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OZET

Pseudomonas aeruginosa 6zellikle yogun bakim {initelerinde yatan ve bagisiklik
sistemi baskilanmis kisilerde ¢esitli infeksiyonlara neden olan firsat¢1 patojenlerden
biridir.Bu calismada Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ndenozokomiyal Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda ¢oklu ilag direnci ve
metallo beta-laktamaz (MBL) aktivitesinin arastirilmasi amaglandi.Pseudomonas
aeruginosa hastane infeksiyonlarinin en basta gelen etkenlerinden biri
olupantimikrobiyal direng siklifinin artmasiyla tedavi secenekleri giderek azalmaktadir.
P. aeruginosaizolatlarinda ¢oklu ila¢ direncinin ve metallo beta laktamaz aktivitesinin
belirlenmesi, tedavide kullanilacak antimikrobiyal se¢imi ve gelecekte olusabilecek
direng gelisimini engellemek agisindan 6nemlidir.

Calismaya cesitli servislerden izole edilen 178 P. aeruginosa izolati dahil edildi.
Izolatlarin coklu ila¢ direncini saptamak icin 2020-The Eureopan Committee on
Antimicrobial Susceptibilitiy Testing (EUCAST)’nin o6nerileri dogrultusunda disk
difiizyon yontemi kullanildi. Metallo beta-laktamaz aktivitesinin belirlenmesi igin
karbapenem direncli izolatlarda cift disk sinerji testi, kombine disk diflizyon testi ve
modifiye hodge testi kullanildi.

Calisma sonucunda 2020-EUCAST Kkriterlerine gore ¢oklu ila¢ direnci %100
bulundu. izole edilen suslar i¢in en etkili antibiyotigin seftazidim-avibaktam (%96,1),
amikasin (%90,4), seftolozan-tazobaktam (%86,5) oldugu saptandi. MBL pozitifligi
kombine disk diflizyon testi ile %36,4, cift disk sinerji testi ile %32,7 ve modifiye
hodge testi ile %30,9 olarak tespit edildi.

Anahtar kelimeler:Pseudomonas aeruginosa, Coklu ilag Direnci, Metallo Beta-
Laktamaz
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the opportunistic pathogens that causes
various infections, especially in people hospitalized in intensive care units and whose
immune system is suppressed. In this study, it was aimed to investigate multidrug
resistance and metallo beta-lactamase (MBL) activity in nosocomial Pseudomonas
aeruginosa isolates in Tokat Gaziosmanpasa University Training and Research
Hospital. Pseudomonas aeruginosais one of the leading causes of nosocomial
infections, and treatment options are gradually decreasing as the frequency of
antimicrobial resistance increases. Determination of multi-drug resistance and metallo
beta-lactamase activity in P. aeruginosa isolates is important in terms of choosing
antimicrobials to be used in treatment and preventing future resistance development.

178 P. aeruginosa isolates from various units were included in the study. Disc
diffusion method was used in line with the recommendations of 2020-The Eureopan
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) to detect multidrug
resistance of isolates. Double disc synergy test, combined disc diffusion test and
modified Hodge test were used for determination of metallo beta-lactamase activity in
carbapenem resistant isolates.

As a result of the study, multi-drug resistance was found to be 100% according
to 2020-EUCAST criteria. Ceftazidime-avibactam (96.1%), amikacin (90.4%), and
ceftolozane-tazobactam (86.5%) were found to be the most effective antibiotics for the
isolates. MBL positivity was found to be 36.4% with the combined disc diffusion test,
32.7% with the double disc synergy test and 30.9% with the modified Hodge test.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Multi-Drug Resistance, Metallo Beta-

Lactamase
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1 GIRIS

Pseudomonas aeruginosa, klinik ve g¢evresel agidan onemli ve genis bir cins
grubu olup dogada yaygin olarak bulunan Pseudomonadaceae familyasina aittir (Silby
ve ark. 2011).

Bitki, hayvan ve insanlar i¢in firsatg1 patojen olan Pseudomonas cinsi, biylk ve
heterojen non-fermentatif bakteri toplulugudur (Murray ve ark. 2014:333).

Pseudomonas’lar, diiz veya hafif kivrimli, yuvarlak uclu, yaklasik 0,5-1,0 x 1,5-
4,0um boyutlarinda gram negatif gomaklardir. Birgogu uglarinda bulunan bir veya
birka¢ kirpikten dolay1 hareketlidirler. Sporsuz, aerop, katalaz ve genellikle oksidaz
pozitif bakterilerdir (Bilgehan, 2000:177).

