plaklarina 4 mm kalinliginda olacak sekilde dokiilerek donduruldu.

Polimeraz zincir reaksiyonu icin bakteriyel DNA izolasyonu Oncesinde Mueller
Hinton Broth (MHB) kullanildi. 22 g Mueller Hinton Broth 1000 mL distile suda ¢oziildii

ve otoklavlanarak steril edildikten sonra 3 mL hacimlerde kapakli cam tiiplere dagitildu.

3.1.5. Cozeltiler
3.1.5.1. Tris HCI (1 M, pH: 8.0)

Tris HCI’den (MW: 157) 15.7 g tartilarak iizerine yaklasitk 80 mL distile su
konulduktan sonra HCI ilave edilerek pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim meziir

araciligi ile 100 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.

3.1.5.2. EDTA (0.5 M pH: 8.0)

EDTA’dan (MW: 292.2) 29.2 g tartilarak hacmi distile su ile 200 mL'ye tamamland1
ve NaOH pelleti ilave edilerek pH:8.0 olarak ayarlandi. Otoklavlanarak steril edildi.
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3.1.5.3. EDTA (0.5 pH: 9.5)

EDTA’dan (MW: 292.2) 29.2 g tartilarak distile su ile 200 mL'ye tamamlandi.
Soliisyona NaOH peleti ilave edilerek pH:9.0 olarak ayarlandi. Kapakli cam sise igerisine

konulup, otoklavlanarak steril edildi.

3.1.5.4. TE Tamponu

Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde TE tamponu
hazirandi. Bunun i¢in Tris HCI (1 M) stok soliisyonundan 1mL ve EDTA (0.5 M) stok
solisyonundan 200 pL hacminde 98.8 mL steril distile su {izerine eklenerek tampon

hazirlandi. Vortekslenerek karistirildi.

3.1.5.5. ANTP Karisim

Yogunluklar1 100 mM olan dTTP, dATP, dGTP ve dCTP'nin her birinden 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine 20 pL koyuldu. Her birinin iizerine 720 pL steril deiyonize su ilave
edildi. Boylece 2.5 mM yogunlukta dNTP karisimi elde edildi. Karisim 400 pL’lik

hacimlere boliinerek -20°C'de saklandi.

3.1.5.6. Primer Karisimi

Son konsantrasyonu 100 pmol/uL olacak sekilde liyofilize haldeki primerler steril
deiyonize su kullanilarak stok c¢ozeltiler elde edildi. 1.5 mL’lik santrifiij tiiplerine
primerlerin stok ¢ozeltilerinin her birinden 20 uL koyuldu. Uzerine 360 pL steril deiyonize
su eklenerek son konsantrasyonu 5 pmol/ul olan primer karisimi hazirlandi.

Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
3.1.5.7. TBE Tamponu (5x)
Beher igerisine 54 g Tris Baz, 27.5 g Borik Asid, 3.72 g EDTA tartilarak kondu ve

yaklagik 700 mL distile su ile ¢6ziildii. Hacmi 1000 mL’ye tamamland1 ve pH 8.3’e

ayarlandi.
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3.1.5.8. Yiikleme tamponu

Gliserol 30 mL bir beher i¢ine konulduktan sonra 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg
ksilen siyanol iizerine eklendi. Beher i¢inde karistirildi ve hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi. 1 mL’lik hacimlere bdliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.1.5.9. Etidyum Bromiir

Son konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde 100 mg Etidyum Bromiir 10 mL

distile su ile ¢oziildii. Koyu renkli cam sise i¢cinde oda 1s1sinda muhafaza edildi.

3.1.5.10. NaCl (5SM)

NaCl’den (MW: 58.44) 29.22 g tartilarak tiizerine distile su ilave edildi ve

¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.

3.1.5.11. N-laurilsarkozin (%10)

N-lauroilsarkozin’den 10 mg tartilarak 100 mL distile suda ¢oziildii. Filitre edilerek
steril edildi.

3.1.5.12. Proteinaz K Hazirlama Tamponu

Kalsiyum kloriirden 0.29 g tartilarak {izerine 50 mL gliserol ve 1 mL 1M Tris HCI
(pH:8) koyuldu. Hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamland.

3.1.5.13. Proteinaz K (10 mg/mL)

Proteinaz K’dan 100 mg tartilidi ve 10 mL hazirlama tamponu icine koyuldu.
Kristaller ¢oziinene kadar alt iist edilerek karistirildi. Kiiglik hacimlere bdliinerek

kullanincaya kadar -20°C’de saklandi.
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3.1.5.14. SE Tamponu

Son konsantrasyonlar1 NaCl i¢in 75 mmol/L ve EDTA (pH: 8) i¢in 25 mmol/L
olacak sekilde SE tamponu hazirlandi. 5 M NaCl’den 1.5 mL, 0.5 M EDTA’dan (pH:8.0)

15 mL koyuldu ve distile su ilave edilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.5.15. Hiicre Lizis Tamponu

Son konsantrasyonlar1 %1 wt/vol N-lauroilsarkozin, 0.5 M EDTA (pH: 9.5) ve 500

ng/mL Proteinaz K olacak sekilde hiicre lizis tamponu hazirlandi.

3.1.5.16. Restriksiyon Tamponu

Bir 6rnek igin; 20 pL Spel tamponu (10x) ve 180 uL deiyonize su mikrosantrifiij

tiiptine koyuldu ve vortekslenerek karistirildi.

3.1.5.17. Restrikyon Endoniikleaz Enzim Karisimi

Bir 6rnek ic¢in; 20 pL Spel tamponu (10x), 2 pL Bovin Serum Albumin (BSA)
(100x), 2 pL Spel enzimi ve 176 pL deiyonize su mikrosantrifiij tiipiine kondu ve
vorteksleyerek karistirildi.

3.1.6. Klinik Ozelliklerin Degerlendirilmesi
3.1.6.1. Hasta Gruplan

Caligmamiza dahil edilen 334 hastadan 158’inin dosya bilgileri ve hastane
kayitlarina ulasildi ve klinik 6zellikleri degerlendirmeye alindi. Poliklinikte takip edilmis
olan hastalar ise dosya bilgileri ve hastane kayitlar1 eksik oldugundan degerlendirmeye
alinmadi. Pediatrik yas ve eriskin yas yatan hasta olmak iizere iki ¢alisma grubu belirlendi
ve Kklinik oOzellikler her iki grup i¢in ayr1 ayri1 degerlendirilmeye alindi. Klinik
orneklerinden saptanmis P. aeruginosa izolarinda MBL geni tespit edilen hastalar vaka ve

metallo beta laktamaz geni tespit edilemeyenler ise kontrol grubu olarak belirlendi.
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Boylece 5’1 vaka ve 18’ kontrol olan toplam 23 pediatrik yas hasta ve 11’1 vaka ve 124’1

kontrol olan toplam 135 eriskin hastanin klinik bilgileri istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1.6.2. Klinik Ozelliklerin Degerlendirilmesinde Kullanilan Parametreler

MBL varlig: ile iligkili olabilecek klinik 6zellikleri ve MBL varliginin hastanede
yatig siliresi ve mortalite ile iligkisini degerlendirmek amaciyla Tablo 9’da verilmis olan

form kullanild1 (5,169).

Tablo 9. Hastalarin klinik 6zelliklerini degerlendirme formu, (5,169).

Degerlendirme Formu
Izolat no
Hasta ad1 soyad1
Hasta dosya no
Yas
Cinsiyet

Pediatri/dahili servisi

Hematoloji/onkoloji servisi

Yanik Unitesi

Yogun bakim servisi

Tek organizma

Polimikrobiyal

Alt solunum yolu

Uriner sistem

Cilt ve yumusak doku

Santral sinir sistemi

Katater

Intraabdominal

Primer kan akim

Diger®

Birden fazla bdlge

Sag

Mortal

Hastanede yatig siiresi Enfeksiyon tespitinden dnce
Enfeksiyon tespitinden sonra

Yattig1 servis

Enfeksiyon 6zelligi

Enfeksiyon bdlgesi

Enfeksiyonun neticesi

Beraberinde baska bir enfeksiyon varligt

Enfeksiyonun ilk 48 sa’ inde YBS’ inde yatis

Enfeksiyonla iligkili sepsis ya da septik sok

Notropeni (Absoliit Notrofil>500 /mm3)
Karaciger yetmezligi

Bobrek yetmezligi

Metabolik hastalik

Diabet

Kardiak hastalik

Pulmoner hastalik

Norolojik hastalik

Immiin yetmezlik (AIDS, Konj.)
Solid kanser

Hematolojik malignite

Gegirilmis organ transplantasyonu

Eslik eden hastalik
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Tablo 9’un devami

Santral vendz katater

Uriner kataterizasyon

Mekanik ventilasyon

Total parenteral nutrisyon

Hemodializ

Diger®

Hospitalizasyon

Son 30 giinde Cerrahi islem

Travma

Steroid kullanimi

Diger immiinosiipresif ajanlar

Penisilinler

1 veya 2 kusak sefalosporinler

Enfeksiyondan 6nceki 30 giin iginde 3 kusak sefalosporinler
Karbapenemler
Monobaktamlar

Enfeksiyon esnasinda invaziv girisim

Son 30 giinde immiinosiipresif ilag kullanimi

% Kulak siiriintii, konjonktiva, °: Ventrikulo-Peritoneal Sant, gbgiis tiipii, nefrostomi, kolostomi, periton
dializ katateri.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Degerlendirmesi
3.2.1.1. izolatlarin identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

2008-2010 yillarinda laboratuvarimiza gelen idrar 6rnekleri %5 koyun kanli agar ve
EMB agara inokiile edilirken diger o6rnekler ise %5 koyun kanli agar, EMB agar ve
cikolatams1 agara inokiile edildi ve uygun kosullarda inkiibe edildi. Bu tarihlerde kan
kiiltiir vasatina inokiile edilmis olarak gonderilmis olan kan 6rnekleri ise otomatize kiiltiir
sisteminde (BACTEC™ 9240 Blood Culture System) inkiibe edildi. Ureme sinyali
izlenildiginde kan kiiltlir vasatindan alinan bir miktar 6rnek %35 koyun kanli agar, EMB
agar ve ¢ikolatamsi agara inokiile edildi ve uygun kosullarda inkiibe edildi (170-173).

Inkiibasyon sonrasinda Pseudomonas oldugundan siiphelenilen 6zel kokusu ve mavi
yesil pigmenti olan laktoz negatif, oksidaz pozitif, nonfermentatif, gram negatif basillere
ait kolonilerin identifikasyonu yapildi ve antibiyotik duyarlilik testleri ¢alisildi (24,174).
CrystalSpec™ nefelometre kullanilarak ID buyyonu igerisinde yogunlugu 0.5 McFarland
standartia ayarlanmig bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Béylece konsantrasyonu 5x10°
CFU/mL olan bakteri siispansiyonundan, antimikrobiyal duyarlilik test buyyon tiipiine 25
pL ilave edildi. ADT buyyon icerisine bir damla Phoenix ™ AST indikatorii damlatildi. Bu

paneller 35°C inkiibasyon sicaklig1 saglayan ve 20 dakikada bir analiz yapan Phoenix™
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cihazia yerlestirildi. izolatlarin antibiyotik duyarliliklart NMIC/ID-55 panellerinin
kullanildigi BD Phoenix™ sistemi ile test edildi (175,176). Duyarlilik testlerinin sonuglart
Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLS]I) kriterlerine gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak kategorize edildi (159).
Pseudomonas aeruginosa olarak tiplendirilen ve imipenem veya meropenemden
herhangi birine orta duyarli ya da direngli tespit edilen izolatlar, ¢alisma yapilincaya kadar

%15 gliserol igeren triptik soy buyyon besiyerinde —80°C’de sakland1 (177,178).

3.2.1.2. Metallo Beta Laktamazlarin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi
3.2.1.2.1. Modifiye Hodge Testi

Calismada indikator olarak E. coli ATCC 25922, pozitif kontrol olarak K.
pneumoniae ATCC BAA-1705 ve negatif kontrol olarak ise K. pneumoniae ATCC BAA-
1706 kullanildi. —80°C’de saklanmis ¢alisma izolatlari, kontrol izolatlar1 ve indikatdr izolat
%S5 kanl1 agara pasajlanarak taze kiiltiirleri hazirlandi. Onceden hazirlanmis steril serum
fizyolojik i¢inde E. coli ATCC 25922 kolonilerinden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri
sispansiyonu hazirlandi. Siispansiyon steril ekiivyonlu ¢ubuk yardimiyla MHA besiyerine
yaygin ekim yontemi ile inokiile edildi. Besiyerinin yiizeyinin kurumasinin ardindan 10 pg
meropenem iceren disk besiyerinin merkezine yerlestirildi. Test edilecek bakterinin, pozitif
kontrol ve negatif kontroliin taze Kkiiltiirlerinden 6ze yardimiyla 3-5 koloni alind.
Meropenem diskinin kenarindan disa dogru en az 20-25 mm uzunlugunda ¢izgi seklinde
ekim yapildi. Her plakta bir pozitif kontrol bir negatif kontrol ve iki adet test izolat1 olacak
sekilde ekimler yapildi. 35°C’de 18 saat inkiibasyonun ardindan plaklar meropenem diski
etrafindaki inhibisyon zonu ile izolatlarin ¢izgi ekiminin kesistigi bolgede iireme artisi
(inhibisyon zonunda ¢okme) varligi acgisindan degerlendirildi. Ureme artisi gdzlenen

izolatlarin test sonucu pozitif kabul edildi (162,159,179).

3.2.1.2.2. imipenem/Imipenem-EDTA Kombine Disk Testi

Calisma izolatlarinin ve kontol izolatlarinin %35 kanli agara pasajlanarak taze
kiltiirleri elde edildi. Daha 6nceden hazirlanmis icinde serum fizyolojik bulunan cam

tiipler icerisinde yogunlugu 0.5 McFarland bulanikliginda olacak sekilde c¢alisma ve
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kontrol izolatlarinin siispansiyonlar1 hazirlandi. MHA besiyerine steril ekiivyonlu ¢ubuk
kullanilarak bakteri siispansiyonlarmin yaygin ekimi yapildi. Besiyerinin ylizeyinin
kurumasinin ardindan her test izolati1 i¢cin 10 pg imipenem iceren iki adet hazir disk
kullanildi. Disklerin aralarinda en az 22 mm olmak kosuluyla agar yiizeyine yerlestirildi.
Disklerden bir tanesinin {izerine 930 pg EDTA (0.5 M, pH 8) eklendi. Plaklar 35+2°C’de
18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda her iki disk etrafinda olusan inhibisyon
zonlarmnin ¢aplar 6l¢iildii. Imipenem+EDTA iceren diskin etrafinda olusmus inhibisyon
zon ¢ap1; sadece imipenem igeren diskin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢apindan 7 mm
veya daha fazla ise test pozitif olarak degerlendirildi (161). Testte pozitif kontrol olarak ise
Ozgiimiis ve ark.’nin (15) calismasinda MBL saptanmis olan P. aeruginosa izolatlarindan
IMP pozitif olan 587585 ve VIM pozitif olan 670448 numarali izolatlar ve negatif kontrol
olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildu.

3.2.1.3. Metallo Beta Laktamazlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Tanimlanmasi

3.2.1.3.1. DNA izolasyonu

Calisma izolatlarmin %5 kanli agara pasajlanmasiyla elde edilen taze kiiltiirlerinden;
3 mL’lik Mueller Hinton buyyona tek koloni ekimi yontemiyle pasajlar1 yapildi. 37°C’de,
200 rpm’de ¢alkalamali su banyosunda bir gece inkiibe edildi. Test izolatlarinin iiredigi
gozlenen bu sivi besiyerinden 1.5 mL alinarak mikrosantrifiij tiipiine kondu ve 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulandi. Siipernatan nazik¢e dokiilerek pelletin lizerine
1 mL TE tamponu eklendi ve vortekslendi. Bu karisim 5000 rpm’de 5 dakika tekrar
santrifiij edildi. Siipernatant nazikce dokiildiikten sonra pelletin tizerine 1 mL deiyonize su
koyuldu ve vortekslendi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi tekrarlandi. Siipernatant
atilarak pelletin iizerine 500 pL deiyonize su eklendi ve vortekslendi. Elde edilen bakteri
siispansiyonu 95°C’de 10 dakika kaynatildiktan sonra 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. I¢inde bakteriyel DNA nin oldugu siipernatanm 400 pL’si yeni bir mikrosantrifiij
tiipline aktarild1 ve PZR islemi yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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3.2.1.3.2. Metallo Beta Laktamaz Varhgm Arastirmak icin Kullanilan
Primerler

Tablo 10°da goriildiigii gibi blapp ve blayiy genlerinin varligimi arastirmak igin
ikiser farkli primer cifti kullanild1 (180-182). blag, blasy ve blaspm genlerinin varligini

arastirmak icin ise birer primer ¢ifti kullanildi (180).

Tablo 10. PZR’de kullanilan primerlerin sekanslari, iiriin biiyiikliikleri, (180-
182).