Basit ortam ve besin gereksinimleri nedeniyle kolay Ureyebilen
Pseudomonastirleri hastane ortamindanemli yerlerde, Yiyeceklerde, lavabolarda,
temizlik bezlerinde, ciceklerde, solunum cihazlar1 ve diyaliz ekipmanlarinda, toprak,
bitki, su gibi ortamlarda ve hatta baz1 kokenler eser elementleri kullanarak distile suda
bile Greyebilirler (Murray ve ark., 2014:333).

Pseudomonas’larin bir¢ok yapisal faktor, enzim ve toksinleri vardir. Toksinleri
viriilanstan ve sik kullanilan antibiyotiklere direngten sorumludur.Pseudomonas
enfeksiyonlart bagisiklik sistemi ve normal barsak florasi baskilanmis kisiler, genis
spektrumlu antibiyotik kullanan hastalar ile sinirli olan primer firsat¢1 enfeksiyonlardir
(Murray ve ark., 2014:333).

Pseudomonas’in 200’den fazla tiirii olmasina ragmen en 6nemli ve en patojen
tiri Pseudomonas aeruginosa’dir (Murray ve ark., 2014).Pseudomonas aeruginosa

insanda normal flora Gyesidir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda solunum sistemi,



iiriner sistem, yanik, dis kulak yolu, goz ve yara infeksiyonlarindan sorumlu firsatei
patojendir (TUmer ve ark., 2015).

Diinya capinda nozokomiyal infeksiyonlarin  %10-15’inden Pseudomonas
aeruginosa sorumludur (Akduman Alasehir ve ark., 2013). Bu tiiriin neden oldugu
hastane infeksiyonlar1 siklikla yasami tehdit eder ve tedavisi zordur (Jung ve ark.,
2004). Cogu antibiyotige direng goOstermesiyle birlikte tedavi sirasinda da direng
gelismesinden dolay1r tedavide problem yaratmaktadir.P. aeruginosa’da coklu ilag
direnci 6nemlidir ve {lilkemizde yogun bakim iinitelerinde c¢oklu ila¢ direnci %50’ye
yaklagsmaktadir (Akduman Alasehir ve ark., 2013).

Ozellikle nozokomiyal Pseudomonas aeruginosa suslarinin kromozomal ve
kazanilmis c¢ok yonlii direng¢ mekanizmalarina sahip olmasi ¢oklu ilag direnci
gelismesine neden olmaktadir. P. aeruginosa’da antibiyotik direnci porin
proteinlerindeki degisiklikler nedeniyle membran gegirgenliginin azalmasi, aktif effluks
pompalama sistemi ile antibiyotigin disart atilmasi ve enzimatik inaktivasyon ile
kazanilir (Uskiidar Giiglii ve ark., 2013).

Beta laktamaz enzimleri Pseudomonas infeksiyonlarinda en sik dirence neden
olan etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu enzim, beta laktam grubu antibiyotiklerde
bulunan beta laktam halkasinin amid baglarin1 parcalayarak etki eder. Metallo beta
laktamazlar ~ (MBL), plazmidler araciligiyla tasmarak  diger  bakterilere
aktarilabilmesinden dolay1 klinik agidan 6nemli beta laktamaz enzimleri icerisindedir
(Yaman ve ark., 2014).

Ilk olarak 1991°de Japonya’da MBL (reten Pseudomonas aeruginosa
bildirilmesiyle metallo beta laktamazlar tanimlanmigtir. Daha sonra basta Japonya

olmak tizere cesitli Asya ve Avrupa iilkelerinden gram negatif ¢omaklarda 6zellikle P.



aeruginosaizolatlarinda yeni MBL tespit edilmis ve son yillarda da hizl bir sekilde artis
gostererek diinya capinda yayillmaya baslamistir (Bulut ve Caglar, 2013).
Epidemiyolojik ¢alismalar yoniinden ve tedavi yontemlerini belirlemek i¢in hastanelerin
kendi izolatlarim1 takip etmesi ve antibiyotik direncini belirlemesi ¢ok Onemlidir
(Akduman Alagehir ve ark., 2013).

Bu ¢alismada, Gaziosmanpasa Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen P.
aeruginosa izolatlarinda ¢oklu ilag¢ direncinin ve metallo beta laktamaz aktivitesinin
belirlenmesiyle tedavide kullanilacak antimikrobiyal se¢imi agisindan klinisyenlere yol
gosterici olmasinin yani sira hastanemizde izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda
direng gelisiminin takibi ve gelecekte olusabilecek diren¢ gelisimini engellemek

amaciyla gerekli tedbirlerin alinmasi saglanacaktir.



2 GENEL BILGILER

Pseudomonas ve iliskili non-fermentatif comaklar, Pseudomonadaceae
familyasi igerisinde bulunur. Bitki, hayvan ve insanlar i¢in firsat¢1 patojenlerdir. Cok
sayida cinsi olmasina ragmen Pseudomonas, Burkholderia, Acinetobacter, Moraxella ve
Stenotrophomonas bu familya icin Klinik agidan 6nemli cinslerdir (Murray ve ark.,

2014:333). Tablo 2.1’de Pseudomonas’larin gruplandirilmasi verilmistir.

2.1 Pseudomonas aeruginosa

Daha onceki tarihlerde bazi yaralarda ve 6zellikle cerrahi operasyon sonrasinda
ameliyat yerinde ve gaz bezlerinde yesil mavimsi bir irin olarak dikkat ¢ekmis ve
1882’de Gessard tarafindan mavi irin etkeni olarak tanimlanmistir (Bilgehan,
2000:177).

Dogada yaygin bir sekilde bulunan Pseudomonas aeruginosa, genellikle
hastanelerde nemli ortamlarda bulunur. Bazen saprofit olarak insanlarda kolonize
olabilir. Ozellikle savunma sistemi bozulmus insanlarda hastaliga neden olur (Brooks ve

ark., 2007:263).

2.1.1 Mikroskopik Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa genellikle 1,5-3,0 um wuzunlugunda ve 0,5 pm
genisliginde olan gram negatif comaktir. Cift ¢ift veya kisa zincirler halinde bulunabilir.
Sporsuz ve kapsulstzdir. Ug kisimlarinda bulunan bir veya birden fazla kirpik ile

hareketlidir (Bilgehan, 2000:177).Zorunlu aeropturlar ; fakat elektron alicisi olarak



nitrat veya arjinini kullandiklari durumda anaerob olarak da iireyebilirler (Murray ve
ark., 2014:333).Pseudomonas’lar rRNA homolojilerine gore bes gruba ayrilmistir
(Tablo 2.1).

Tablo 2.1:Pseudomonas’larin rRNA Homolojilerine Gore Gruplandirilmasi

rRNA Homoloji GrubuveAlt Grubu Cins ve Tar
Pseudomonas aeruginosa
Fluoresan Grup Pseudomonas fluorescens
Grup 1l Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri

Nonfluoresan Gru .
P Pseudomonas mendocina

Burkholderia pseudomallei
Burkholderia mallei

Grup 2 Burkholderia cepacia
Ralstonia pickettii
Comamonas species

Grup 3 Acidovorax species

Grup 4 Brevundimonas species

Grup 5 Stenotrophomonas maltophilia

Kaynak:Brooks ve ark., 2007.

2.1.2 Kultur Ozellikleri

Optimal iireme sicakligi 30-37 °C’dir; fakat 41 °C’de iireyebilme ozelligine
sahiptir (Bilgehan, 2000:177). Genel kullanim besiyerleri olan MacConkey agar ve
kanli agarda kolaylikla tirer (Murray ve ark.,2014:337). MacConkey ve EMB’de renksiz
koloniler olusturur. TSI’da iirediginde ise metalik yanst vermektedir (Levinson,
2008:150). Diiz, yaygin koloni olusturur ve kanli agarda f-hemoliz yapar. Pyosiyanin
tiretimi ile yesil pigmentasyon, pyoverdin iiretimi ile sari-yesil pigmentasyon yapar
(Murray ve ark., 2014:337). Bu bakteriye ‘aeruginosa’adi verilmesinin sebebi
pigmentin alkali pH’ta mavi veya yesilimsi renk olusturdugu icindir (Siriken ve Oz,
2017). Bu tez c¢alismasi1 kapsaminda laboratuvarda izole edilenPseudomonas
aeruginosa’ninMuller-Hinton Agar besiyerindeki ¢ekilen goriintiisi  Sekil 1°de

gorilmektedir.



Sekil 2.1: MHA besiyerinde Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosakokenlerinin biiyiik bir kismi pyosiyanin iiretmektedir;
fakat bu pigmentin olugmasi lireme ortamina bagli oldugu i¢in laboratuvar stoklarinda
bu o6zelliklerini kaybedebilirler. Ayrica bazi suslar pyorubin ireterek kirmizi,
pyomelanin Ureterek kahverengi-siyah renk yapabilir (Bilgehan, 2000:179-180).