Primer Sekans (5°-3%) Uriin (bp*) Referans

blanp(a) 1 GAATAG(A/G(A/GTGGCTTAA(C/ITCTC 188 120
dme R-1  CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC

F-2 ATG AGC AAG TTA TCT TAG TAT TC
blave (B) R-2 GCT GCA ACGGACTTGTTAG 763 182

F3  GITTGGTCGCATATCGCAAC
blaya(A) R 3 AATGCGCAGCACCAGGATAG 382 180

F4  AGT GGT GAG TAT CCGACA G
blayvu(B) ¢ 4 ATG AAA GTG CGT GGA GAC 261 182

y F-5 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 7 180
4 R-5 CGGAACGACCATTTGAATGG

bl F-6 GTACAAGGGATTCGGCATCG 569 180
s R-6 TGGCCTGTTCCCATGTGAG

. F-7  CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 708 180
dspm R-7 CCTTTTCCGCGACCTTGATC

*bp: Baz cifti
3.2.1.3.3. Reaksiyon Iceriginin Hazirlanmasi

Reaksiyon bilesenleri Tablo 11°de gosterildigi oranlarda kullanilarak reaksiyon
karisimi1 hazirlandi ve PZR islemi i¢in kullanildi. Kullanilacak kimyasallar -20°C’den
cikarildiktan sonra ¢éziinmesi beklendi ve 5-10 saniye vortekslendi. Tablo 11°de belirtilen
sirayla mikrosantrifiij tiipiine pipetlendi ve bu islemler buz iizerinde yapildi. Taq polimeraz
ise kullanilmadan hemen 6nce -20°C’den c¢ikarildi ve pipetlendi. Steril deiyonize su
pipetlendikten sonra elde edilen 45 puL hacmindeki reaksiyon karigimi vortekslendi. Daha
sonra test edilecek bakteriler, pozitif kontrol ve negatif kontrollerin 6nceden izole edilerek
-20°C’de saklanmis olan DNA’larindan 5 pL’lik hacimlerde her biri i¢in hazirlanmis olan
reaksiyon karigtminin lizerine pipetlendi. Elde edilen reaksiyon karisimi termal dongii
cihazina PZR islemini gergeklestirmek iizere konuldu. Pozitif kontrol olarak Ozgiimiis ve

ark.’nin (15) calismasinda MBL tespit edilen blapp geni i¢in 587585 ve blayp geni igin
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670448 numaral1 P. aeruginosa izolatlart; negatif kontrol olarak ise P. aeruginosa ATCC

27853 ve deiyonize su kullanild1.

Tablo 11. PZR icin hazirlanan reaksiyon karisiminin bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon bileseni Bir ornek icin
1. Tampon (5x) 10 uL
2. dNTP karigimi (2.5 mM) 1 uL
3. MgCl, (25 mM) S5uL
4. Primer karigimi (5 pmol) 3ulL
5. Taq polimeraz (5 U/uL) 0.3 uL
6. ddw 25.7 L
7. DNA 5uL
Reaksiyonun toplam hacmi 50 pL

3.2.1.3.4. Genlerin Amplifikasyonu

Yukarida anlatildigr gibi hazirlanan reaksiyon bilesenleri otomatik termal dongii
cihazina yerlestirildi. blapp (A), blaym (A), blagm, blasm, blaspm genleri i¢in 94°C’de 5
dakika denatiirasyon sonrasi; her dongii i¢in 94°C’de 20 saniye denatiirasyon, 53°C’de 45
saniye primer birlesmesi, 72°C’de 30 saniye polimerizasyon asamalarini iceren 35 dongii
uygulandi ve 72°C’de 6 dakika polimerizasyon stiresi eklendi (179).

Polimeraz zincir reaksiyonu blapp (B) ve blayiv (B) genleri i¢in ise 94°C’de 5
dakika denatiirasyon sonrasi; her dongii i¢in 94°C’de 25 saniye denatiirasyon, 57°C’de 40
saniye primer birlesmesi, 72°C’de 50 saniye polimerizasyon olmak {iizere 35 dongii

uygulandi ve 72°C’de 6 dakika polimerizasyon stiresi eklendi (182).

3.2.1.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Polimeraz zincir reaksiyonunun triinlerinin degerlendirmesi agaroz jel elektroforezi
ile yapildi. 5 pg/mL etidyum bromiir iceren %2 yogunlukta agaroz jel hazirlandi. Her bir
tepkime tiipiinden 10 pL alindi ve 3 pL ylikleme tamponu ile karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Ik ve son kuyucuklara 10 uL 100 bp adimli DNA marker yiiklendi.
Ornekler dnce 10 dakika boyunca 80 voltta yiiriitiildii, sonra 30 dakika boyunca 100 voltta
yiriitiildii. Elektroforez islemi sonrasinda jel UV transilluminatérde gozlendi ve jel
goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekildi.

PZR iirtinlerinin olusturdugu bantlar 100 bp adimli DNA markerin olusturdugu
bantlar ile kiyaslanarak blapp (A), blaym (A), blapp (B) ve blayiy (B), blagm, blasm,
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blaspm genlerinin her biri i¢in sirastyla yaklasik 188 bp, 382 bp, 765 bp, 261 bp, 72 bp, 569
bp ve 798 bp biiyiikliigiinde bant varlig1 yoniinden degerlendirildi (180-182).

3.2.1.4. Pulsed Field Gel Elektorforezi
3.2.1.4.1. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Tiir diizeyinde tanimlanan ve -80°C’de saklanan izolatlar %5 koyun kanli agar
besiyerine ekildi ve 35°C” de 20-24 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi. Saf bir kiiltiir
elde etmek icin tekrar triptikaz soy agar besiyerine tek koloni pasaji yapildi ve uygun
kosullarda inkiibe edildi (183-185).

Ureyen koloniler 6ze kullanilarak kapakli cam tiiplerdeki 3 mL SE tamponu ile
siispanse edildi. Bakteri yogunlugu CrystalSpec™ nefelometre kullanilarak yaklasik 4
McFarland olacak sekilde ayarlandi. Bu hiicre siispansiyonu 2500 rpm’de 4°C’de 15
dakika santrifiij edildi. Stipernatant dokiildiikten sonra pelletin {izerine tekrar 3 mL soguk
SE tamponu eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi. Bakteri yogunlugu, tekrar yaklasik 4
McFarland olacak sekilde ayarlandi (183-186).

3.2.1.4.2. Bakterinin Agaroza Gomiilmesi

50 mL TE tamponu iginde 1 g diisiik erime 1s1l1 agarozun ¢6ziilmesiyle hazirlanan
%?2 (wt/vol) yogunlukta diisiik erime 1sil1 agaroz, 45-50°C’lik su banyosunda sogumaya
birakildi (183-185).

Her bir izolat i¢in 1.5 mL’lik santiriifiij tiipiine 6nce 250 mL agaroz sonra 250 mL
bakteri siispansiyonu eklendi. Bir ka¢ kez pipetleme yapilarak bakteri siispansiyonun
agaroz ile homojen olarak karigmasi saglandi. Elde edilen bakteri-agaroz karisimi 6nceden
4°C’de sogutulmus olan agaroz kalibinin kuyucuklarina kondu. Kaliplar 6nce oda 1sisinda

10-15 dakika, sonra 4°C’de 5 dakika bekletilerek agarozun katilagsmasi saglandi (183-186).

3.2.1.4.3. Bakteriyel DNA’nin izolasyonu

Son konsantrasyonlar1 N-lauroilsarkozin i¢in %1 (wt/vol), EDTA (pH: 9.5) icin 0.5
M ve Proteinaz K i¢in 500 pg/uL olacak sekilde hiicre lizis tamponu hazirlandi. Her bir

ornek icin 5 mL hiicre lizis tamponu 10 mL’lik Falcon tiiplere koyuldu. Katilagsan agaroz,
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kaliplardan ¢ikarilarak ig¢inde hiicre lizis tamponu bulunan tiiplere koyuldu ve 56°C’de bir
gece inkiibe edildi (183-185).

Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler buz igerisinde yaklasik 15 dakika bekletildi ve
agarozlarin yeniden katilasmasi saglandi. Lizis soliisyonu aspire edildi. Agaroz kalib1 50
mL’lik Falcon tiipe aktarildi. Uzerine 4 mL 50°C’ye 1sitilmus steril ultra saf su eklendi ve
50°C’de calkalamal1 su banyosunda 15 dakika inkiibe ederek yikandi. Bu iglem toplamda
tic kez distile su ve ii¢ kez TE tamponu kullanilarak tekrarlandi (183-186).

3.2.1.4.4. DNA’nin Restriksiyon Enzimiyle Kesilmesi

Agaroz kalibinin yaklasik '4’i bistiiri kullanilarak kesildi ve 1.5 mL’lik santiriifij
tiptinlerine koyuldu. Her bir ornek icin 200 mL Spel tamponu eklendi. 30°C’de
calkalamal1 su banyosunda 10 dakika inkiibasyonun ardindan tampon pipet yardimiyla
aspire edildi. Sonrasinda iizerine her bir izolat i¢in 200 pL Spel enzim karigimi koyuldu.
Calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Iginde agaroz bulunan bu tiipler

4°C’de 15 dakika bekletildi (187).

3.2.1.4.5. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

100 mL 0.5xTBE tamponu igerisinde 1.2 g pulsed-field certified agarose plus’in
¢coziilmesi ile %1.2 (wt/vol) yogunlukta elektroforez jeli hazirlandi. Elektroforez igin
hazirlanmis olan agaroz sogumasi igin 45-50°C’ye ayarlanmig olan su banyosunda
bekletildi. Elektroforez i¢in hazirlanan agarozun dokiilecegi kaset egimi kontrol edilmis bir
zemine yerlestirildi. 15 disli elektroforez taraginin dislerinin her birinin u¢ kismina
agarozlar ve marker yerlestirildi. Agorozlarin etrafinda kalan sivi kurutma kagidi
kullanilarak uzaklagtirildiktan sonra 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Elektroforez tarag:
elektroforez jelinin dokiilecegi kasete yerlestirildi. 45-50°C’ye sogutulmus olan
elektorforez i¢in hazirlanan agaroz hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek kasete
dokiildii. Oda 1sisinda 20-30 dakika bekletilerek katilasmasi saglandiktan sonra tarak
dikkatlice cikarildi. Jel altindaki tabla yardimiyla kasetten ¢ikarildi. Igerisinde 1900-2000
mL 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi (187-188).
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3.2.1.4.6. Elektroforez

CHEF-DR III sistemi kullanilarak gerceklestirilen elektroforez isleminin kosullar
e Baslangic vurus siiresi 5 saniye,

e Bitis vurus siiresi 35 sn,

e Vurus acis1 120°,

e Akim6 V/cmz,

e Sicaklik 11°C,

e Toplam siire 24 saat olacak sekilde ayarland1 (187-188).

3.2.1.4.7. Sonug¢larin Gozlenmesi ve Analizi

Eletroforez islemi bittiginde 400 mL ultra saf suya 10 mg/mL’lik etidyum bromiir
solusyonundan 400 pL ilave edildi ve 10 pg/mL yogunlukta etidyum bromiir elde edildi.
Jel bu solusyon i¢inde 30 dakika boyandi ve sonrasinda ise 400 mL ultra saf su igerisinde
45 dakika bekletilerek boyadan arindirildi (188). VersaDoc™ goriintiileme sistemi
kullanilarak UV 151k altinda elde edilen DNA bantlar1 goriintiilendi ve fotografi cekildi.
Tenover ve ark. (189) tarafindan Onerilen kriterler kullanilarak izolatlar ayni, yakin iligkili,
muhtemel iligkili ve iliskisiz olarak degerlendirildi (46,189). Quatity One-4.6.5 analiz
programi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak dendogram analizleri yapildi. Analiz sonucunda

%85 benzerlik (< 3 bant fark) olan izolatlar yakin iligkili kabul edildi (190,191).

3.2.2. Klinik Ozelliklerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Metallo beta laktamaz varliginin; yas, cinsiyet, yattigir servis tiiri, enfeksiyonun
polimikrobiyal olup olmamasi, enfeksiyon bolgesi, beraberinde baska bir enfeksiyon
varligi, enfeksiyonun ilk 48 saatinde yogun bakim servisinde yatis, enfeksiyonla iliskili
sepsis ya da septik sok, eslik eden hastalik, son 30 giinde hospitalizasyon, ge¢irilmis
cerrahi ya da travma, immiinosiipresif ila¢ kullanimi1 ve hastaya verilen antibiyoterapi gibi
faktorlerle iliskisi ve hastanede yatis siiresi ve mortalite tizerine etkisi SPSS 13.0 programi
(SPSS Inc., ABD) kullamilarak degerlendirildi. ikili karsilastirmalarin degerlendirmesinde
sayisal verilerin normal dagilima uyup uymadig1 One Sample Kolmogorov-Smirnov testi

ile belirlendi. Normal dagilima uyuyorsa Student ¢ testi, normal dagilima uymuyorsa
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Mann-Whitney U testi; niteliksel karsilagtirmalar i¢in ise Ki-kare testi kullanildi. Hayatta
kalabilme analizi (Survival analysis) i¢in Kaplan-Meier testi uygulandi. Yapilan analiz
sonucu p degeri <0.05 olarak bulunan degiskenler MBL pozitif P. aeruginosa ile iliskisi

acgisindan anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri
4.1.1 Izolatlarin Servislere Gore Dagilhimm

Tablo 12’de verildigi gibi imipenem ya da meropeneme orta duyarli/direncli 334 P.
aeruginosa izolatinin 120°si (%35.9) 2010, 115’1 (%34.4) 2009 ve 99’u (%29.6) 2008
yilinda goénderilmis 6rneklerden izole edildi. izolatlarin 171’1 (%51.8) yogun bakim
servislerinde, 117’si (%35.9) cesitli servislerde ve 41°1 (% 12. 3) degisik polikliniklerde

takip edilen hastalardan izole edildi.

Tablo 12. Calisma izolatlarimin birimlere ve yillara gore dagilhim

2010 2009 2008 Toplam
Say1 %0
Poliklinikler Acil Poliklinik 0 3 5 8 24
Beyin Cerrahisi Poliklinigi 0 0 1 1 0.3
llfglflei(liill}l/gln Hastaliklar1 3 5 0 3 24
Gastroenteroloji Poliklinigi 0 0 1 1 0.3
Kulak Burun Bogaz Poliklinigi 2 6 1 9 2.7
Ortopedi Poliklinigi 1 1 2 4 1.2
Pediatrik Cerrahi Poliklinigi 1 0 0 1 0.3
Pediatrik Nefroloji Poliklinik 0 1 1 2 0.6
Plastik Cerrahi Poliklinigi 1 0 0 1 0.3
Uroloji Poliklinigi 1 2 2 5 1.5
Yenidogan Poliklinigi 0 0 1 1 0.3
Say1 9 18 14 41

Toplam
% 2.7 54 4.2 12.3
Servisler Acil Servis 0 0 1 1 0.3
Dahiliye Gastroenteroloji Servisi 3 1 2 6 1.8
Dahiliye Hematoloji Servisi 0 1 1 2 0.6
Dahiliye Nefroloji Serivisi 0 1 0 1 0.3
Dahiliye Onkoloji Servisi 2 2 0 4 1.2
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Tablo 12’nin devami

Dahiliye-1 Servisi 2 1 1 4 1.2
Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi 0 3 1 4 1.2
Genel Cerrahi Servisi 6 4 1 11 33
Gogiis Cerrahisi Servisi 0 1 0 1 0.3
Gogiis Hastaliklar Servisi 2 4 2 8 24
Kadm Dogum Servisi 1 0 0 1 0.3
Kalp Damar Cerrahi Servisi 1 0 0 1 0.3
Kardiyoloji Servisi 3 3 2 8 24
Kulak Burun Bogaz Servisi 1 3 4 8 24
Noroloji Servisi 2 2 0 4 1.2
Ortopedi Servisi 1 1 7 9 2.7
Pediatri Adolesan Servisi 2 0 3 5 1.5
Pediatri Enfeksiyon Servisi 5 2 2 9 2.7
Pediatri Hematoloji Servisi 2 0 0 2 0.6
Pediatri Siit Cocugu Servisi 3 5 1 9 2.7
Pediatrik Cerrahi Servisi 1 1 0 2 0.6
Plastik Cerrahi Servisi 1 1 2 4 1.2
Uroloji Servisi 1 0 2 3 0.9
Yanik Unitesi 12 1 0 13 3.9

Say1 51 37 32 120
Toplam

% 15.3 11.0 9.6 359

Yogun Bakim Anestezi YBS 13 14 0 27 8.1
Servisleri Cerrahi YBS 0 2 20 2 6.6

Dahiliye YBS 5 8 6 19 5.7
Gogiis Hastaliklar1 YBS 2 7 0 2.7
Kardiyovaskiiler Cerrahi YBS 2 1 0 3 0.9
Noroloji YBS 9 8 5 22 6.6
Norosirurji YBS 4 12 11 27 8.1
Pediatri YBS 9 0 0 9 2.7
Yenidogan YBS 16 8 11 35 104
Toplam Say1 60 60 53 173

% 18.0 18.0 15.8 51,8

2008 yilina ait 99 izolatin 14’1 (14.1) poliklinik, 32’si (%32.3) servis, 53’1 (53.6)
yogun bakim hastalarindan; 2009 yila ait 115 izolatin 18’1 (%15.7) poliklinik, 37’s1
(%32.1) servis, 60’1 (%52.2) yogun bakim hastalarindan, 2010 yilina ait 120 izolatin ise
9u (%7.5) poliklinik, 51’1 (%42.5), 60’1 (%50.0) yogun bakim hastalarindan izole
edilmistir (Sekil 5).
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Izolatlarin 165’1 (%49.4) solunum yolu 6rneklerinden, 63’ii (%18.9) genitoiiriner

sistem Orneklerinden, 59’u (%17.6) cilt ve yumusak doku 6rneklerinden, 28’1 (%8.4) kan

orneklerinden ve 19’u (%5.7) diger 6rneklerden izole edilmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Calisma izolatlarimin izole edildigi materyallere gore dagilimi

Materyal Say1 %0
Balgam 10 3.0
Bronkoalveolar lavaj sivisi 3 0.9
Solunum Yolu .
Trakeal aspirat 152 45.5
Toplam 165 49.4
Idrar 60 18.0
Genitoiiriner sistem Vajinal siiriintii 3 0.9
Toplam 63 18.9
Ameliyat materyali 1 0.3
Apse 7 2.1
Diren 4 1.2
Cilt ve Yumusak Doku Piiy 2 0.6
Yanik siirlintii 8 24
Yara stirlintii 37 11.0
Toplam 59 17.6
Kan 21 6.3
Kaniil 1 0.3
Kan akim
Katater 6 1.8
Toplam 28 8.4
Diger Safra 2 0.6
Torosentez s1visi 1 03