Kistik fibrozlu hastalardan izole edilen Pseudomonas aeruginosa, aljinatin asiri

tUretiminden dolayr mukoid koloni olusturur (Brooks ve ark., 2007:263).



2.1.3 Biyokimyasal Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa oksidaz ve katalaz pozitiftir. Glikoz ve bazi
karbonhidratlar1 oksidasyon yolu ile pargalayarak asit yaparlar. Laktoz ve Sakkaroza
etkisizdirler. indol ve hidrojen siilfiir (H2S) yapmazlar. Nitrat1 nitrite cevirebilirler.
Metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testleri olumsuzdur. Lizin dekarboksilaz ve ornitin
dekarboksilaz negatif iken L-arjinin dihidrolaz pozitiftir., KCN’ye direnclidirler.
Pseudomonas aeruginosa metilen mavisi ve prontosilin rengini yok etmesi ile
Pseudomonas fluorescens’ten ayrilir. DNA’daki G+C oram1 %67 mol’dur (Bilgehan,

2000:179).

2.1.4 Epidemiyoloji ve Patogenez

Pseudomonas aeruginosa insanin normal florasinda bulunmasina ragmen esas
olarak su ve toprakta bulunur. Nemli cilt bélgelerinde bulunur ve hastanede yatan
hastalarin solunum yollarinda koloni olusturabilir. Kolay tireyebildigi i¢in solunum
tedavisinde ve anestezide kullanilan aygitlarda, intravendz sivilarda ve hatta ar1 su
icerisinde bile treyebilir ( Levinson, 2010:138).

Pseudomonas aeruginosatum nozokomiyal infeksiyonlarin  %11-13.8’ini
olusturmaktadir. Yogun bakim tinitelerinde bu oran %13.2-26.6 gibi yiksek bir yizdeye
sahiptir (Driscoll ve ark., 2007).

Pseudomonas aeruginosa bagisiklik sistemi baskilanmig kisilerde, mukoz
membranlar1 ve deride doku harabiyeti olan genis yanikli hastalarda, intravendz veya
tiriner kataterler kullanilan ve kistik fibroz gibi kronik solunum hastaligi bulunan

kisilerde, kanser kemoterapisindeki notropeni varliginda patojen olmaktadir (Brooks ve



ark. 2015:246, Levinson, 2008:149). Cogu hastanede nozokomiyal pnomoniye neden
olan bir bakteridir (Levinson, 2008:149).

Pseudomonas aeruginosa mukoza zarlarina ve deriye tutunarak kolonize olur,
bolgede yayilir ve sistemik hastalik olusturur. (Brooks ve ark., 2015:246). Patogenez,
enzimler, endotoksin ve ekzotoksin gibi bir¢ok viriilans etkenine baglidir. Pseudomonas
aeruginosa’nin endotoksini sepsis ve septik sok belirtilerine sebep olmaktadir.
Ekzotoksinlerinden en iyi bilinen ekzotoksin A ise doku nekrozuna yol agmaktadir.
Ayrica elastaz ve organizmanin kana gegmesini kolaylastiran ve histotoksik olan
proteazlar gibi enzimlere de sahiptir. Piyosiyanin ile mukoza hiicrelerine ve solunum
yolundaki siliumlara zarar verir. “’Tip 3 salg1 sistemi’’ne sahip olan P. aeruginosa
suslar1 daha virtilandir. Ciinkii bu salgi sistemi bakterideki ekzotoksinin direkt insan
hiicresine aktarilmasini saglar ve toksin, notralize edici antikorlardan korunmus olur (

Levinson, 2008:149).

2.1.5 Virulans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa ozellikle son yillarda goriilme sikliginin artmasi,
cesitli viriilans faktorleri iiretmesi, antibiyotik direncinin siirekli artmasi, mortalite ve
morbiditesinin yliksekolmasi ve bunlara bagl olarak datedavisi zor infeksiyonlarin
etkeni olmasi sebebiyle onemli bir bakteridir (Karatuna ve Yagc1,2008). Pseudomonas
aeruginosa infeksiyonlariin patogenezinde konaga ve bakteriye ait bir¢ok faktor rol
oynar (Magin ve ark., 2017). Bakteri ilk olarak kolonizasyon yapar ve konak savunma
sistemi bozuldugunda, bagisik yanitin yetersiz kaldigi durumlarda kolonizasyon

infeksiyona ilerler. Hastalik yapmada etkili olan faktorler; hiicre ylizeyinde bulunan



virtilans faktorleri ve hiicre disina salgilanan virtlans faktorleri olmak Gzere iki grupta

incelenir (Karatuna ve Yagci, 2008).