Parasentez s1visi

0.3
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Ag1z i¢i lezyon siiriintiisii 1 0.3
Burun stirtintiisti 1 0.3
Konjonktiva siirlintiisii 2 0.6
Kulak siirtintiisii 11 33
Toplam 19 5.7

4.1.3. izolatlarin Antibiyotik Duyarhihklar:

[zolatlarin; piperasilin, seftazidim, sefepim, aztreonam, piperasilin/tazobaktam,

gentamisin, amikasin, siprofloksasin, imipenem ve meropenem i¢in antimikrobiyal

duyarlilik test sonuglar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. Calisma izolatlarinin antibiyotik duyarhlik test sonuclari

izolat Kodu

PRL

CAZ

FEP ATM TZP

Q
z

>
=

CIP

IMP MEM

PA1l
PA2
PA3
PA4
PAS
PA6
PA7
PAS
PA9
PA10
PA11
PA12
PA13
PA14
PA1S
PA1l6
PA17
PA18
PA19
PA20
PA21
PA22
PA23
PA24
PA25
PA26

v v wnn ~ "I

S

I

I

T =~ nn nunn nn A XA~ A X nunun I n dn —~n — =X n
AA —~nnnw~—~A"AF-”AAXNA T LLAXN A —~nNHKFNLOXNAXA

— LY n AT~~~ HNLLNNNRN N

T v Ay ™I nnnDn

R

AAAIAA—~ A A AAIT A A A~ XA A~ X nIAX

I

AA —~nnunnwxAdAIAIAIAAIAATLIAAIN XA ~FAX

Tablo 14’in devami
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PA28 S S I R S S S S R R

PA30 R R R R R S S S R R

PA32 S S R R S S S I S I

PA34 S I R R S R R R I S

PA36 S S R R S R S R R R

PA38 S I R R S S S I S I

PA40 R R R R S R S S R R

PA42 R R R R R S S S R R

PA44 S S S I S S S S R R

PA46 R R R R R S S R R I

PA48 S S I R S S S S R I

PAS0 S S S S S S S S R R

PAS2 S S S I S S S S R R

PA54 S S S R S S S S R R

PAS6 S S S S S S S I I S

PASS R R R R R S S R R R

PA60 S S S I S S S S S R

PA62 S S R R S R S R R I

PA64 R R R R R S S R R R

PA66 S S S S S S S I 1 S

PA68 S I I R S S S I R R

PA70 S S S I S S S S S I
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PAT72 S S S S S S S S I S

PA74 R R R R S R S S R R

PA76 S S S S S S S S R S

PA78 R R R R S R S S R R

PASO R S S S S S S S S R

PAS2 S S S S S S S S R R

PA84 S S S S S S S S I S

PAS86 S I R R S I S S R R

PAS8 S S S S S R S S R S

PA90 S S S S S S S S I S

PA92 R R R R R S S S R R

PAY94 S S S S S S S S R S

PA96 R R R R S R I S R R

PA98 S S S I S S S S 1 S

PA100 S S S I S S S S R S

PA102 R S S S S S S S I S

PA104 R R R R R S S S R R

PA106 S S S R S S S S S R

PA108 S S I R S S S S R R

PA110 S S S S S S S S R S

PA112 S I S I S S S S I S

PA114 S S S S S S S R R R

PA1l16 R I I R S S S R R R
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PA118 R R R R S R S S R R

PA120 S S I R S S S R R R

PA122 S S S S S S S R I I

PA124 S S S S S S S S S R

PA126 S S S S S S S S R S

PA128 S S S S S S S S R 1

PA130 S S S S S I R S R I

PA132 S S S S S S S S R I

PA134 R R R R R S S S R R

PA136 I S S R I S R R I R

PA138 I I I I S S S I R

PA140 S S S R S S R S R I

PA142 S S S S S S S S 1 1

PA144 S S S S S S S S R 1

PA146 I R R R I R R S R R

PA148 S I S I S S S R I R

PA150 I R I S S S S R S R

PA152 R I I R R S S I R R

PA154 I S I S I R S I R R

PA156 I R R R S R R R I R

PA158 R I R S R I S R R R

PA160 S S S I S S S S S 1
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PA132 S S S S S S S S R I

PA134 R R R R R S S S R R

PA136 I S S R I S R R I R

S PAY s s s s s s s s R1
PA138 I I I I S S S I R

SoPA® S 111 s s s s R R
PA140 S S S R S S R S R I

S PAML S s s s s s s R 11
PA142 S S S S S S S S I I

.~ PAM R S R R S R R S I R
PA144 S S S S S S S S R I

PA146 I R R R I R R S R R

PA148 S I S I S S S R I R

PA150 I R I S S S S R S R

PA152 R I I R R S S I R R

PA154 I S I S I R S I R R

PA156 I R R R S R R R I R

PA158 R I R S R I S R R R

PA160 S S S I S S S S S 1

PAl62 R I R R R I I R R R

PAl64 R R R I S S R S R S

PA166 S S S S S S S S R R

PA168 S S S S S S S S I I

PA170 S S S I S R R R R R

PA172 S S S S I S S S I I

PA174 S I R S S S S S R R

PA176 R I I R S S S R I
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Tablo 14’tin devami

PA178 R R I S I I S I I S

PA180 I S S R I S S S I R

PA182 S S S I S S S S I S

PA184 R R R I R R S R R R

PA186 I S S S I S S S R I

PA188 S S S S S S S S S I

PA190 I I I I I S S S I R

PA192 R R R R I R S S I R

PA194 R R R S R I S I R R

PA196 R R R R I R I S I R

PA198 S S S S I S S S R S

PA200 R R R R R I S S I I

PA202 S S S S S S S S R R

PA204 I I I S I S S S R R

PA206 R R R R R R R S R R

PA208 R S I S R R S S R R

PA210 R S R R R R I R R R

PA212 I S S I I S S I I R

PA214 S S S R S S S S R R

PA216 S S S S S S S S R R

PA218 R R I S R S S I R R

PA220 I R R S I R S R I R
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Tablo 14’iin devami

PA222 R R R R I R S R I R

PA224 R S I S R R S R I R

PA226 R R R R R S S S R I

PA228 S S S S S S S S R 1

PA230 S S S I S S S S R I

PA232 S S S S S S S S R 1

PA234 S S S I S S S S R R

PA236 R R R R R R R R R R

PA238 R S S S R S S S R S

PA240 R I R R S R R R I R

PA242 S R I I S R S R R S

PA244 R R R R R S S S R I

PA246 S S S S S S S S R S

PA248 R R R S S R S S R R

PA250 S S S I S S S S R 1

PA252 S S S S S S S S S I

PA254 R R R I R S S S I S

PA256 R R R R R S S S R I

PA258 R R R I R S S S R I

PA260 S S R R S I S S R R

PA262 S R R R S R S S R I

PA264 S R R R S R S S R 1

PA266 R R I I R S S S R I
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Tablo 14’iin devami

PA268 R R S I S R R R I

PA270 S S S I S S S S R S

PA272 S S S R S S S S R S

PA274 S S S S S S S S R S

PA276 R R R R R R I S R R

PA278 R R R R R S S S R I

PA280 R R R I R S S S R I

PA252 S S S S S S S S S I

PA254 R R R I R S S S I S

PA256 R R R R R S S S R I

PA258 R R R I R S S S R I

PA260 S S R R S I S S R R

PA262 S R R R S R S S R I

PA264 S R R R S R S S R I

PA266 R R I I R S S S R I

PA268 R R S I S R R R I

PA270 S S S I S S S S R S

PA272 S S S R S S S S R S

PA274 S S S S S S S S R S

PA276 R R R R R R I S R R

PA278 R R R R R S S S R 1

PA280 R R R I R S S S R 1
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Tablo 14’iin devami

PA282 R S R R S I S R R R

PA284 R R R I R S S S R I

PA286 R R R R R R S S R I

PA288 S R R R S R S S R I

PA290 S R R R S R S S R I

PA292 S S S I S S S S R I

PA294 R S R I R R S R R R

PA296 S S S S S R S S R R

PA298 S S S S S S S S R S

PA 300 R R R R S S S R R R

PA302 S S I I S S S S I S

PA304 S S S S S S S S R S

PA306 S S I R S S S S R I

PA308 I S S S I S S S S R

PA310 I I I S I S S S R I

PA312 I S S S I S S S I I

PA314 R I I S I R S S R S

PA316 R S R R S R I R R R

PA318 S S R R S R I R R R

PA320 I I I R I S S S R I

PA322 R R R R R S S S R R

PA324 R S S R I S S I 1 S

PA326 R R I S I S S S R R
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Tablo 14’iin devami

PA327 S S S S S S S S R R
PA328 R R R R R S R S S R
PA329 I S S S I S S R S R
PA330 S S S S S S S S S I
PA331 I I I S I S S R R R
PA332 R R R I R S S S R R
PA333 I R I S I S R S R S
PA334 S S S S S S S S R I

PRL: Piperasilin, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, ATM: Aztreonam, TZP: Piperasilin/Tazobaktam, GN:
Gentamisin, AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, S: Duyarli, I: Orta
duyarly, R: Direngli.

Orta duyarli/direngli izolatlarin yillara gére oranlarinin piperasilin i¢in %42.0-%53.9,
piperasilin-tazobaktam icin 9%20.8-%49.6, seftazidi i¢in %43.5-%53.5, sefepim ig¢in

%52.5-%68.7, aztreonam i¢in %41.1-%70.8, gentamisin i¢in %30.8-32.2, amikasin i¢in
%10.1-%20.9 ve siprofloksasilin i¢in %24.2-%39.1 arasinda degistigi goriildi (Sekil 6).

w2008 2009 m2010
-
Siprofloksasin B "ed 0.1

Anukasin

Gentanusin B %0322

I ©030.8
. I o, 5
PiperasitlinTazobaktam 20496
I 0208
9666.7
Azireonam B el
25708
Feh8.T

Sefepim  EESSE "053.0
Seftazidin B Pt 3

Piperasilin | 93539
Sekil 6. Yillara gore cesitli antibiyotiklere diren¢ oranlar1 (antimikrobiyal

duyarhhik test sonucu orta duyarh bulunan izolatlar direngli kabul
edilmistir).
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4.1.4. Metallo Beta Laktamaz Varhginin Fenotipik Testler ile Arastiriimasi

4.1.4.1. Modifiye Hodge Testi

Izolatlarin 21’inde (%6.3) Modifiye Hodge testi ile karbapenemaz iiretimi tespit
edildi (Resim 2). Modifiye Hodge test sonuglarina bakildiginda ¢alismamiza dahil edilen
izolatlarin yillara gore karbapenemaz iiretim oran1 %0.9 ila %14.2 arasinda degismektedir
(Tablo 15).

)
Degerlendirilemedi | Pozitif

Resim 2. MBL iiretiminin Modifiye Hodge testi ile arastirilmasi

Tablo 15. Modifiye Hodge testi sonuglari

Pozitif Degerlendirilemedi Negatif
n % n % n %
2010 (n: 120) 17 14.2 54 45.0 49 40.8
2009 (n: 115) 1 0.9 48 41.7 66 57.4
2008 (n: 99) 3 3.0 52 52.5 44 44.4
TOPLAM (n:334) 21 6.3 154 46.1 159 47.6

4.1.4.2 Kombine Disk Testi

Izolatlarin 109’unda (%32.6) imipenem/imipenem+EDTA kombine disk metodu ile
MBL iiretimi saptandi (Resim 3). Kombine disk testi sonuglarina bakildiginda ¢alismamiza
dahil edilen izolatlarin yillara gére MBL iiretim orant %23.2 ila %37.4 arasinda

degismektedir (Tablo 16).



IMP+EDTA e K

Resim 3. MBL iiretiminin kombine disk testi ile arastirilmasi

Tablo 16. imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi sonuglar
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Pozitif Negatif
n % n %
2010 (n: 120) 43 35.8 77 64.2
2009 (n: 115) 43 374 72 62.6
2008 (n: 99) 23 232 76 76.8
TOPLAM (n: 334) 109 32.6 225 67.4

4.1.5. Metallo Beta Laktamaz Varh@inin Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi

4.1.5.1. blayy Geninin PZR ile Arastirilmasi

blayiv (A) ve blayiv (B) genlerine 6zgiil primer cifti kullanilarak yapilan PZR

sonucunda sirasiyla 23 izolatta 382 bp biiyiikliiglinde (Resim 4) ve 6 izolatta 261 bp

biiyiikliigiinde (Resim 5) PZR fiirlinti tespit edildi. blaym (A) primeri ile VIM tipi MBL

saptanan 23 izolatin yalmiz 6’sinda blaypy (B) primeri ile VIM tipi MBL tespit edildi

(Tablo 16).
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Resim 4. blayiy (A) primeri ile gerceklestirilen PZR’nin elektroforez goriintiisii;
1 ve 12: DNA marker, 2: Pozitif kontrol (P. aeruginosa 670448), 3:
Negatif kontrol (ddw), 4: Negatif kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853),
5: PA14, 6: PA19, 7: PA143, 8: PA146, 9: PA156, 10: PA170, 11:
PA206.

Resim 5. blayiy (B) primeri ile gerceklestirilen PZR’nin elektroforez goriintiisii;
1 ve 11: DNA marker, 2: Pozitif kontrol (P. aeruginosa 670448), 3:
Negatif kontrol (ddw), 4: Negatif kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853),
5: PA14, 6: PA19, 7: PA170, 8: PA206, 9: 237, 10: 254.

Tablo 17. PZR ile blayy tespit edilen izolatlar

blayy (A) (382 bp) blayyy (B) (261bp)
izolat Kodu Sayi % izolat Kodu Sayi1 %
2010 (n: 120)  PA14, PA19, PA43 3 2.5 PA14,PA19 2 1.7
2009 (n: 115)  PA143, PA146, PA152, PA156, PA170, 7 6.1 PA170, 2 1.7
PA206, PA230 PA206
2008 (n: 99) PA236, PA237, PA238, PA240, PA241, 13 13.1 PA237, 2 2.0
PA254, PA259, PA272, PA277, PA282, PA254

PA298, PA306, PA328

TOPLAM (n:334) 23 6.9 6 1.8
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VIM tipi MBL saptanan PA14, PA19, PA146, PA206 kodlu izolatlar ¢esitli pediatri
servislerinde yatan hastalardan izole edilmistir. PA43, PA230, PA237, PA238, PA241,
PA254, PA259, PA272, PA282, PA298, PA306, PA328 kodlu izolatlar ¢esitli servislerde
yatan erigkin hastalardan izole edilmistir. PA152, PA 143, PA156, PA170, PA236, PA240,
PA277 kodlu izolatlar ise cesitli polikliniklerde takip edilen eriskin hastalardan izole

edilmistir.

4.1.5.2. blayyip Geninin PZR ile Arastirilmasi

blapvp (A) ve blapp (B) genlerine 6zgiil primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR
sonucunda sirastyla 12 izolatta 188 bp biiyiikliiglinde (Resim 6) ve 3 izolatta 765 bp
biiyiikliigiinde (Resim 7) PZR iirlini saptandi. blaypy (A) primeri ile IMP tipi MBL
saptanan 12 izolatin yalniz 3’iinde blapyp (B) primeri ile IMP tipi MBL saptandi. 2008
yilinda izole edilen 115 P. aeruginosa izolatinin hi¢ birinde PZR ile IMP tipi MBL tespit
edilmedi (Tablo 18).

Resim 6. blapyip (A) primeri ile gerceklestirilen PZR’nin elektroforez goriintiisii;
1 ve 12: DNA marker, 2: Pozitif kontrol (P. aeruginosa 587585), 3:
Negatif kontrol (ddw), 4: Negatif kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853),
5: PA31, 6: PA33, 7: PA35, 8: PA143, 9: PA145, 10 PA146, 11 PA156.
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Resim 7. blayyp (B) primeri ile gerceklestirilen PZR’nin elektroforez goriintiisii;
1 ve 6: DNA marker, 2: Pozitif kontrol (P. aeruginosa 587585), 3:
Negatif kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853), 4: PA31, 5: PA33.

Tablo 18. PZR ile blapyp tespit edilen izolatlar

. blaye (A) . blayp (B)
Izolat Kodu Sayt % Izolat Kodu Sayi %
2010 (n: 120) PA31, PA33, PA35 3 2.5 PA31,PA33,PA35 3 2.5
PA136, PA139, PA140, PA143,
2009 (n:115) PA145, PA146, PA156, PA157, 9 7.8 - 0 0
PA166
2008 (n: 99) - 0 0 - 0 0
TOPLAM (n: 334) 12 3,6 3 0,9

IMP tipi MBL saptanan izolatlardan PA31, PA33, PA35, PA146 kodlu izolatlar
cesitli pediatri servislerinde yatan hastalardan izole edildi. PA136, PA139, PA140, PA145,
PA166 kodlu izolatlar c¢esitli servislerde yatan erigskin yas hastalardan izole edilmistir.
PA143, PA156, PA157 kodlu izolatlar ise gesitli polikliniklerde takip edilen erigkin yas

hastalardan izole edildi.

4.1.5.3. blagpm, blasyy, blagiyv Genlerinin PZR ile Arastirilmasi

Calismaya alinan 334 P, aeruginosa izolatinin hi¢ birinde blasm.1, blacmv-1, blaspm-i
genlerine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PZR ile ilgili gen bolgelerinin higbiri tespit

edilmedi.
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4.1.6. MBL Tespitinde Fenotipik Testlerin PZR ile Karsilastirilmasi

4.1.6.1. MBL Tespitinde Modifiye Hodge Testinin PZR ile Karsilastirilmasi

Modifiye Hodge test ve PZR yontemlerinin sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo

19°da verilmistir.

Tablo 19. MBL tespitinde Modifiye Hodge testinin PZR ile karsilastirilmasi

PZR*
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 6' 15" 21
MET** Negatif 9¢ 150° 159
Degerlendirilemedi 17 137 154
Toplam 32 302 334

MHT: Modifiye Hodge testi, *: Altin standart kabul edilen yontem, **: Denenecek yontem, *: Gergek pozitif,
®: Yalanci pozitif, ©: Yalanci negatif, *: Gergek negatif.

Duyarlilik: [Gergek pozitif / (Gergek pozitif + Yalanci negatif)] x 100
Modifiye Hodge testi i¢in duyarlilik: [6 / (6 + 9)] x 100 = 40.0

Ozgiilliik: [Gergek negatif / (Yalanci pozitif + Gergek negatif)] x 100
Modifiye Hodge testi icin 6zgiilliik: [137 / (9+ 150)] x 100 = 86.2

Pozitif prediktif deger: [Gergek pozitif / (Gergek pozitif + Yalanci pozitif)] x 100

Modifiye Hodge testi i¢in pozitif prediktif deger: [6 / (6+ 15)] x 100 = 28.6

Negatif prediktif deger: [Gergek negatif / (Gergek negatif+ Yalanci negatif)] x 100

Modifive Hodge testi i¢in negatif prediktif deger: [9 / (9+ 150)] x 100 =5.7

4.1.6.2. MBL tespitinde kombine disk testinin PZR ile karsilastirilmasi

Kombine disk test ve PZR yontemlerinin sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 20°de

verilmistir.
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Tablo 20. MBL tespitinde kombine disk testinin PZR ile karsilastirilmasi

PZR*
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 29° 80° 109
KDT** Negatif 3¢ 222¢ 225
Toplam 32° 302" 334

*: Altin standart kabul edilen yontem, **: Denenecek yontem, *: Gergek pozitif, °: Yalanc1 pozitif, ¢ Yalanci
negatif, : Gergek negatif, ©: MBL poxzitifler, : MBL negatifler

Duyarlilik: [Gergek pozitif / (Gergek pozitif + Yalanci negatif)] x 100
Kombine disk testi i¢in duyarlilik: [29 /(29 + 3)] x 100 = 90.6

Ozgiilliik: [Gergek negatif / (Yalanci pozitif + Gergek negatif)] x 100

Kombine disk testi icin 6zgiilliik: [222/ (80+ 222)] x 100 = 73.5

Pozitif prediktif deger: [Gergek pozitif / (Gergek pozitif + Yalanci pozitif)] x 100
Kombine disk testi i¢in pozitif prediktif deger: [29 / (29+ 80)] x 100 = 26.6
Negatif prediktif deger: [Gergek negatif / (Gergek negatif+ Yalanci negatif)] x 100
Kombine disk testi i¢in negatif prediktif deger: [222 / (222+ 3)] x 100 =98.7

4.1.7. MBL Tespit Edilen izolatlarda Klonal iliskinin Arastiriimas

4.1.7.1. Pediatrik Yas Grubu Hastalarn MBL Tespit Edilen izolatlarinda
Klonal iliskinin Arastirilmasi

Pediatrik yas grubu hastalarin izolatlarinda ticiinde VIM, dérdiinde IMP ve birinde

ise hem IMP hem de VIM tipi MBL saptand1 (Tablo 21).

Tablo 21. Pediatrik yas grubu yatan hastalardan izole edilen MBL iireten P.

aeruginosa izolatlarinin ozellikleri

izolat Kodu  Servis istem Tarihi MHT KDT MBL
PA14 Pediatri Siit Cocugu Servisi 02/2010 + + VIM
PA19 Pediatri Siit Cocugu Servisi 02/2010 * + VIM
PA206 Pediatri Siit Cocugu Servisi 08/2009 * + VIM
PA146 Pediatri Siit Cocugu Servisi 03/2009 * + VIM+IMP
PA140 Yenidogan Yogun Bakim Servisi 02/2009 - + IMP
PA31 Pediatri Yogun Bakim Servisi 04/2010 + + IMP
PA35 Pediatri Yogun Bakim Servisi 04/2010 + + IMP
PA33 Pediatri Yogun Bakim Servisi 04/2010 + + IMP

MHT: Modifiye Hodge testi, KDT: imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi, MBL: Metallo Beta
Laktamaz, *: Degerlendirilemedi.
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VIM tipi MBL saptanan izolatlardan PA14, PA19, PA206, kodlu izolatlar %90 ve
iizeri oranda klonal iligkili ve ayn1 anda VIM ve IMP saptanan PA 146 ise bu grup ile %78
iligkili bulundu (Sekil 7). IMP saptanan izolatlardan PA31 ile PA35 arasinda %83
oraninda; PA140 ile VIM ve IMP ayni anda pozitif olan PA146 arasinda %80 oraninda
klonal iligki tespit edildi (Sekil 8).

Pediatrik hastalarin izolatlarinda, %85 iizeri klonal iliski VIM pozitif olan ii¢ izolatta

(PA14, PA19, PA206) saptanmistir. IMP pozitif izolatlarinda saptanmadi.

PA146

| PA206

| PA14

; PA19

Sekil 7. Pediatrik yas grubu yatan hastalarinin VIM tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlarimin PFGE profilleri ve dendrogram sonuclari

PA140

PA146

 |ma3s

PA31

Sekil 8. Pediatrik yas grubu yatan hastalarinin IMP tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlarimin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari.
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4.1.7.2. Eriskin Yas Grubu Yatan Hastalarin MBL Tespit Edilen Izolatlarinda
Klonal Iliskinin Arastirilmasi

Eriskin yas grubu yatan hastalarin 13’tinde VIM ve 4’linde IMP tipi MBL saptandi
(Tablo 22).

Tablo 22. Eriskin yas grubu yatan hastalardan izole edilen MBL iireten P.
aeruginosa izolatlarimin o6zellikleri

Izolat Kodu  Servis istem Tarihi MHT KDT  MBL
PA43 Yanik Unitesi 05/2010 * + VIM
PA230 Anestezi Yogun Bakim Servisi 12/2009 * + VIM
PA236 Ortopedi Servisi 01/2008 * + VIM
PA237 Noroloji Yogun Bakim Servisi 01/2008 - + VIM
PA238 Dahiliye Servisi 01/2008 - i VIM
PA241 Plastik Cerrahi Servisi 02/2008 + VIM
PA254 Norosirurji Yogun Bakim Servisi 04/2008 * + VIM
PA259 Cerrahi Yogun Bakim Servisi 05/2008 * + VIM
PA272 Cerrahi Yogun Bakim Servisi 05/2008 - - VIM
PA282 Kardiyoloji Servisi 07/2008 * + VIM
PA298 Cerrahi Yogun Bakim Servisi 09/2008 * + VIM
PA306 Cerrahi Yogun Bakim Servisi 10/2008 - + VIM
PA328 Cerrahi Yogun Bakim Servisi 12/2008 * + VIM
PA136 Plastik Cerrahi Servisi 02/2009 - + IMP
PA139 Noroloji Yogun Bakim Servisi 02/2009 * + IMP
PA145 Dabhiliye Yogun Bakim Servisi 03/2009 - + IMP
PA166 Genel Cerrahi Servisi 10/2009 * + IMP

MHT: Modifiye Hodge testi, KDT: imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi, MBL: Metallo Beta
Laktamaz, *: Degerlendirilemedi.

VIM tipi MBL saptanan izolatlardan 11 tanesi (PA259, PA298, PA230, PA254,
PA236, PA241, PA238, PA282, PA43, PA328) %90’a yakin oranda klonal iligkili bulundu
(Sekil 9). IMP saptanan PA 145 ile PA166 arasinda %75 oraninda klonal iligki tespit edildi
(Sekil 10).

%85 ve lizeri klonal iliski, eriskin yas yatan hastalarin VIM pozitif 11 izolatinda
(PA259, PA298, PA230, PA254, PA236, PA241, PA238, PA282, PA43, PA328)

saptanirken IMP pozitif izolatlarinda saptanmadi.
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040 050 00 00 00 090 10

Sekil 9. Eriskin yas grubu yatan hastalarnmin VIM tipi MBL pozitif P.
aeruginosa izolatlariin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari

PA166

PA139

PA145

PA136

Sekil 10. Eriskin yas yatan hastalarinin IMP tipi MBL pozitif P. aeruginosa
izolatlarinin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari.
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4.1.7.3. Poliklinik Hastalarin MBL Tespit Edilen Izolatlarinda Klonal Iliskinin
Arastirilmasi

Poliklinik hastalarinin izolatlarindan dordiinde VIM, birinde IMP ve ikisinde hem
IMP hem de VIM tipi MBL saptandi1 (Tablo 23).

Tablo 23. Eriskin yas grubu poliklinik hastalardan izole edilen MBL iireten P.
aeruginosa izolatlarimin ozellikleri

izolat Kodu  Servis Istem Tarihi MHT KDT MBL
PA152 Uroloji Poliklinigi 03/2009 - + VIM
PA170 Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi 05/2009 - + VIM
PA240 Acil Poliklinik 02/2008 + - VIM
PA277 Kulak Burun Bogaz Poliklinigi 06/2008 * + VIM
PA143 Acil Poliklinik 03/2009 * + VIM+ IMP
PA156 Kulak Burun Bogaz Poliklinigi 04/2009 * + VIM+ IMP
PA157 Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi 04/2009 - + IMP

MHT: Modifiye Hodge testi, KDT: Imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi, MBL: Metallo Beta
Laktamaz, *: Degerlendirilemedi.

VIM tipi MBL saptanan izolatlardan PA152, PA277 kodlu izolatlar %88 ve VIM ve
IMP birlikte pozitif olan PA156 ise bunlarla %78 klonal iliskili bulunmustur (Sekil 11).
Ayni anda VIM ve IMP saptanan izolatlardan, PA143 ile PA156 arasinda %75 oraninda
klonal iligki tespit edilmistir (Sekil 12).

%85 ve Tlzeri klonal iligki, eriskin yas poliklinik hastalariin VIM pozitif iki

izolatinda (PA152, PA277) saptand1 ancak IMP pozitif izolatlarda saptanmadi.

PA240

PA170

PA143

PA156

PA152

PA277

Sekil 11. Poliklinik hastalarnin VIM tipi MBL pozitif P. aeruginosa

izolatlarimin PFGE profilleri ve dendrogram sonuclari
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PA157

PA143

PA156

Sekil 12. Poliklinik hastalarinin IMP tipi MBL pozitif P. aeruginosa
izolatlarimin PFGE profilleri ve dendrogram sonuglari.

4.2. Klinik Ozellikler

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na 2008-2010 yillarinda gdnderilmis olan
cesitli klinik 6rneklerinden P. aeruginosa izole edilen 334 hastandan 158’inin dosya
bilgilerine ve hastane kayitlarina ulasilabildi ve retrospektif olarak incelendi. Bu hastalarin
23’1 17 yas ve altindaydi ve pediatrik yas grubu olarak degerlendirmeye alindi. 135’1 ise
18 yas ve lzerindeydi ve eriskin yas grubu olarak degerlendirmeye alindi. Poliklinik
hastalarmin hi¢ birinin klinik bilgilerine ulasilamadigindan bu hastalar icin bir

degerlendirme yapilamadi.

4.2.1. MBL Ureten P. aeruginosa izole Edilen Pediatrik Yas Grubu Hastalarm
Demografik, Klinik ve Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi

Pediatrik yas grubunda toplam 23 hastanin dosya ve klinik bilgilerine erisilebildi. Bu
hastalarin besinden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda MBL tespit edildi ve vaka
grubu olarak belirlendi. MBL negatif P. aeruginosa izole edilmis olan 18 hasta ise kontrol
grubu olarak belirlendi.

Hastalarin higbirinde KF, nétropeni, konjenital immiin yetmezlik ve AIDS tespit
edilmedi. Hastalarin higcbirinde organ transplantasyon Oykiisii saptanmadi. Hastalarin
hicbirinde santral sinir sistemi ve intraabdominal enfeksiyon goriilmedi.

Her iki grup arasinda yas, cinsiyet, yogun bakimda yatis, enfeksiyondan onceki ve
sonrasindaki hastanede yatis siiresi, enfeksiyon bdlgesi, enfeksiyonun polimikrobiyal

olmasi, eslik eden baska bir enfeksiyon, altta yatan hastalik, invaziv islem, gecirilmis
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cerrahi, travma veya son 30 gilinde hospitalizasyon, son 30 giinde aldig1 antibiyoterapi ve
immiinosiipresif tedavi a¢isindan anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 24).
Pediatrik yas grubu hastalarinin sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle survival analizi

yapilamamustir.

Tablo 24. Pediatrik yas grubu yatan hastalarda MBL pozitifliginin demografik,
klinik ve mikrobiyolojik 6zellikler ile iliskisi

MBL pozitif MBL negatif p
Say1 (n: 5) Say1 (n: 18) degeri
Demogrofik 6zellikler
Yas (yil); Ort+ StD 3.7+3.8 6.4+4.7 0.308
Erkek cinsiyet 7 (%70.0) 3 (%30.0) 0.618
Hastanede yatis
51113f§1’<316y;);(11;m onceki 48 saatinde 2 (%22.2) 7 (%77.8) 1.000
YBS’de yatan hasta 2 (%20) 8 (%80.0) 1.000
]g)r;tt‘zksstll}sondan onceki yatig siiresi (giin); 33,8444 4 26.3419.4 0.765
lg)?tfzkssil};ondan sonraki yatis siiresi (giin); 37 6448 1 38.1454.1 0.192
Enfeksiyon 6zellikleri
ASYE 4 (%33.3) 8 (%66.7) *
USE 0 2 (%100.0) *
Cilt ve yumusak doku enfeksiyonu 0 4 (%100.0) *
Kan akimi enfeksiyonu 0 2 (%100.0) *
Birden fazla bolge enfeksiyonu 1 (%50) 1 (%50) *
Diger bolge enfeksiyonlar® 0 1 (%100)
Polimikrobiyal enfeksiyon 1 (%12.5) 7 (%87.5) 0.621
Eslik eden bagka bir enfeksiyon 0 0 11 (%100.0) 0.037
Enfensiyonla iligkili sepsis/septik sok 4 (%44.4) 5 (%55.6) 0.056
Altta yatan hastalik
Herhangi bir veya daha fazla hastalik 5 (%76.2) 16 (%23.8) 1.000
Metabolik hastalik 2 (%50.0) 2 (%50.0) 0.194
Bobrek yetmezligi 0 2 (%100.0) 1.000
Kardiyovaskiiler hastaliklar 1 (%33.3) 2 (%66.7) 0.539
Pulmoner hastalik 0 1 (%100.0) 1.000
Norolojik hastalik 2 (%13.3) 13 (%86.7) 0.297
Malignite 1 (%100.0) 0 1.000
Son 30 giinde hospitalizasyon 3 (%15.8) 16 (%84.2) 0.194
Son 30 giinde cerrahi iglem 1 (%14.3) 6 (%85.7) 1.000
Son 30 giinde travma 0 3 (%100.0) 1.000
Son 30 giinde immiinosiipresif tedavi 0 (%100) 0.545

Invaziv islem uygulamasi
Herhangi bir invaziv islem (%19.0) 17 (%81.0) 0.395
Santral ven kateterizasyonu 0 3 (%100.0) 1.000

~
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Tablo 24’iin devami

Uriner kateterizasyon 4 (%22.2) 14 (%77.8) 1.000
Mekanik ventilasyon 4 (%22.2) 14 (%77.8) 1.000
Total parenteral niitrisyon 3 (%50.0) 3 (%50.0) 0.089
Son 30 giinde antibiyoterapi
Herhangi bir antibiyotik kullanimi 5 (%22.7) 17 (%71.3) 1.000
Penisilinler 0 3 (%100) 1.000
1 ya da 2. kusak sefalosporinler 0 (%100) 1.000
3. kusak sefalosporinler 3 (%21.4) 11 (%78.6) 1.000
Karbapenemler 2 (%14.3) 12 (%85.7) 0.343
Aminoglikozidler 5 (%33.3) 10 (%66.7) 0.122
SXT 2 (%50.0) 2 (%50.00) 0.194
Tigesiklin 0 1 (%100) 1.000

ASYE: Alt solunum yolu enfeksiyonlari, USE: Uriner sistem enfeksiyonlari, SXT: Trimetoprim-
sulfametaksazol, *: Kulak, konjonktiva, vajen; b Ventrikiilo-Peritoneal sant, gOgiis tiipili, nefrostomi,
kolostomi, periton dializ katateri; Ort: Ortalama, StD: Standat Deviasyon, *: p degeri hesaplanamadi.

4.2.2. MBL Ureten P. aeruginosa izole Edilen Eriskin Yas Grubu Hastalarin
Demografik, Klinik ve Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi

Eriskin yas grubunda toplam 135 hastanin dosya ve klinik bilgilerine erisilebildi. Bu
hastalarin 11’inden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda MBL saptandi ve vaka grubu
olarak belirlendi. MBL negatif P. aeruginosa izole edilmis olan 124 hasta ise kontrol
grubu olarak belirlendi.

Her iki grup arasinda yas, cinsiyet, yogun bakimda yatis, enfeksiyondan onceki,
enfeksiyon bolgesi, enfeksiyonun polimikrobiyal olmasi, eslik eden baska bir enfeksiyon,
altta yatan hastalik, invaziv islem, gecirilmis cerrahi, travma veya son 30 giinde
hospitalizasyon, son 30 giinde aldig1 antibiyoterapi ve immiinosiipresif tedavi acisindan
anlamli bir fark bulunamamistir. MBL pozitif bulunan grupta enfeksiyondan sonra

hastanede yatis siiresinin daha uzun oldugu goriildii (p=0.049) (Tablo 25).