2.1.5.1 Hucre Yuzeyinde Bulunan Virtlans Faktorleri

Infeksiyon olustururken konak hiicreye yapismak &nemlidir. Pseudomonas
aeruginosa’nin yiizeyinde bulunan kirpik, pili, lipopolisakkarit ve aljinat bakterinin
konak yiizeyine yapismasini kolaylastiran dort yapisal bilesendir (Murray ve ark.,
2014:335).

Kirpik (Flagella)

Kirpik (flagella), Pseudomonas aeruginosa’nin yiizeyinde bulunur ve yiizme
seklindeki hareketinden sorumludur. Epitel hiicresi membraninda bulunan asiola-
GM1’e baglanarak bakterinin adhezyonunu gergeklestirir. Kirpik, Toll Benzeri
Reseptorlere (TLR2 Ve TLRS5) baglanarak influmatuvar yaniti1 tetikler ve IL-8
sentezinin baglatilmasini saglar (Karatuna ve Yagci, 2008).

Pili (Fimbriae=Pilus)

Bakterinin en 6nemli tutunma faktorii olan Piluslar, hiicre yiizeyinden g¢ikarak
konak epitel hicrelerine yapismayr saglar (Brooks ve ark., 2015:245).Pili, P.
aeruginosa’da twitching adi verilen segirme seklindeki hareketten sorumludur. Hava
yollarinda hizla yayilmaya ve kolonizasyona neden olur. Epitel hiicre membranindaki
asilo-GM1’e baglanir ve adezyonda gorev alir (Karatuna ve Yagcet, 2008).

Lipopolisakkarit (LPS)

Onemli bir viriillans faktorii olan LPS, Pseudomonas aeruginosa’nin hiicre
yuzeyinde bulunur. Lipopolisakkarit; Lipit A, kor polisakkarit ve O-6zgiil polisakkarit

olmak Uzere ¢ kisimdan olusur (King ve ark., 2009). Lipit-A endotoksik 6zellikten
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sorumludur (Murray ve ark., 2014:335).0-06zgul polisakkarit P. aeruginosa’nin
serotiplerinin ~ tamimlanmasinda  onemlidir. ~KF  hastalarinda  Pseudomonas
aeruginosa’nin gesitli lipid-A mutantlar1 bulunur ve bakterinin konaga kars1 direncinin
artmasini saglar (Karatuna ve Yagci, 2008).

Aljinat

Aljinat, bakteri hiicre yizeyindeki mannuronik ve glukuronik asidin tekrarlayan
polimerlerinden olusan ve mukoid yapida olan bir ekzopolisakkarittir. Bakterinin
adezyonunda gorev alir. Aljinat sayesinde bakteri kolonize oldugu solunum yolu epiteli
lizerine sabitlenir (Karatuna ve Yagci, 2008). Aljinat, bakteriyi fagositozdan ve
antibiyotik tedavisinden korur. Aljinat Gretimini kontrol eden genler, mukoid yapidaki
P. aeruginosakokenlerinin bulundugu kistik fibrozisli veya diger kronik solunum yolu

hastaliklari olan kisilerde etkin olmaktadir (Murray ve ark., 2014:335).

2.1.5.2 Hiicre Disina Salgilanan Viriilans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa gesitli genler sayesinde hiicre dis1 proteinler ile iligkili
viriillans faktorleri salgilar. Adezinler, hemolizinler, elastaz, pyosiyanin, piyoverdin,
ekzotoksin, ekzoenzim S, proteazlar P. aeruginosa icin tanimlanmis viriilans
faktorlerdir (Magin ve ark., 2017).

Elastaz

Elastin, akcigerdeki proteinlerin %30’unu olusturan ve akcigerlerin genisleyip
daralmasin1 saglayan bir proteindir.Elastini sinerjistik etki gostererek pargalayan iki
enzim LasA (serin proteaz) ve LasB (¢inko metalloproteaz)’dir. Hiicre disina tip 2 salgi
sistemi ile salgilanan elastaz, infeksiyon basladigi zaman akcigerde hasara yol agar.

Kompleman bilesenlerini, serum al-proteinaz inhibitorlerini indirger. Notrofil
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kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederek akut infeksiyonlarda doku hasar1 ve
yayilima sebep olarak patogenezde Onemli bir rol oynar. Kronik Pseudomonas
infeksiyonlar1 enfekte dokuda immiin kompleks birikmesi ile birlikte, LasA ve LasB’ye
kars1 antikor olusumu ile karakterizedir (Murray ve ark., 2014:335, Karatuna ve Yagci,
2008).