Tablo 25. Eriskin yas grubu yatan hastalarda MBL pozitifliginin demografik,
klinik ve mikrobiyolojik ozellikler ile iliskisi

MBL pozitif MBL negatif )/
Sayi1 (n: 11) Say1 (n: 124) degeri
Demogrofik 6zellikler
Yas (y11); Ort+ StD (Min-Max) 52.9420.3 54.1£20.6 0.885
Erkek cinsiyet 10 %11.5 77 %88.5 0.096
Hastanede yatis
YBS’de yatan hasta 5 6.6 71 93.4 0.533

Enfeksiyondan dnceki 48 saatinde YBS’de yatig 5 6.4 73 93.6 0.526
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Enfeksiyondan 6nceki yatis siiresi (giin); Ort+ StD
Enfeksiyondan sonraki yatis siiresi (giin); Ort+ StD
Enfeksiyon 6zellikleri
ASYE
USE
Cilt ve yumusak doku enfeksiyonu
Kan akimi enfeksiyonu
Intraabdominal enfeksiyon
Birden fazla bolge enfeksiyonu
Diger bolge enfeksiyonlari®
Polimikrobiyal enfeksiyon
Eslik eden baska bir enfeksiyon
Enfensiyonla iligkili sepsis/septik sok
Altta yatan hastalik
Herhangi bir veya daha fazla hastalik
Gebelik
Dibetes Mellitus
Karaciger hastaligi
Bobrek yetmezligi
Kardiyovaskiiler hastaliklar
Pulmoner hastalik
Norolojik hastalik
Malignite
Son 30 giinde hospitalizasyon
Son 30 giinde cerrahi iglem
Son 30 giinde travma
Son 30 giinde immiinosiipresif tedavi
Invaziv islem uygulamasi
Herhangi bir invaziv iglem
Santral ven kateterizasyonu
Uriner kateterizasyon
Mekanik ventilasyon
Total parenteral niitrisyon
Hemodializ
Diger invaziv islemler”
Son 30 giinde antibiyoterapi
Herhangi bir antibiyotik kullanimi
Penisilinler
1 ya da 2. kusak sefalosporinler
3. kusak sefalosporinler
Karbapenemler
Aminoglikozidler
Kinonlonlar
SXT

33.1+32.3
29.8+£27.6

— AN WWO == O kW

N = W W W= N O

(SRS N

LW W W WL J L

SN B B WWOo

3.2
15.8
16.0
0
20.0
10.0
0
4.5
8.5
6.7

6.5
0
12.5
14.3
11.1
8.6
5.8
2.1
8.0
8.8
11.7
11.1
3.8

7.5
11.1

6.9

59
14.3
20.0
14.3

7.4
13.0
94
6.3
7.1
9.5
11.8
0

22.9421.1
23.0+£39.9
60 96.8
16 84.2
21 80.4
7 100.0
4 80.0
9 90.0
7 100.0
64 95.5
65 91.5
14 93.3
101 93.5
2 1000
14 81.5
6 85.7
24 88.9
32 8.6
49 94.2
47 97.9
23 92.0
114 91.2
53 88.3
32 88.9
50 96.2
98 92.5
40 88.9
94 93.1
80 94.1
18 85.7
12 80.0
18 85.7
113 92.6
20 87.0
29 90.6
59 93.7
52 92.9
19 90.5
15 88.2
10 100

0.394
0.049

¥ O¥ X X X ¥

*k

0.218
1.000
1.000

0.230
1.000
0.620
0.456
0,460
1.000
0.530
0.096
1.000
1.000
0.216
0.483
0.203

0.702
0.505
0.468
0.328
0.376
0.106
0.376

0.286
0.399
0.722
0.690
1.000
0.681
0.630
1.000

ASYE: Alt solunum yolu enfeksiyonlari, USE: Uriner sistem enfeksiyonlari, SXT: Trimetoprim-

sulfametaksazol, *

: Kulak, konjonktiva, vagen; ": Ventrikiiloperitoneal sant, gdgiis tiipii, nefrostomi,
kolostomi, periton dializ katateri; Ort: Ortalama, StD: Standat Deviasyon, *: p degeri hesaplanamadi.

MBL pozitif olan grupta mortalite oranlari; 2. glinde %90.9+8.7, 12. giinde
%81.8+11.6, 23. giinde %65.5+17.3, 32. giinde %43.6+21.2 ve 46. giinde %21.8+18.7
olarak hesaplanmistir. MBL negatif grupta ise; 2. glinde %91.0+2.6, 12. giinde %57.9+4.8,
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23. giinde %50.5+5.1 olarak hesaplandi. Iki grup arasinda mortalite agisindan anlamli bir
fark bulunamadi (Log Rank = 0.534, p = 1.000) (Sekil 13).

Survival Functions

MBL
negatif
_I pozitif
- negatif-censored

08— -+ pozitif-censored

06—

04

Cum Survival

02—

00—

T T T T
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Enfeksiyondan sonra yatis siiresi (giin)

Sekil 13. Eriskin yas grubu yatan hastalarda MBL pozitif P. aeruginosa

varh@inin mortaliteye etkisinin Kaplan Meier mortalite testi ile
degerlendirilmesi



5. TARTISMA

Aerobik, gram negatif basil olan P. aeruginosa, yalnizca yaygin goriilen enfeksiyon
etkeni olmasi nedeniyle degil ayn1 zamanda enfeksiyonlarinin yiiksek morbidite ve
mortalite ile iligkili olmast nedeniyle klinik 6nem arz etmektedir (1). Tim diinyada
nazokomial enfeksiyonlarin %10-15inden sorumlu tutulmaktadir. Sahip oldugu dogal
diren¢ mekanizmalarinin yani sira birden fazla antimikrobiyal grubuna karsi kazanilmis
direng gelistirebilmesi P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir (3).
Kazanilmis diren¢ mekanizmalarindan biri olan MBL’lerin yayiliminin hizli olmasi,
cesitliliginin her gecen gilin artmasi ve tiirler arasi yayilim gosterebilmesine karsin bu
enzimlerin tanimlamasinda kullanilabilecek yOntemlerin standardizasyonu heniiz
saglanamamigtir. Ayrica MBL iretiminin klinik etkisi, hastane enfeksiyon kontrol ve
antimikrobiyal tedavi politikalari lizerine etkisi net olarak belirlenememistir (16).

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlari; en sik yogun bakim servisleri olmak iizere,
yanik tuniteleri, kemoterapi ve radyoterapi Uniteleri, organ transplantasyon uniteleri ve
yogun antibiyotik tedavisi uygulanan birimlerde goriilmektedir (51). Belcika’da yapilmis
bir calismada 40 farkli hastaneden toplanmis olan 716 P. aeruginosa izolatinin %381
yogun bakim {initelerinde, %21°1 dahili servislerde, %12’s1 cerrahi servislerde ve %5.5’1
hematoloji servisinde %23’1i diger servislerde yatan hastalardan izole edildigi bildirilmistir
(19). Tayvan’da yaygin ilag direnci olan P. aeruginosa izolatlarmin %37.8’1 gogiis
hastaliklar1 servisinde, %23.5’1 cerrahi servislerde, %19.8’1 acil ve poliklinik hastalarindan
1zole edildigi belirlenmistir (193).

Ulkemizde yapilmis bir galismada Onguru ve ark. (194) nazokomiyal enfeksiyon
etkeni olan 75 imipenem direngli P. aeruginosa nin en sik yogun bakim tinitelerinden daha
sonra sirastyla cerrahi ve dahili birimlerden izole edildigini bildirmislerdir.

Calismamiza dahil edilen imipenem ya da meropeneme orta duyarli/direngli P.

aeruginosa izolatlari, en sik (%51.8) yogun bakim servislerinde, ikinci siklikta (%35.9)
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cesitli servislerde ve daha az siklikta (% 12.3) polikliniklerde takip edilen hastalardan izole
edildi. Gerek yapilmis caligmalarda gerekse bizim calismamizda gorildigli gibi P.
aeruginosa en sik yogun bakim servislerinde takip edilen hastalardan izole edilmektedir.

Pseudomonas aeruginosa Ulseratif keratit, otitis eksterna, cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 basta olmak iizere toplum kokenli ve pndomoni, iiriner sistem, kan akimi,
cerrahi alan ve cilt enfeksiyonlar1 gibi hastane kdkenli enfeksiyonlarda 6nemli bir etkendir
(1). Pitout ve ark. (160) 241 imipenem duyarli olmayan P. aeruginosa’nin %43 linii idrar,
%21 1ni yara, % 20’sini solunum yolu, %7’sini kan ve %9 unu ise diger klinik 6rneklerden
izole ettiklerini bildirmislerdir. Harris ve ark. (195) ¢alismalarinda imipeneme direngli 120
P. aeruginosa izolatinin %50’sini solunum yolu, %15’ini idrar, %11 ini yara, %7’sini kan
orneklerinden izole etmislerdir. Furtado ve ark. (196) ise 68 imipenem diregli P.
aeruginosa izolatinin %34.9’unu iriner sistem, %22.2’sini solunum yollari, %20.6’sin1
katater ucu, %12.7’sini kan, %4 linii cerrahi yara, %4.8’ini diger bolge drneklerinden izole
ettiklerini bildirmislerdir.

Onguru ve ark. (194) hastane enfeksiyonu etkeni 75 imipenem direngli izolatin
%357 sinin cerrahi alan, %19 unun pnémoni, %15’inin {iriner sistem, %9’unun kan akimi
enfeksiyonu etkeni oldugunu bildirmislerdir. Atilla ve ark. (197) 110 P. aeruginosa
izolatinin 40’nin idrar, 26’sinin eksuda, 20’sinin kan, 24’linlin ise diger klinik
materyallerden (balgam, trakeal aspirat, doku biopsisi, beyin omurilik sivisi, plevra sivisi,
konjonktiva) izole edildigini rapor etmislerdir. Yetkin ve ark. (184) ise 105 P. aeruginosa
izolatinin %35’ini idrar, %33’linli alt solunum yolu ornekleri (trakeal aspirat, balgam,
bronkoalveolar lavaj sivisi), %15’ini kan, %8’ini yara siiriinti ve %9’unu diger
orneklerden (periton sivisi, plevral sivi, apse) izole ettiklerini bildirmislerdir.

Calismamizda izolatlar siklik sirasina gore solunum yolu (%49.4), genitoiiriner
sistem (%18.9), cilt ve yumusak doku (% 17.6), kan (%8.4) ve diger bolge (%19)
orneklerinden izole edildi. Karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin, en sik
solunum yolu, iiriner sistem ve cilt ve yumusak doku oOrneklerinden izole edildigi
gorilmiistiir.

Pseudomonas enfeksiyonlarinin antimikrobiyal tedavisinde piperasilin ve tikarsilin
gibi antipsddomonal penisilinler, seftazidim ve sefoperazon gibi {igiincii kusak

sefalosporinler, karbapenemler ve de siprofloksasin gibi kinolonlar ilk secenek
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antibiyotiklerdir. Ne yazik ki artan direng oranlar1 nedeniyle bu ajanlarin kullanilabilirligi
tehdit altindadir (6,7,72).

Kanada’da yapilmis bir ¢alismada 2007-2009 yillarinda kan kiiltiirlerinden izole
edilmis 332 P. aeruginosa izolatiin diren¢ oranlar1 piperasilin/tazobaktam icin %5.4,
seftazidim i¢in %9.2, gentamisin i¢in %15.3, siprofloksasin i¢in %19.0 olarak bulunmugstur
(198). 2005-2010 yillarinda Meksika’da yapilan bir ¢aligmada iki farkli hastaneden 404 P.
aeruginosa izolat1 tespit edilmis ve bu izolatlarin %15.5°1 piperasilin/tazobaktama, %24.0°1
seftazidime, %9.9’u sefepime, %31.9’u gentamisine, %23.7’si amikasine ve %20.0’1
siprofloksasine direngli saptanmistir (199). Hindistan’da yapilmis bir ¢alismada ise 109 P.
aeruginosa izolatinin %90.8’inde piperasilin direnci, %63.3’iinde piperasilin/tazobaktam
direnci, %65.1’inde amikasin direnci, %79.8’inde siprofloksasin direnci saptanmisdir
(200). Pitout ve ark. (158) 2002-2006 yillarini kapsayan c¢alismada karbapenemlere direngli
528 P. aeruginosa izolatinin diger ajanlara direng¢ oranlarinin pipersilin i¢in %9, seftazidim
icin %34, gentamisin i¢in %62, siprofloksasin i¢in %49 oldugunu bildirmislerdir. Bahar ve
ark. (201) ise 2009 yilinda yanik {initesinden izole edilmis 115 imipenem direngli izolatin
%80’ini piperasiline, %100’lini seftazidime, % 100’lini gentamisine, %81.7’sini
amikasine %77.4inii siprofloksasine diren¢li bulmuslardir.

Ulkemize ait diren¢ oranlarmna baktigimizda Aoga’in ve ark. (202) 2003-2006
yillarinda izole edilmis 74 imipenem direngli P. aeruginosa izolatinin %39 unu
pipersilin/tazobaktama, %36’sim1 sefepime, %19 unu ise amikasine direncli bulmugslardir.
2004-2010 yillarin1 kapsayan ve alti yillik diren¢ oranlarinin kiyaslandigi baska bir
calismada ise P. aeruginosa izolatlarinin diren¢ oranlarinin piperasilin tazobaktam igin
%21.8-%56.0, seftazidim i¢in %61.5-%96.8, amikasin i¢in %7.8-%60.3, siprofloksasin
icin %48.0-%65.5 arasinda degismekte oldugu bildirilmistir (203). Bayram ve ark. (48)
2009-2011 yillar1 arasinda yanik hastalarindan izole ettikleri 30 P. aeruginosa izolatinin
%31’ini pipersilin/tazobaktama, %32’sini seftazidime, %25’ini sefepime, %36’sin1
gentamisine, %21 ’ini amikasine, %25 ini siprofloksasine direncli bulmustur.

Bizim  ¢alismamizda ise izolatlarin = %48.2’si  piperasiline,  %39.2’si
piperasilin/tazobaktama, %46.7’si seftazidime, %47.5’1 sefepime, %59.0’u aztreonama,
%31.4’1 gentamisine, %15.3’1 amikasine ve %31.4’1 siprofloksasine direngli bulundu.

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinda siklikla karbapenemlerin kullanilmasi

karbapenem direncinin yayginlasmasindan sorumlu tutulmaktadir. Karbapenem direncine
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neden olan mekanizmalardan biri olan MBL’ler genis etki spektrumuna sahip olmalar1 ve
integronlar araciligiyla yayilabilmeleri nedeniyle klinik Oneme sahiptir. MBL’lerin
laboratuvar tanimlanmasi uygun tedavinin secilebilmesi ve enfeksiyon kontroliinde
algoritmalarin ~ olusturulabilmesi i¢in  O6nemlidir. Fakat bu ezimleri iireten
mikroorganizmalarin tanimlanmasi1 diren¢ profilinin degerlendirilmesi gibi basit bir
yontemle miimkiin olmadigi gibi heniliz standardize bir yontem mevcut degildir
(3,47,74,110,204). MBL’lerin tespitinde ve tanimlanmasinda PZR her ne kadar altin
standart yontem olsa da kullanimi arastirma amagh caligmalar ile siirli kalmastir.
MBVL’lerle ilgili genotipik bilgiye ihtiya¢ oldugu gibi tanimlanmalarinda fenotipik
yontemlere de ihtiyag duyulmaktadir (204). Cinko iyonuna ihtiyag gosterdigi bilinen
MBL’lerin arastirilmasinda ¢esitli metal selatérlerle ¢cinkonun baglanmasi sonucu enzim
aktivitesinin inhibe edilmesini temel alan yontemler gelistirilmistir (160,165,205-207).
Imipenem, meropenem ve seftazidim gibi beta laktamlar ile birlikte EDTA ve 2-MPA gibi
metal selatorlerin kullanildig1 sinerji testlerinin yani sira uygulamasi kolay bir yontem
olarak MHT karbapenemaz tayininin yani sira MBL tayininde kullanimi ag¢isindan
incelenen yontemlerdendir (162,163).

Hodge testini, Lee ve ark. (162) modifiye ederek MBL tespiti i¢in kullanmislardir.
Bu c¢alismada 530 P. aeruginosa, Pseudomonas putida ve Acinetobacter spp. izolatini
MHT ile MBL varlig1 yoniinden incelemis ve 43’lnii pozitif bulmuslardir. Calismada
incelenmis olan 493 imipenem direncli P. aeruginosa izolatinin 28’ini MHT pozitif,
24’1ini belirsiz ve 441’°ini negatif; 9 Pseudomonas putida izolatinin altisim1 pozitif, liclinii
belirsiz ve 28 Acinetobacter spp. izolatinin dokuzunu pozitif, dérdiinii belirsiz ve 15’ini
negatif bulmuslardir (162). Jesudason ve ark. (208) ise 50 karbapenem orta duyarli/direngli
gram negatif nonfermantatif bakterinin karbapenemaz ve MBL iiretimini MHT ile
aragtirmiglardir. MHT ile karbapenemaz ve MBL iiretimi tespit ettikleri 28 izolatin 16’s1 P.
aeruginosa oldugu rapor edilmistir (208). Yanik hastalarindan izole dilen P. aeruginosa
izolatlarinda MBL iiretimi arastirilmis ve izolatlarin %16’sinda MHT ile pozitif
bulmuslardir (209). imipenem duyarli ya da orta duyarh gesitli izolatlarda yapilmis bir
calismada ise 138 P. aeruginosa izolatimin 42’sinde MHT pozitif bulunmustur.
Aragtirmacilar tarafindan MHT, karbapenem duyarli ya da orta duyarli izolatlarda

karbapenemaz {lretiminin degerlendirilmesinde Ornerilmistir (210). 179 karbapenem
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direncli izolatta yapilmis baska bir ¢alismada ise MHT izolatlarin 169’unda (%94.4) pozitif
bulunmustur (211).

Ulkemizde P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz ve MBL varligimin arastirildig
caligmalar da mevcuttur (212-214). Cakar ve ark. (212) MHT ile 110 izolatin altisinda
(%5.5) MBL pozitif, 104’tinde (%94.5) ise negatif bulmustur. Tetik ve ark. (213) ise
imipenem direngli 52 P. aeruginosa izolatindan 30’unda (%58) MHT pozitifligi
saptamistir. Sara¢ ve ark. (214) hastane enfeksiyonu etkeni olan karbapenem grubu
antibiyotiklere direngli 29 izolatta MBL iiretimini arastirmiglardir. MBL {iretimini
acisindan izolatlarin altisin1 (%20.7) pozitif; 23’ini (%79.3) ise MHT ile negatif
bulmuslardir.