Alkali Proteaz

Pseudomonas aeruginosa’nin fibrinoliz etkisi goésteren metalloproteazidir ve
alkali pH degerlerinde optimal etki gosterir. Akut akciger hasarlarinda alveoller
icerisindeki ~ fibrini  eriterek infeksiyonun yayilimma neden olur. Kornea
infeksiyonlarinin patogenezinde ve konak bagisik yanitinda etkisi vardir (Murray ve
ark., 2014:335, Karatuna ve Yagci, 2008).

Piyosiyanin

Pseudomonas’lar icerisinde sadece P. aeruginosa tarafindan tretilen, bakteriye
mavi-yesil renk verenbir viriilans faktoriidiir. Solunum yolundaki epitelyal hiicrelerde
siliyal fonksiyonlari inhibe ettigi gosterilmistir (Magin ve ark., 2017). Hidrojen peroksit
ve sliperoksidin iiretimini katalize eder. Nortofil aktivasyonunun artmasini saglayan
interlokin-8 (IL-8) salinimini uyarir (Murray ve ark., 2014:335).

Piyoverdin (Fluorescein)

Bakterinin agara yesilimsi renk vermesini saglayan floresan bir pigmenttir
(Brooks ve ark., 2015:245). Pseudomonas aeruginosa’nin metabolizmasi i¢in gevredeki
demiri baglayarak bakteriye demir saglayan bir siderofordur. Ayrica Eksotoksin A
tiretimini ve diger viriilans faktorlerinin salimimini diizenleyerek patogenezde rol oynar

(Murray ve ark., 2014:335, Karatuna ve Yagci, 2008).
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Proteaz IV

Pseudomonas aeruginosakeratiti patogenezinde etkili oldugu, son ¢aligmalarda
ise A, D ve B siirfaktan proteinlerini yiktig1 ve akciger infeksiyonlarinda rol oynadigi
belirtilmistir (Karatuna ve Yagci, 2008).

Fosfolipaz C

Istya duyarli bir hemolozindir. Lipid ve lesitin baglarin1 kirarak doku hasarina
yol acar (Murray ve ark., 2014:335). Hemolitik fosfolipaz C ve hemolitik olmayan
fosfolipaz C olmak iizere iki g¢esidi vardir. Hemolitik fosfolipaz C, fosfatidilkolini ve
sfingomyelini parcalar. Hemolitik olmayan fosfolipaz C ise fosfatidilkolin ve
fosfatidilserini parcalar. Fosfolipaz C, tip 2 salgi sistemi ile hiicre digina salinir. Akut
akciger hasar1 patogenezinde ve konagin noétrofil oksidatif yanitin1 baskilamada gorev
alir (Karatuna ve Yagci, 2008).

Ramnolipid

Hemolitik etkili bir hemolizindir. Yapisinda ramnoz bulunan glikolipitten dolay1
biyosurfaktan etki gosterir. Deterjana benzeyen etkisiyle akciger siilfaktani
fosfolipitlerini ¢ozer ve fosfolipaz C’nin etki etmesini saglar. Solunum yollarindaki
mukosiliyer tasinimini ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (Karatuna ve Yagci, 2008).

Ekzotoksin A (ExoA)

Deney hayvanlart i¢in 6ldiiriicii ve nekrotik etkisi olan, protein yapisinda, 1siya
dayaniksiz bir ekzotoksindir (Bilgehan, 2000:182). Patojen P. aeruginosa kokenlerinin
tirettigi en Onemli viriilans faktoriidiir ve bagisiklik sistemini baskilar. Bu toksin

Okaryotik hiicrelerde peptit zincirlerinin uzamasma engel olarak protein sentezinin
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durdurulmasinda rol oynar. Yamk yaralarindaki dermatonekroz, korneal ve doku
hasarina sebep olur (Murray ve ark., 2014:335).
EkzoenzimSve T
Adenozin difosfat (ADP) ribozil transferaz aktivitesini gosteren ve P.
aeruginosa tarafindan tretilen hiicre dis1 enzimlerdir. Tip Il salg sistel
proteinler 6karyot hiicrelere sunuldugu zaman bakterilerin yayilmasini saglayan epitel
hlcrelerinde hasar, doku invazyonu ve nekrozu meydana gelmektedir (Murray ve ark.,

2015:335).

2.2 Pseudomonas aeruginosa’nin Yaptig1 Hastalhiklar

P. aeruginosa genellikle saglikli kisilerin dogal savunma mekanizmasindan
dolay1 infeksiyon olusturmaz; fakat bagisiklig1 sistemi baskilanmis ve hastanede yatan
kisilerde mortalitenin 6nemli bir etkenidir (Yaman ve ark., 2014). P. aeruginosa
Ozellikle kistik fibrozlu hastalarda pulmoner hastaliklara, nozokomiyal {iriner sistem
infeksiyonlarina, bakteriyemiye, deri ve yara infeksiyonlarina, endokardit ve menenjit

gibi hayati tehdit eden bircok hastaliga neden olmaktadir (Aktas ve ark., 2012).

2.2.1  Solunum Yolu Infeksiyonlart

Klinikte hastaya uygulanan enttibasyon, bronskopi ve solunum aygitlarinin
takilmasindan sonra solunum yolu infeksiyonlar1 goriilmektedir (Bilgehan, 2000:185).
Asemptomatik kolonizasyon, trakeobronsite ve nekrotizan bronkopnomoniye neden
olmaktadir. Ozellikle kistik fibrozlu hastalar, baska kronik akciger infeksiyonu bulunan

hastalar ve notropenili hastalarda kolonizasyon yapmaktadir.  Kistik fibrozlu



14

hastalardan izole edilen mukoid kokenler bir¢ok antibiyotige direncgli oldugu i¢in yok

edilmesi zordur (Murray ve ark., 2014:336).

2.2.2  Birincil Deri ve Yumusak Doku Infeksiyonlart

P. aeruginosa yanik yaralarinda deri infeksiyonlarina neden olan bir bakteridir.
Ciddi yanmig1 bulunan kisilerde, yaraya kolonize olduktan sonra doku nekrozu, lokalize
damar hasar1 ve bakteriyemiye sebep olmaktadir. Yanik yerinin nemli olmasi ve yaraya
noétrofillerin giriginin yetersiz olmasi hastalarin bu infeksiyonlara yakalanma riskini
artirmaktadir.

Follikulitler; sicak su musluklari, yiizme havuzlari, jakuziler gibi sulara
Pseudomonas bulasmasi sonrasi bu sular ile temasi olan kisilerde goriilen bir
infeksiyondur.

Ozellikle aknesi bulunan, depilasyon ve manikiir yaptiran kisilerde
infeksiyonlara neden olmaktadir. P. aeruginosa,tirnak {izerine basi gibi hasarlardan
sonra gelisen osteokondritin (kemik ve kikirdak enflamasyonu)’nin de etkenidir

(Murray ve ark., 2014:336).

2.2.3  Uriner Sistem Infeksiyonlart

Pseudomonas aeruginosa sonda, sistoskop veya Uriner katater uygulanan
kisilerin idrar kesesinde infeksiyona neden olabilir. Sistit ve bakterilerin yukar1 dogru
ilerlemesi ile piyelit, piyelonefrit gorulur (Bilgehan, 2000:184, Murray ve ark.,

2014:337).
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2.2.4  Gastrointestinal Infeksiyonlar

P. aeruginosa’nin neden oldugu gastrointestinal infeksiyonlar genellikle
yenidoganlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde goriiliir. Orofarinksten
rektuma kadar tim gastrointestinal sistemde infeksiyon yapabilir. Pseudomonas sepsisi
icin gastrointestinal sistem Onemli bir giris yeridir. Kanser hastalarinin uzun siire
hastane ortaminda bulunmalari, genis spektrumlu antibiyotik kullanmalar1 ve
kemoterapi sonrasi notropenik olmalar1 nedeniyle infeksiyon riskleri daha yiiksektir

(Vahaboglu ve Akhan, 2008:2183).

2.2.5 Kulak Infeksiyonlart

Cocuklarda orta kulak iltihabina neden olur (Bilgehan, 2000:185). Eksternal
otitinin etkeni olan P. aeruginosa yuziculerde énemli bir risk faktérudur ve “’yuzici
kulagi’’ad1 verilen hastaliga yol acar. Kurutucu trunler ve topikal antibiyotikler ile risk
azaltilabilir. Ayrica kronik otitis mediaya ve diyabetli, yash kisilerde malign eksternal

otite neden olur (Murray ve ark., 2014:337).