Bizim calismamizda bu sonuglarla uyumlu olarak, izolatlarin % 6.3’tinde MHT
pozitif ve %47.6’sinda negatif saptanirken, %46.1’inde degerlendirilememigtir. P.
aeruginosa izolatlarinda MBL {iretimini degerlendirmek amaciyla yapilmis olan gesitli
calismalarda MHT ile %5.5 ila %94.4 arasinda tespit edildigi goriilmektedir (162,208-
214).

Imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testi, MBL tespitinde kullanilan beta
laktam ajanlar ile metal selatorlerin sinerjistik etkisinin gozlemlenesine dayali fenotipik
testlerden biridir (133,215). Scheffer ve ark. (216) kombine disk yontemiyle 29
karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinin yedisinde MBL pozitifligi saptamistir.
Nazokomiyal iiriner sistem enfeksiyonu etkenlerinde MBL varliginin incelendigi bir
calismada 81 P. aeruginosa, dort Pseudomonas putida, iki Burkholderia cepacia
izolatindan 31’i imipenem direngli bulunmustur. Imipenem direngli izolatlarin %16’sinda
KDT ile MBL iiretimi saptanmustir (217). 2012 yilinda yapilmis bir calismada ise
imipenem direngli 63 P. aeruginosa’nin 44’tinde (%69.8) ve 46 Acinetobacter spp.’nin
19°’unda (%41.3) KDT yontemiyle MBL saptanmistir (200). 179 karbapenem direngli
izolatta yapilmis baska bir calismada ise KDT izolatlarin %80.4’tinde (144 izolat) pozitif
bulunmustur (211).

Tiirkiye’de yapilmis c¢alismalarda ise Cakar ve ark. (212) 110 P. aeruginosa
izolatinin 32’sinde (%29.1), Tetik ve ark. (213) ise 52 P. aeruginosa’nin 32’sinde (% 61.5)
MBL saptamislardir. Altoparlak ve ark. (218) yanik iinitesindeki hastalardan izole edilmis
olan karbapenemlere direngli 40 P. aeruginosa ve A. baumannii izolatindan 22’sinde (%

55) pozitiflik saptamislardir.
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Calisgmamizda ise izolatlarin %32.6’sinda  kombine disk testiyle pozitiflik
saptanmistir. Yapilmis calismalarda pozitiflik oranlarinin %16 ila %80.4 arasinda degistigi
gorilmiis ve calismamizin sonuglar1 bu oranlar ile uyumlu bulunmustur (210-213,216-
218).

Metallo beta laktamaz tayini i¢in ¢ok sayida arastirmaci tarafindan gesitli fenotipik
testler denenmis olmasina karsin Ozgiilligi ve duyarliligi yiiksek bir yontem
belirlenenememis ve standardize edilememistir. Bu durum arastirmacilart MBL tayininde;
PZR, izoelektrik fokuslama, poliakrilamid jel elektroforezi ve niikleotid sekans analizi gibi
Ozgulligli ve duyarliligi ¢ok daha yiliksek ancak yogun emek ve uzmanlik gerektiren
molekiiler yontemlerin kullanilmasina yoneltmistir (9,11).

Tayvan’da 2001 yilinda 209 P.aeruginosa izolatinin 21’inde PZR analizi ile MBL
saptamiglar. 21 izolatin 16’sinin blayn.,, besinin ise blapp-; oldugunu bildirilmisdir (120).
Pitout ve ark. (161) imipenem duyarli olmayan 241 P. aeruginosa izolatinin 107’sinde
(%44,39) PZR ile MBL saptanmis; bunlarin 103 {iniin (%43) blay ve dordiiniin (%2) ise
blapgp oldugunu rapor etmislerdir. Samuelsen ve ark. (219) 138 imipenem ve/veya
meropenem direncgli izolattan birinde blayn, ve birinde ise blayn4 olmak iizere iki
izolatta MBL saptanmigdir. Qu ve ark. (220) imipenem duyarli olmayan 264 P.
aeruginosa’nin 10’unda blayn,, 13’linde blapnp.9 ve birinde blaypp.; olmak iizere toplam
24 izolatta PZR ile MBL tespit etmiserdir. Scheffer ve ark. (216) karbapenem direngli 29
izolatin altisinda blasp.; ve birinde blapp.1s olmak tizere 17 izolatta PZR ile MBL
saptamiglardir. Bahar ve ark. (192) imipeneme direngli 115 P. aeruginosa izolatindan
23’linde blayiv geni saptanmislardir. Khosravi ve ark. (204) tarfindan 90 imipenem
direngli P. aeruginosa izolatindan 32’sinde PZR ile MBL tespit edilmistir. Bunlarin
17°sinin blaym-o, 12°sinin blapgp7, ikisinin blapp4 ve birinin ise blaypy.11 oldugu rapor
edilmistir (204).

Ulkemizde ilk tespit edilen MBL, 2004 yilinda Bahar ve ark. (14) tarafindan P.
aeruginosa izolatinda saptanan VIM-5°dir. VIM-5 daha sonraki yillarda Enterobacter
cloacae ve Pseudomonas putida izolatlarinda da saptanmistir (140,221). VIM-2 ise
tilkemizde 2007°de Yakupogullar1 ve ark. (142) tarafindan ayn1 zamanda PER-1 eksprese
eden bir P. aeruginosa izolatinda tanimlanmistir. 2006 yilinda ise aym1 zamanda CTX-M-

15 tipit GSBL de saptanmis olan K. pneumonia izolatinda ilk IMP-1 saptanmustir (141).
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Cakar ve ark. (212) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 110 izolatin 11’inde PZR ile
blaypy geni saptamislardir. Celik ve ark. (222) 2007 yilinda 50 hastadan izole edilmis olan
cogul direngli P. aeruginosa izolatinin hi¢ birinde PZR ile MBL saptamamislardir. Kavruk
ve ark. (223) 2007 yilinda hastane enfeksiyonu olan 123 Pseudomonas izolatinin PZR ile
yedisinde (%5.7) IMP grubu MBL gen varligin1 gostermislerdir. 2009 yilinda Bozgal ve
ark. (224) imipeneme direngli/orta duyarli olan 38 P. aeruginosa nin yedisinde blayp ve
birinde blapp genine uygun PZR {iriinii saptamiglardir. Kaya ve ark. (214) 2011 yilinda
nazokomiyal enfeksiyon etkeni oldugu diisiiniilen ve karbapenem grubu antibiyotiklere
direncli 29 P. aeruginosa izolatindan PZR ile 11’inde (%37.9) VIM-1 geni ile uygun
boyiiklikkte PZR {irtinii saptarken IMP-1, VIM-2 ve IMP-2 genleri uygun PZR {iriinii
saptamamuistirlar (214).

Hastanemizde 2007 yilinda Ozgiimiis ve ark. (15) tarfindan yapilmis olan bir
calismada ise PZR metoduyla 100 Pseudomonas izolatindan birinde (%1) VIM, dokuzunda
(%9) IMP olmak tizere toplam 10 (%10) izolatta MBL saptanmistir. Bizim ¢alismamizda
karbapenemlere direngli 334 P. aeruginosa izolatinin 20’sinde (%6.0) sadece VIM,
dokuzunda (%2.7) sadece IMP ve iiciinde (%0.9) hem VIM hem de IMP olmak iizere
toplam 32 izolatta (%9.6) MBL saptanmistir. izolatlarin hi¢ birinde GIM, SIM, SPM tipi
MBL’ler saptanmamustir.

Bashsi gecen uluslararast c¢alismalarda iilkeler arasinda farkliliklar izlenmekle
birlikte %]1.4 gibi olduk¢a diisiik oranlardan ve %65.2 gibi yiiksek oranlara kadar
degisebilen siklikta MBL pozitifligi izlenebilecegi goriilmiistiir
(120,161,204,216,219,220). Ulusal c¢alismalar gore ise MBL baz1 bolgelerde hig
saptanmamisken bazi bolgelerde %37.9 gibi c¢ok yiiksek oranlara kadar c¢ikabildigi
goriilmistir (15,212,214,222-224). Calismamizin sonuglar1 bu oranlar ile uyumlu
bulunmakla birlikte hastanemizdeki MBL sikliginin  6nceki yillara nazaran artis
gostermedigi gézlemlenmistir (15).

VIM-1 tipi MBL tasiyan ilk izolatlar Fransa (1995), Italya (1997) ve Yunanistan
(1998) gibi giineydogu Avrupa iilkelerinden bildirilmistir ve daha sonraki yillarda Polonya,
Portekiz, Ispanya, Isvicre, Macaristan, Hirvatistan ve Almanya gibi diger Avrupa
iilkelerinde de yayginlastigi goriilmiistiir (81,95). Bu donemlerde VIM tipi MBL’lerin
Avrupa ilkelerine 6zgil oldugu disiiniilmiistiir. Ancak sonraki yillarda VIM tipi
MBL’lerin sadece Avrupa’da degil aynm1 zamanda Kore’de ve diger iilkelerde
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endemisitenin goriilebildigi ayrica Giliney ve Kuzey Amerika, son zamanlarda ise
Avusturalya, Hindistan ve Iran’da goriildiigii bildirilmistir (13,225-231). Bes kitadan
toplam 37 iilkede c¢esitli ¢alismalarda rapor edildigi gibi VIM-2 tiim diinyada tiirler
arasinda en baskin tip oldugu goriilmiistiir (13,232). IMP tipi MBL’ler ise Japonya ve
birka¢ Giineydogu Asya lilkesinde smirliyken glinlimiizde Cin de dahil olmak {izere
Giinaydogu Asya, Avusturalya, ABD, Kanada, Brezilya ve Ingiltere’den de
bildirilmektedir (9,13).

Ulkenizde yapilmis calismalarm iigiinde VIM; diger ikisinde IMP tipi MBL daha
yiiksek oranda bildirilmistir (15,212,214,221-224). Ozgiimiis ve ark. (15) hastanemizde
IMP tipi MBL’yi daha yiiksek oranda saptamis olmalarina karsin bizim ¢aligmamizda ise
VIM, IMP’ye gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Bu sonuglar hastanemizde MBL
sikliginda artis gozlenmemesine karsin baskin olan MBL tipinin VIM lehine degistigini
gostermistir. Calismamizda 2008 yilinda MBL saptanan P. aeruginosa izolatlarinin hepsi
(13 izolat) VIM; 2009 yilinda saptananlarin dordii sadece VIM, ii¢ii sadece IMP, {igii hem
VIM hem de IMP ve 2010 yilinda tespit edilenlerin ise ti¢ii VIM, tigii IMP tipi MBL
tagimaktaydi. Bu {i¢ yil icinde MBL sikliginda azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica 2008
yilinda tespit edilen MBL’lerin hepsinin VIM olmasi hastane i¢i salgin ihtimali konusuna
dikkat ¢ekici olmustur.

Lee ve ark. (225) tarafindan bes Acinetobacter genomospecies 10 klinik izolatinin
ayni anda iki farkli MBL tipinin tagindig1 saptanmistir. Bu izolatlardan ii¢linlin ayn1 anda
VIM-2 ve IMP-1, birinin VIM-2 ve SIM-1 ve birinin ise IMP-1 ve SIM-1 tasidig1 rapor
edilmistir (225). Hindistan’da yapilmis bir ¢calismada da A. baumanni izolatinin ayn1 anda
VIM ve IMP tasidig: bildirilmistir (211). Brezilya’da yapilmis bir ¢calismada ise ii¢ P.
eruginosa izolatinda IMP-1 ve CTX-M2 ve bir izolatta ise IMP-1 ve GES-1’in birlikte
eksprese edildigi rapor edilmistir (233). Meksika’da yapilmis bagka bir calismada ise ii¢
P.aeruginosa izolatindan ikisinde SPM-1’in yan1 sira VIM-2’nin ve birinde de IMP-15’in
eksprese edildigi gosterilmistir (234). Ulkemizde de bir P. aeruginosa izolatinin VIM-2 ve
PER-1"1 birlikte eksprese ettigi bildirilmistir (221). Bizim ¢alismamizda {i¢ izolatta VIM ve
IMP birlikte saptanmistir. Bu bilgiler MBL’lerin hareketli genetik elemanlar aracilifiyla
hizla yayildigini desteklemektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu altin standart yontem olarak kabul edilmektedir ve

yiiksek ozgiilliikte primerlerle ¢alisilmast gerekmektedir (9). Bu calismada VIM ve IMP
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genlerinin her birine 6zgilil farkli ikiser primer ¢ifti kullanilmistir. VIM genine 6zgiil
primerlerden PZR {irlinlerinden biri 382 bp digeri ise 261 bp biiylikliiglindedir. 261 bp tiriin
bliyiikliigline sahip olan primer ¢ifti ile izolatlarin yalnizca altisinda VIM genine 6zgiil
PZR iirlinii saptandi1. 382 bp iirline sahip olan primer ¢iftiyle; VIM saptanan alt1 izolat da
dahil olmak tiizere toplam 23 izolatta VIM tespit edildi. IMP geninin arastirilmasinda
kullanilan primer ¢iftlerinin {irtinleri ise 188 bp ve 765 bp biiyiikliiglindedir. 765 bp iiriin
bliyiikliigline sahip primer ile 3 izolatta IMP geni saptanirken 188 bp iiriin biiyiikliigline
sahip primer ¢ifti ile IMP saptanan ii¢ izolat da dahil olmak kaydiyla toplam 12 izolatta
IMP tipi MBL gen tespit edildi. Bu sonuglar PZR icin kullanilmig olan farkli primer
ciftlerinin farkli ozgiilliiklerde oldugunu diistindiirmiistiir. PZR i¢in dizayn edilmis olan
primer ¢ifti test sonucunun 6zgiilliigiinii de etkiledigi bilinmektedir (235,236).

Metallo beta laktamazlarin = Pseudomonas spp. Acinetobacter spp. ve
Enterobacteriaceae tiyeleri gibi klinik olarak dnemli patojenlerde yayginlagsmasi, integron
ve plazmit gibi hareketli genetik elemanlar ile taginiyor olmast ve MBL bulanan
mikroorganizmalar ile enfekte hastalarda mortalitede artis izlenmesi biiyiikk bir endise
kaynagi olmustur. Yayiliminin 6nlenebilmesi ve erken tani i¢in standardize bir fenotipik
teste ihtiyag oldugunu gostermistir (96).

Modifiye Hodge testi ilk kez 2001 Pseudomonas ssp. ve Acinetobakter spp.
izolatlarinda MBL tayininde kullanan Lee ve ark. (162) yaptiklar1 ¢alismada imipenem
hidroliz deneyi ile kiyasladiklarinda testin duyarliligini %100 ve 6zgiilliiglinii ise %88
olarak bulmuslardir. Ancak bu arastirmacilarin 2003’de yaptiklar1 baska bir calisma
sonucunda; seftazidim direngli ama imipenem duyarli P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
izolatlarinda besiyerine ¢inko ekleyerek yaptiklarr MHT sonuglarmi  PZR ile
kiyasladiklarinda MHT’in duyarliligmin %83.7 ve 0Ozgilliigliniin %97.4 oldugunu
bildirmislerdir (163). Franco ve ark. (237) ise imipenem direngli izolatlarda MHT nin
duyarliligini ve 6zgiilliigiinii sirastyla SPM-1 i¢in %82.4 ve %75, VIM-2 i¢in %90.4 ve
%75.4 oldugunu bildirmislerdir. Pasteran ve ark. (238) ise 36 karbapenemaz iireten, 38
MBL iireten ve 75 karbanenemaz lireten P. aeruginosa izolatinda yaptiklari ¢aligmada
MHT nin duyarliligini %78, 6zgiilliigiinii %57 oldugunu bildirmislerdir.Ayrica Pasteran ve
ark. (239) baska bir ¢alismada MHT ’inde indikator olarak Escherichia coli ATCC 25922
yerine Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 kullanmiglardir. Bu caligma neticesinde

degerlendirilemeyen test sonuglarinin ekarte edilmis olacagini ve bu sekilde yapilan
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MHT’nin P. aeruginosa’da karbapenemaz ve MBL tespitinde %100 duyarlilik ve %98
ozgiilliik sagladigini bildirmislerdir. Ancak bu yontemin kullanilmasiyla P. aeruginosa’da
karbapenemaz ya da MBL varligmmin arastirildigi ve bu bilgiyi destekleyen bir baska
calisma heniiz mevcut degildir (Tablo 26).

Bizim c¢alismamizda ise PZR ile kiyaslandiginda MHT’nin duyarliligt %40.0,
ozgulligl %86.2, pozitif prediktif degeri %28.6 ve negatif prediktif degeri %5.7 olarak
hesaplanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda MHT’in uygulamasi kolay ve ucuz bir test

olmasina karsin MBL tespitinde kullaniminin tartismali oldugu goriilmiistiir (Tablo 26).

Tablo 26. Pseudomonaslarda MBL ve karbapenemaz tespiti acisindan Modifiye
Hodge testinin degerlendirilmesi

Arastirma Calisma grubu Duyarlihk  Ozgiilliik PPD NPD

Lee ve ark. Pseudomonas ssp ve Acinetobakter spp "

2001 (162) %100 %88 - -

Lee ve ark. Seftazidim direngli ama imipenem

2003 (163) duyarli P. aeruginosa ve Acinetobacter %83.7 %97.4 - -
Spp-

Franco ve ark.  Imipenem direngli P. aeruginosa %82.4" %90.4* %73.7° %94 *

2010 (237) %75° %754°  %158°  %98°

Pasteran ve ark. 36 karbapenemaz iireten, 38 MBL

2011 (238) tireten ve 75  karbanenemaz %78 %57 - -

uretmeyen P. aeruginosa
Pasteran ve ark. Karbapenemaz ve MBL iireten ¢ ¢
2011 (239) P. aeruginosa %100 %98 ) )
Bu ¢aligma Karbapenem direngli P. aeruginosa %40.0 %86.2 %28.6 %5.7

*: Altin standart yontem olarak imipenem hidroliz deneyi kabul edilmistir, > SPM-1 pozitif izolatlar igin, ®:
VIM-2 pozitif izolatlar igin.

Imipenem/imipenem-EDTA kombine disk testi, 2002 yilinda Yong ve ark. (164)
tarafindan gelistirilmistir. imipenem diskine 750 ug EDTA ekledikleri ¢calismada disklerin
arasindaki inhibisyon zon c¢ap1 farki 7 mm ve iizerinde ise pozitif olarak
degerlendirmislerdir. Bu calismada KDT’nin duyarliligt ve 6zgilligi %100 olarak rapor
edilmistir (164). Yan ve ark.’nin (165) 2004 yilinda MBL iirettigi bilinen Pseudomonas
spp. ve A. baumanni izolatlar1 ile benzer yontemi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada testin
duyarliligimi %87.0 ve 6zgiilliigiiniinii ise %96.7 olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde
2003 yilinda yapilmis olan Oh ve ark.’nin (240) ¢alismasinda imipenem/imipenem+EDTA
kombine disk testinin VIM-2 pozitif izolatlarda duyarliligi %93.9, 6zgilligi %99.0,
pozitif prediktif degeri %96.9 ve negatif prdediktif degeri %98.0 olarak saptanmigtir. IMP-
1 pozitif izolatlarda duyarliligi %0, 6zgiilliigii %99.0, pozitif prediktif degeri %96.9 ve
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negatif prediktif degeri %98.0 olarak bulunmustur. MBL i¢in genel olarak ise duyarlilig
%88.6, ozgiilliigh %98.9, pozitif prediktif degeri %96.9 ve negatif prediktif degeri %95.9
olarak bulmuslardir (240). 2005 yilinda Pitout ve ark. (161) kombine disk testini imipenem
ve meropenem diskleri kullarak yapmislardir. Calisma imipenem ve meropenem disklerine
744 ng, 930 pg ve 1302 pg olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyonda EDTA eklenerek
gerceklestirilmisdir. Calisma sonucunda 930 pg EDTA kullanilan testlerde inhibisyon
zonunun degerlendirmesinin daha net oldugunu belirtilmisdir ve testin duyarlhiligini %96 ve

ozgilligiini %91 olarak bulmuslardir (161).

Tablo 27. Psodomonaslarda MBL ve karbapenemaz tesipiti acisindan

imipenem/imipenem+EDTA kombine disk testinin
degerlendirilmesi
Arastirma Calisma Kriterleri Duyarhhk Ogiillik PPD NPD
Yong ve ark. 2002 (164) 750 ug EDTA  >7mm  %95.7 %91.0 - -
Oh ve ark. 2003 (240) 730 pg EDTA  >7mm  %93.9" %99.0"  %96.9"  %98.0"
0° %99.0°  %96.9°  %98.0°
Yan ve ark. 2004 (165) 750 ng EDTA  >7mm  %87.0 %96.7 - -
Pitout ve ark. 2005 (161) 930 ng EDTA  >7 mm
Berges ve ark. 2007 (241) 750 pg EDTA  >6mm %100 %72.7 %76.9 %100
Samuelsen ve ark. 2008 (219) 518 ug EDTA  >8mm %100 %91 %29 %100
Manoharan ve ark. 2010 (242) 930 pug EDTA  >7mm  %90.9 9%93.3 - -
Franco ve ark. 2010 (237) 730 pg EDTA  >8mm  %100° %32.7° %3277 %100°
%100 %262°%  %7.7° %100
Bij ve ark. 2011 (243) 370 ug EDTA  >5mm %100 %90 - -
Yong ve ark. 2012 (244)* 518 ug EDTA >3 mm %100 %11.4 - -
Bu ¢alisma 930 ug EDTA  >7mm  %90.6 %73.5 %26.6 %98.7

*: Miiller Hilton agar yerine MacConkey agar kullamlnustir, *: VIM-2 pozitif izolatlar igin, *: IMP-1 pozitif
izolatlar i¢in, “: SPM-1 pozitif izolatlar igin.

Kombine disk testininin MBL tayininde MHT’ ne gore daha yiiksek duyarlilikta
bulunmus olmasinin yani sira IMP tipi MBL tayininde seftazidim ve 2-MPA’nin; VIM tipi
MBL {ireten izolatlarin fenotipik olarak tayininde ise imipenem ve EDTA’nin
duyarhiliginin yiiksek oldugunu bildiren c¢alismalar mevcuttur (219,241,243,244). Bazi
calismalarda MBL tipine gore de duyarlilik ve 6zgiilliigiinlin degisebildigi gorilmiistiir
(237,240). Tablo 23’de goriildiigii gibi bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olup gerek
test kosullar1 gerekse degerlendirme kriteri ile ilgili arastirmacilar tarafindan fikir birligi
olusturulamamis ve standardizasyon saglanamamistir (219,237,240-245).

Kombine disk testinde, EDTA’nin bakteriyel inhibisyon etkisinin olmas1 inhibisyon

zonunun MBL’nin EDTA ile inhibe olmasi sonrasinda m1 yoksa EDTA’nin kendisinin
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bakteriyel inhibisyon yapmasindan mi kaynaklandiginin ayrimi yapilamayacagindan
pozitif degerlendirilmesi s6z konusu olabilmektedir (246). P. aeruginosa’da EDTA’nin
hiicre gegirgenliginde azalma ve OprD ekspresyonunda azalma etkisi sonucu testte yalanci
pozitiflikler olabilmektedir (9,241).

Modifiye Hodge test ve KDT gibi fenotipik testlerin MBL tayininde yetersiz kaldigi
goriilmiistiir. Ayrica glinlimiizde bilinen MBL tiirleri disinda MBL olabilecegi ve fenotipik
testlerde pozitifliklerin bilenen MBL tiirleri disinda heniliz bilinmeyen MBL’lerden
kaynaklanabilecegi de ihtimal dahilinde bulundurulmalidir.

VIM ve IMP tipi enzimler pek cok iilkede en yaygin olarak bildirilen MBL tipleridir.
Cesitli tilkelerde MBL tiirlerinin yayillimininin yan1 sira MBL {ireten izolatlarin yaptigi
salginlar da bildirilmektedir. Her ne kadar ¢esitli ulusal ¢alismalarda lokal yayilimin
incelendigi goriilse de kitalar aras1 yayilimin arastirildigi global epidemiyolojik calismalar
kisith sayidadir (247).

Patzer ve ark. (248) Polonya’da 1998-2001 yillar1 arasinda hospitalize g¢ocuk
hastalarin klinik 6rneklerinden topladiklar1 imipenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin
MBL iiretimini ve PFGE ile klonal iligkilerini incelemislerdir. Bu izolatlarin 11 tanesinde
PZR ile blay.4 geni saptamislardir. PFGE ile bu izolatlarin 4 farkli patern gosterdigini ve
3 altgrupta toplandigini bildirmislerdir (248). 1998-2004 yillar1 arasinda yine Patzer ve ark.
(249) Polonya’da bir ¢ocuk hastanesinde dokuz yillik stirede 20 Pseudomonas izolatinda
MBL tespit etmislerdir. Bunlardan iki P. aeruginosa izolatinin VIM-2, 16 P. aeruginosa
izolatinin VIM-4 ve iki Pseudomonas putida izolatinin VIM-4 tasidigin1 gostermislerdir.
VIM-4 saptanmis P. aeruginosa izolatlar1 PFGE ile genetik olarak iligkili bulunmustur.
Aragtirmacilar MBL igeren izolatlarin yillarca hastenede kalabilecegini ve eradikasyonun
giic oldugunu vurgulamislardir (249).

Pitout ve ark. (158) 2002-2006 yillar1 arasinda {igii erigkin biri pediatrik olmak tizere
dort farkli hastaneden toplanmis 518 tanesi hasta Orneklerinden 10 tanesi cevre
orneklerinden izole edilmis 528 karpanem direngli P. aeruginosa izolatinda MBL {iretimini
ve klonal iliski varhigini aragtirmiglardir. 178 izolatta VIM-2, yedi izolatta ise IMP-7
saptamiglardir. 178 VIM pozitif izolat iki yakin iligkili patern gdstermistir ve bunlarin
154°{i bir grup olustururken 21°i farkli bir grup olusturmustur. U¢ VIM pozitif izolatin ise
bu paternler ile iliskisiz oldugunu tespit etmislerdir. IMP pozitif izolatlarin ise bu

gruplardan farkli bir grupta oldugunu bildirmislerdir (158).
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2009-2010 yillarinda Japonya’nin farkli bolgelerinde 114 hastaneden toplanan 217
coklu ilaca direngli P. aeruginosa’larin 145’inde IMP saptanmistir. izolatlarin 128°i PFGE
ile genetik iliskili olup bir grupta tolanirken 16’sinin genetik iligkili bir bagka grup
olusturdugunu saptamuslardir. izolatlarin farkli cografik bolgelerden izole edilmesine
karsin genetik iligkili olmasi1 dikkat ¢ekici olmustur (250).

Giliney Kore’de yapilmis bir ¢alismada iilke genelinden 664 P. aeruginosa izolat
toplanmis ve izolatlarin 224’iinde karbapenem direnci saptanmistir. Karbapenem direngli
izolatlarin 35’inde IMP-6 tespit edilmistir. IMP saptanan 35 izolatin hepsi PFGE ile %85
ve iizerinde klonal iligkili bulunmustur. Ulke genelinde tek bir izolatin yayilim gdstermis
oldugu goriilmiistiir (251).

Hastanemizde yapilmis olan Ozgiimiis ve ark.’nin ¢alismasinda IMP saptanmis
dokuz P. aeruginosa izolati repetetif intergenik konsensus PZR (ERIC-PCR) yontemi ile
klonal iligkili bulunmus olup hastanemizde IMP iireten P. aeruginosa izolatlarinin yayilimi
oldugu gosterilmistir (15).

Calismamizda pediatrik yas grubu yatan hastalarin VIM tipi MBL tespit edilen
izolatlarindan PFGE ile tigii (PA14, PA19, PA206) %90 ve iizeri oranda klonal iligkili
bulundu. Bu izolatlarin ii¢cli de Pediatri Siit Cocugu Servisinde yatan hastalardan 2009 yili
Subat-Agustos aylarinda izole edildi. Her {i¢ izolatin antibiyotik duyarlilik sonuglarinin
benzer oldugu goriildii. Bu izolatlarin hepsinde KDT ile de MBL iiretimi izlenebildi. MHT
ise PA14’de pozitif iken PA19 ve PA206°da degerlendirilemedi.

Caligmamizda pediatrik yas grubu yatan hastalarin IMP saptanan P. aeruginosa
izolatlarindan ise ikisi (PA31, PA35) arasinda %83 oraninda benzerlik tespit edildi. PA31
ve PA35 izolatlar1 2010 yili Mart aymnda Pediatri YBS’de yatan iki hastadan izole edildi ve
her iki izolatin antibiyotik duyarlilik paternleri benzer bulundu. Her iki izolatta MHT ve
KDT ile fenotipik olarak MBL {iretimi goriildii. Ayn1 donemde ayni1 serviste yatmis baska
bir hastaya ait olan PA33 izolati1 ise antibiyotik duyarlilik paterni bakimindan benzer
olmasina karsin PFGE profiline gore diger iki izolatla %52 iligkili saptandi. VIM ve IMP
birlikte pozitif saptanan PA146 izolat1 ise IMP pozitif saptanan PA140 izolat1 ile %80
iligskili bulundu. Bu izolatlar 2009 yilinin Subat-Mart aylarinda iki farkli serviste yatan
hastalardan izole edildi. PA146 izolatinda MHT degerlendirilemedi ve KDT ile fenotipik
olarak MBL iiretimi izlendi. PA140 izolatinda ise MHT negatif bunurken KDT pozitif

bulundu. Iki izolatin antibiyotik duyarlilik paternlerinde farliliklar oldugu goriildii.
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Calismamizda erigkin yas grubu yatan hastalardan izole edilen VIM tipi MBL iireten
13 izolatin 11’inde (PA230, PA237, PA259, PA282, PA238, PA298, PA254, PA43,
PA238, PA241, PA236) %90 ve iizerinde klonal iliski saptanirken ikisi (PA272, PA306)
hem diger izolatlarla hem de biribirleriyle biiyiik oranda farkli bulunmustur. Aralarinda
yakin klonal iliski saptananan 11 VIM pozitif izolatin dordii Anestezi ve Cerrahi Yogun
Bakim Servisinde, ikisi Noroloji ve Norosirurji Yogun bakim Servisinde ve digerleri ise
Yanik Unitesi, Dahiliye Servisi, Kardiyoloji Servisi, Plastik Cerrahi Servisi, Ortopedi
Servisi gibi hastanemizin farkli kliniklerinde yatan hastalardan izole edilmistir. Ayrica bu
izolatlar 2008-2010 yillarinda farkli zamanlarda izole edilmistir. Klonal iligkili bulunan
izolatlarda PA238 diginda hepsinde KDT ile fenotipik olarak MBL {iretimi gosterilmigken
MHT ile gosterilemedi ve izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinda farkliliklar mevcuttu.
Klonal iligki saptanamayan iki izolat ise Cerrahi Yogun Bakim servisinde yatan
hastalardan izole edilmistir. Erigkin yas grubu yatan hastalardan izole edilen IMP tipi MBL
tireten 4 P. aeruginosa izolatindan {i¢ izolat (PA136, PA139, PA145) arasinda %92 ve bu
izolatlarin diger bir izolat (PA166) ile aralarinda %78 benzerlik saptandi. Bu izolatlar
Plastik Cerrahi Servisi, Noroloji Yogun Bakim Servisi, Dahiliye Yogun Bakim Servisi ve
Genel Cerrahi servislerinde takip edilen hastalardan 2009 yili iginde farkli tarihlerde izole
edildi. Izolatlarm hepsinde KDT ile MBL iiretimi gdsterilmisken MHT ile pozitif sonug
elde edilmedi ve antibiyotik duyarliliklar farkliliklar gostermekteydi.

Caligmamizda erigkin yas grubu poliklinik hastalarinda ise VIM tipi MBL {ireten P.
aeruginosa izolatlarindan iki tanesi (PA152 ve PA277) birbiri ile %88 iliskili ve ayni anda
VIM ve IMP bulunduran PA156 ise bunlarla %78 iliskili bulunmustur. izolatlarin biri
(PA152) Uroloji Polikliniginde, diger ikisi (PA277 ve PA156) ise Kulak Burun Bogaz
Polikliginde Haziran 2008- Nisan 2009 tarihleri arasinda tetkik ve tedavi uygulanmis
hastalardan izole edildi. Izolatlarin {iciinde de KDT ile MBL iiretimi fenotipik olarak da
gosterilmis olup MHT ile pozitiflik elde edilmedi ve antibiyotik duyarlilik paterninde
farkliliklar gézlendi. Eriskin yas grubu poliklinik hastalarinin IMP ve VIM birlikte pozitif
bulunan PA143 ile PA156 izolatlar1 birbiri ile %75 benzer bulundu. Izolatlarn her ikisi
2009 yili Nisan ve Mayis aylarinda Kulak Burun Bogaz Poliklinigi ve Acil Poliklinikte
tetkik ve tedavi uygulanmis hastalardan izole edildi. PA143 izolatinda da kombine disk
testi ile fenotipik olarak MBL gosterildi.
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Caligmamizda yapilan PFGE sonuglaria gore VIM pozitif izolatlarin ve IMP pozitif
izolatlarin kendi aralarinda klonal iliski gosterdikleri ve klonal ilkiskili saptanan izolatlarin
gerek antibiyotik duyarlilik paterni agisindan gerekse MBL’lerin fenotipik olarak
uretilebilmesi  acisindan  farkliliklar — sergileyebildigi  gozlemlendi. Genetik  ve
epidemiyolojik olarak iliskili olmayan izolatlar da ayn1 plazmidi bulundurabileceklerinden
benzer duyarlilik paterni sergileyebilmektedir. Bu nedenle antibiyotik duyarlilik test
sonuglarin epidemiyolojik caligmalarda degeri diisiiktiir (252,253).

Genetik iligskili IMP pozitif P. aerugiosa izolatlarin hastanemizde 2002-2004
yillarinda yayilimi ile ilgili veri mevcut olup benzer sekilde calismamizda 2008-2010
yillarinda pediatrik yas yatan hastalar, eriskin yas yatan hastalar ve hatta poliklinik
hastalarinda MBL pozitif izolatlara ait genetik iliskili klonlar belirlenmistir (15). MBL
pozitif izolatin hem hastane icinde farkli servislerde hem de toplumda yayilabildigi
gozlemlenmistir Ulkemizde de diinyada oldugu gibi P. aeruginosa’nmin neden oldugu
salginlar rapor edilmektedir. Salginlardan siklikla enfekte hastayla ve kontamine
materyallerle dogrudan temas edilmesi, medikal malzemelerin yetersiz dezenfeksiyonu,
yanlis eldiven kullanimi, hastane ¢alisanlarinin elle temasi sonucu betadin sisesi, sivi sabun
kaplar1 sik temas edilen yilizeylerin kontamine olmasi sorumlu tutulmaktadir. Saginlarin
onlenmesinde eldiven ve Onliilk gibi koruyucu ekipmanlarin kullanimi, hastayla temas
oncesi ve sonrasinda dezenfeksiyon, invaziv islemler sirasinda sterilite ve hijyen
kurallarina uyulmasi salginlari yavaslatmaktadir. Bu nedenle direngli mikroorganizmalarin
hastanede ve toplumda horizantal yayilimin Onlenebilmesi i¢in enfeksiyon kontrol
onlemlerine uyulmalidir (254,255).

Metallo beta laktamazlarin cografik yayilimimi, MBL {ireten mikroorganizmalarin
enfeksiyonlarmin o6nlenmesi ve optimum tedavi politikasinin belirlemek amaciyla
arastirmacilar1 bu enfeksiyonlar agisindan risk faktorlerinin ve MBL iiretiminin enfeksiyon
tizerine etkisinin belirlenmesi yoniinde ¢aligmalara yonlendirmistir (5, 256-259).

2012 yilinda yanik ve cerrahi alan enfeksiyonu etkeni olan 103 P. aeruginosa ve 39
Acinetobacter spp. izolatindan fenotipik yontemlerle MBL siklig1 ve MBL iiretimi i¢in risk
faktorii olabilecek klinik oOzellikler arastirilmistir. Calismada 33 P. aeruginosa ve 6
Acinetobakter spp. izolatinda fenotipik olarak MBL iiretimi saptanmistir. MBL tespit
edilemeyenlerle kiyaslandiginda bu izolatlarin izole edildigi hastalarda greft uygulamasi ve

cerrahi girisim uygulamalar risk faktori (p < 0.05) olarak belirlenmistir. MBL {ireten ve
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iiretmeyen P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. enfeksiyonlari icin ise sekiz giinden daha
uzun siireli hospitalizasyon, kateterizasyon, intravendz damar yolunun bulunmasi, mekanik
ventilasyon ve antibiyotik kullniminin ortak risk faktorii oldugunu belirtmislerdir (256).

Zavascki ve ark. (257) 18 yas alt1 hastalar ve kistik fibrozisli hatalar1 calismadan
dislanarak enfeksiyon etkeni oldugunu belirledikleri 298 P. aeruginosa izolatinda fenotipik
testler kullanilarak MBL varligin1 belirlenmis ve MBL {ireten P. aeruginosa izole edilen
86 hastada ¢esitli klinik 6zellikleri incelemislerdir. Calisma sonucunda beta laktam grubu
antibiyotik kullanimi (p < 0.001), florokinolon kullanim1 (p = 0.005), norolojik hastalik
varligi (p = 0.01), iriner sistem enfeksiyonu olmasi (p = 0.01), bobrek yetmezliginin
olmasi (p = 0.02), yogun bakim iinitesinde yatis (p = 0.03) risk faktorleri olarak
belirlenmistir (257).

Horianopoulou ve ark. (258) ise VIM-2-iireten Gram negatif bakteri kolonizasyonu
bulunan yogun bakim hastalarinda kolonizasyon agisindan risk faktorii olusturabilecek
parametreleri degerlendirmislerdir. Calismalarinda yogun bakim hastalarinin 29’unda
cesitli Gram negatif bakterilerin kolonizasyonun tespit etmislerdir ve bunlarin altisinda
blaVIM-2-pozitif P. aeruginosa izolat1 saptamiglardir. Karbepenem grubu (p = 0.01) ve
karbapenem dis1 beta laktam grubu antibiyotiklerin kullanimimin (p = 0.03), 20 giinden
daha uzun siire yogun bakim tinitesinde yatisin (p = 0.001) blaVIM-2-pozitif garm negatif
bakteri kolonizasyonu agisindan risk faktorii olusturdugunu bildirmislerdir (258).

Noue'r ve ark. (259) ise calismalarinda antibiyotik kullaniminin 6zellikle kinolon
grubu antibiyotiklerin kullaniminin SPM pozitif ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa
kolonizasyonu/enfeksiyonu i¢in risk faktorii olusturdugunu bildirmislerdir.

Zavascki ve ark (5) yaptiklar1 bagka bir calismada ise 18 yas alt1 hastalar ve kistik
fibrozisli hastalar1 ¢alismadan diglayarak enfeksiyon etkeni oldugunu belirledikleri 298 P.
aeruginosa izolatinda fenotipik testler kullanarak MBL varligin1 belirlemisler ve MBL
iireten P. aeruginosa izole edilen 86 hastada mortalitenin artmis oldugunu rapor etmislerdir
(5). Bizim calismamizda ise pediatrik yas grubu yatan hastalarda MBL pozitif P.
aeruginosa izolasyonunun mortaliteye etkisi veri sayisinin yetersizligi nedeniyle
degerlendirilememistir. Eriskin yas grubu yatan hastalarda ise MBL pozitif olan ve
olmayanlar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.

Calismamizda izolatlarda VIM ve IMP saptanmistir ancak MBL alttipleri

belirlenememistir. Ileriki calismalarda izoelektrik fokuslama ya da sekans analizi gibi
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yontemler kullanilarak IMP ve VIM tipi MBL’lerin alt tipleri belirlenmelidir. Caligmamiza
dahil edilmis olan hastalarin ancak belirli bir kisminin klinik bilgilerine ulasilabilmistir.
Ozellikle vaka grubu hastalarin biiyiik bir kisminin klinik bilgilerine ulasilamadigindan
MBL varliginin hastaya ait klinik parametreler ve hastanin klinik prognozu {izerine
etkisinin degerlendirilmesi kisitl sayida veri ile yapilabilmistir. Ozellikle polklinik grubu
hastalarin hi¢ birinde klinik dokiimantasyona ulagilamamig olmast MBL pozitifliginin
toplumdaki etkisi degerlendirilememistir.

Calismamizda hastanemizde MBL siklig1 belirlenmis olup yillar i¢cinde MBL
sikliginda artigin olmadigi ve baskin MBL tipinin VIM lehine degistigi gozlemlenmistir.
Gerek pediatrik gerekse eriskin hastalarda MBL pozitif P. aeruginosa izolatlarinin hastane
ici salgmlar olusturdugu izlenmistir. MBL pozitif P. aeruginosa izole edilen eriskin yas
grubu hastalarda hastanede yatis siiresinin uzamis oldugu gdosterilmistir. Bu bilgiler hastane
ici enfeksiyon kontrol programlar1 ve tedavi politikalarinin olusturulmasinda dikkate
alabilecek epidemiyoljik bir veri olusturmustur. Calismamiz iilkemizde ayni anda iki
farkli MBL tipi bulunduran P. aeruginosa izolatinin tespit edildigini bildiren ve MBL
pozitif P. aeruginosa izolatlarinda klonal iliskinin PFGE ile arastirildig: ilk arastirmadir.

Sonug¢ olarak, calismamizda kullanilmis olan MHT’in ve imipenem/imipenem-
EDTA KDT’nin bilinen MBL’leri saptamada yeterli olmadigi goriilmistiir. Mevcut
yontemlerin modifikasyonu veya yeni yontemlerin gelistirilebilmesi i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular
epidemiyolojik veriler olusturmustur.

Calismamizin neticesinde gerek pediatrik gerekse eriskin yas grubu yatan hastalarda
MBL pozitif P. aeroginosa tespit edilen hastalar ile tespit edilemeyen hastalar arasinda
arastirilan klinik 6zellikler agisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Ancak
MBL pozitif P. aeroginosa izole edilen erigkin yas grubu yatan hastlarda hastanede yatis
siiresi daha uzun bulunmustur (p = 0.049). Ayrica eriskin yas grubu yatan hastalarda ise

MBL pozitif olan ve olmayanlar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na 2008-2010 yillarinda
gonderilen cesitli klinik 6rneklerinden izole edilmis 334 imipenem ve/veya meropeneme
orta duyarli/direncli P. aeruginosa izolatinda MBL sikliginin ve tiplerinin belirlenmesi,
MBL tesbit edilen izolatlar arasinda klonal iliskinin PFGE ile arastirilmasi, MBL pozitif P.
aeruginosa izole edilen hastalara ait ¢esitli mikrobiyolojik, demografik ve klinik
ozelliklerin belirlenmesi ve bu Ozelliklerin MBL ile ilikiginin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. Calismanin neticesinde asagidaki sonuclar elde
edilmistir:

1. Karbapenem diren¢li P. aeruginosa izolatlar1 en sik (%51.8) yogun bakim

servislerinde, ikinci siklikta (%35.9) cesitli servislerde ve daha az siklikta
(%12.3) polikliniklerde takip edilen hastalardan izole edilmistir.

2. Karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlar1 sirasiyla solunum yolu (%49.4),
genitoiiriner sistem (%18.9), cilt ve yumusak doku (% 17.6), kan (%8.4) ve diger
bolge (%19.0) drneklerinden izole edilmistir.

3. Karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin %48.2’si piperasiline, %39.2’si
piperasilin/tazobaktama, %46.7’si seftazidime, %47.5’1 sefepime, %59.0’u
aztreonama, %31.4’t gentamisine, %15.3’ti amikasine ve %31.4’u
siprofloksasine direngli bulunmustur.

4. MHT ile MBL veya karbapenemaz iiretimi izolatlarin % 6.3’linde pozitif ve
%47.6’s1inda negatif saptanirken, %46.1°inde degerlendirilememistir.

5. Kombine disk testiyle MBL iiretimi agisindan izolatlarin %32.6’sinda pozitiflik

saptanmuistir.
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Karbapenemlere direncgli 334 P. aeruginosa izolatinin PZR ile 20 (%6.0)’sinda
sadece VIM, 9 (%2.7)’sinde sadece IMP ve 3 (%0.9)’unda VIM ve IMP birilikte
olmak iizere toplam 32 (%9.6)’sinda MBL saptanmustir.

Karbapenemlere direngli 334 P. aeruginosa izolatinin hi¢ birinde PZR ile GIM,
SIM ve SPM tipi MBL’ler saptanmamugtir.

Calismamizda 2008 yilinda MBL saptanan P. aeruginosa izolatlarinin hepsi (13)
VIM; 2009 yilinda saptananlarin dérdii sadece VIM, ii¢ii sadece IMP, ii¢ii VIM
ve IMP birlikte ve 2010 yilinda tespit edilenlerin ise iicli VIM, tigii IMP tipi
MBL tasimaktadir.

Ug yil icinde MBL sikliginda azalma oldugu gériilmiistiir.

PZR ile kiyaslandiginda MHT i¢in duyarlilik %40.0, 6zgiillik %86.2, pozitif
prediktif deger %28.6 ve negatif prediktif deger %5.7 olarak hesaplanmigstir.
PZR ile kiyaslandiginda KDT ig¢in duyarlilik %90.6, 6zgillik %73.5, pozitif
prediktif deger %26.6 ve negatif prediktif deger %98.7 olarak hesaplanmustir.
Pediatrik yas grubu hastalarin izolatlarmin {g¢iinde VIM, dordiinde IMP ve
birinde ise hem IMP hem de VIM tipi MBL tespit edilmistir.

Pediatrik yas grubu hastalarin VIM tipi MBL tespit edilen izolatlarindan iicii
%90 ve tlizeri oranda klonal iliskili ve ayn1 anda VIM ve IMP saptanan bir izolat
ise bu grup ile %78 iliskili bulunmustur.

Pediatrik yas grubu hastalarin IMP tesbit edilen izolatlardan ikisi arasinda %83
oraninda; baska bir izolat ile VIM ve IMP ayni anda pozitif olan bir izolat
arasinda %80 oraninda klonal iligki tespit edilmistir.

Eriskin yas grubu yatan hastalarin 13’tinde VIM ve 4’linde IMP tipi MBL
saptanmuistir.

Erigkin yas grubu yatan hastalarin VIM tipi MBL tespit edilen izolatlarmn 11’1
arasinda %90’a yakin oranda klonal iligkili bulunmustur.

Eriskin yas grubu yatan hastalarin IMP tespit edilen izolatlardan ikisi arasinda
%75 oraninda klonal iligki tespit edilmistir.

Poliklinik hastalarinin izolatlarindan dordiinde VIM, birinde IMP ve ikisinde
VIM ve IMP birlikte saptanmistir.
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19. Poliklinik hastalarinin izolatlarindan VIM tipi MBL tespit edilen ikisi %88 ve
VIM ve IMP birlikte pozitif olanlardan biri ise bunlarla %78 klonal iligkili
bulunmustur.

20. Poliklinik hastalarinin izolatlarindan VIM ve IMP bitlikte saptanan edilen iki
izolat arasinda %75 oraninda klonal iliski tespit edilmistir.

21. Eriskin yas grubu yatan hastalardan MBL pozitif P. aeruginosa izole edilenlerde
enfeksiyondan sonra hastanede yatis sliresinin MBL negatif P. aeruginosa izole
edilenlere gore daha uzun oldugu belirlenmistir (p=0.049).

Calismamizda kullanilmis olan iki fenotipik testin bilinen MBL’leri saptamada
yeterli olmadigi goriilmiis ve bu konuda mevcut yontemlerin modifikasyonu veya yeni
yontemlerin gelistirilebilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir.

Hastanemizde yatan hastalarda ve poliklinik hastalarinda MBL iireten P. aeruginosa
izolatlarinda MBL varlig1 gosterilmis olup MBL pozitif izolatlara ait klonlarinin hastane
icinde farkli servisler arasinda ve toplumda yayilabildigi izlenmistir. Ayrica MBL pozitif
P. aeruginosa saptanan erigkin hastalarda hastanede yatig siiresinin uzamis oldugu
goriilmistiir. Poliklinik hastalarinda MBL pozitif P. aeruginosa izolatlarinin varligi ve
izolatlar arasinda klonal iligki tespit edilmesi, toplum iginde yayilimi diigiindiirmektedir.
MBL pozitif izolatlarin toplumdaki sikliginin  daha kapsamli  bir  sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in yapilacak bolgesel ve ulusal ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Sahip oldugu diren¢ mekanizmast nedeniyle tedavi tercihleri kisith olan bu
mikroorganizmanin hastanemizde yayilimini Onlemek ic¢in uygun enfeksiyon kontrol

programlarinin titizlikle uygulanmasi gerekmektedir.



7. OZET

METALLO-BETA-LAKTAMAZ URETEN KLINIK PSEUDOMONAS
AERUGINOSA iZOLATLARININ EPIDEMiYOLOJIK ANALIZi

Kazanilmig metallo beta laktamazlarin (MBL’lerin) 6zellikle P. aeruginosa’da ortaya
¢ikisi, bu enzimlerin tespit edilmesinde kullanilan yontemlerin standardizasyonunun heniiz
saglanamamistir ve epidemiyolojik veri ve klinik deneyimin yetersiz olmasi nedeniyle
artan bir endise kaynagidir. Bu calismada MBL {ireten P. aeruginosa izolatlariin
mikrobiyolojik ve epidemiyolojik 6zelliklerinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Calismaya hastanemizde 2008 ve 2010 yillar1 arasinda toplanmis olan
karbapenemlere orta duyarli/direngli bulunan P. aeruginosa izolatlar1 dahil edilmistir.
MBL varlig1 cesitli fenotipik testler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
arastirilmistir. MBL pozitif izolatlarin klonal iliskisi Pulse Field Jel Elektroforezi (PFGE)
ile incelenmistir. Hastalarin ¢esitli klinik 6zellikleri, MBL pozitif P. aeruginosa varligina
gore istatiksel olarak degerlendirilmistir.

Ug vyiiz otuz dért izolatin, Modifiye Hodge testi (MHT) 21’inde (%6.3),
imipenem/imipenem-EDTA kombine disk testi (KDT) 109’unda (%32.6) ve PZR ise
32’sinde pozitifti. PFGE analizi sonuclarina gore, pediatrik yas hastalarda izole edilmis {i¢
VIM pozitif izolat klonal iligkili saptandi. Erigkin yas yatan hastalardan izole edilmis 11
VIM pozitif izolat klonal iligkiliydi. Poliklinik hastalarindan izole edilmis iki VIM pozitif
izolat klonal iliskiliydi. MBL pozitif P. aeruginosa saptanan eriskin yas yatan hastalarda
hastanede kalis siiresinin daha uzun oldugu saptandi (p degeri=0.049).

Sonug olarak MBL’lerin toplumda ve hastane i¢inde yayilabildigi ve MBL pozitif P.
aeruginosa saptanan erigkin yas yatan hastalarda hastanede yatig siiresinin uzadig
goriilmiustiir. Tiirkiye’de VIM ve IMP birlikte pozitif P. aeruginosa’nin rapor edildigi ilk
calismadir.



8. SUMMARY

EPIDEMIOLOGICAL ANALYSIS OF METALLO-BETA-LACTAMASE
PRODUCING CLINICAL iISOLATES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA

The emergence of acquired metallo-beta-lactamases (MBLs) especially in
Pseudomonas aeruginosa is an increasing concern because of the methods used to identify
MBLs which have not been standardized yet, and insufficient epidemiological data and
clinical experience for these enzymes. In this study we aimed to investigate the
microbiologic and epidemiologic characteristics of P. aeruginosa producing MBL.

P. aeruginosa isolates that were intermediate resistant/resistant to carbapenems
have been collected between 2008 and 2010 in our hospital were included in the study. The
presence of MBL was investigated by a variety of phenotypic methods and Polymerase
Chain Reaction (PCR). The clonally relationships of MBL positive isolates have been
examined by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). The clinical characteristics of
patients were statistically analysed according to the presence of MBL positive P.
aeruginosa.

Of 334 isolates, were positive 21 (6.3%) with modified Hodge Test (MHT), 109
(32.6%) with imipenem/imipenem-EDTA combined disk test (CDT) and 32 (9.6%)
Polymerase Chain Reaction (PCR). According to PFGE analysis, three VIM positive
isolates clonnally related, which were identified from pediatric patients. Eleven VIM
positive isolates were clonnally related, which were identified from adult hospitalised
patients. Two VIM positive isolates were clonally related, which were identified from adult
outpatient. It was detected that hospital stay was longer for the adult hospitalised patients
with MBL positive P. aeruginosa (p value =0.049).

In conclusion, it was observed that MBL-positive P. aeruginosa isolates could
spread in the community or in the hospital, and also length of hospital stay was longer for
the adult patients with MBL positive P. aeruginosa. This is the first study reporting both
VIM and IMP positive P. aeruginosa in Turkey.
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