2.2.6 Goz Infeksiyonlart

Pseudomonas aeruginosa ile kontamine olmus suyla temas sonucu ve korneaya
travma nedeniyle goz infeksiyonlar1 gelismektedir. Tedavisinde gec¢ kalinirsa korneal
ulser goralur (Murray ve ark., 2014:337). P. aeruginosa mikrobiyal keratitin etkenidir
ve hizla ilerleyip kornea delinmesine ve erimesine yol acarak gérme kaybina neden
olabilir. Kontakt lens kullanan kisiler ozellikle P.aeruginosa keratitinin gelisimine

duyarlidir (Oka ve ark., 2015).
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2.2.7 Endokardit ve Bakteriyemi

P. aeruginosa siirekli ila¢ kullanan kisilerde dogal kalp kapagina ve prostetik
kalp kapagma yerleserek infektif endokardite neden olur. Amerika Birlesik
Devletleri’nde Pseudomonas’in neden oldugu endokarditli hastalarin %90’inin ilag
bagimlist oldugu bildirilmistir. En ¢ok trikiispid kapakta infeksiyona neden olmasina
ragmen pulmoner, aortik veya mitral kapak infeksiyonlarina da rastlanmaktadir
(Vahaboglu ve Akhan, 2008:2177).

Pseudomonas bakteriyemisinin klinik bulgu ve belirtileri diger Gram-negatif
bakterilerin neden oldugu bakteriyemi ile hemen hemen aynidir; fakat P. aeruginosa’ in
bagisiklik sistemi zayif kisilerde hastalifa neden olmasi ve viriilansindan dolay1
mortalitesi daha yiksektir. Bakteriyemi ndtropenili, genis yanigi bulunan Kisiler,
diyabetli ve hematolojik malignensilerde ¢ok daha fazla goriiliir. Deri ve yumusak
dokular infeksiyonlari, alt solunum yolu infeksiyonlari, iiriner sistem infeksiyonlari
bakteriyemiye neden olur. Bakteriyemi hastalarinin bazilarinda deri lezyonlar
gorulebilir. Lezyonlar mikroskobik olarak incelendiginde bol miktarda organizma ve

ndtrofil azlig goriliir (Vahabgolu ve Akhan, 2008:2179, Murray ve ark., 2014:337).

2.2.8 Santral Sinir Sistemi Infeksiyonlart

P. aeruginosa, kafa travmasi, cerrahi girisimler, kulak veya paranasal siniis gibi
kaynaklar, uriner sistem, endokart veya akcigerlerdeki bakteriyemi sirasinda menenjit
ve beyin apsesine neden olur. P. aeruginosa kanser hastalarinda menenjite neden olan
etkenler arasinda ikinci siradir. ilk sirada Listeria monocytogenes vardir. Beyin apsesi
etkeni olarak ise Escherichia coli’den sonra en sik karsilasilan etkendir. Menenjitte ates,

bas agris1 ve zihin bulaniklig1 goriiliir (Vahaboglu ve Akhan, 2008: 2179).
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2.2.9 Kemik ve Eklem Infeksiyonlari

Pseudomonas’in neden oldugu kemik ve eklem infeksiyonu yaslilarda,
cocuklarda, kronik veya altta yatan hastaligi bulunan kisilerde goriiliir. Cogunlukla TV
ilag bagimlilarinda {iriner sistem, pelvik infeksiyonlari, cerrahi girisim, travma veya
yumusak doku infeksiyonlarindan sonra gelisir. Ozellikle cocuklarda goriilen ayaktaki
ufak delici yaralardan sonra gelisen osteokondritin de etkeni P.aeruginosa’dir

(Vahaboglu ve Akhan, 2008:2181-2182).

2.3 Pseudomonas aeruginosa Infeksiyonlarinin Tedavisi

Pseudomonas aeruginosa’nin bir¢ok antibiyotige direngli olmasi ve hastalarin
bagisiklik sistemlerinin baskilanmasindan dolay1 antibiyotik etkinligi diiserek tedavisi
zorlasir. Tedavi esnasinda duyarli organizmalar dahi direng gelistirebilir. Antibiyotikleri
inaktivite eden enzimlerin indiiklenmesi (6rn:B-laktamaz), direngli organizmanin
duyarli organizmaya plazmid aracili direng iletimi ya da dis membran proteinlerini
kodlayan genlerde mutasyon olmasi ile direng gelisir. Bu ylizden etkili bir tedavi i¢in
antibiyotiklerin kombinasyonu yapilarak tedavi edilmelidir. Tek ila¢ kullanildiginda
bakteri kolayca direng gelistirir (Murray ve ark., 2014:338, Brooks ve ark., 2007:247).

P. aeruginosa tedavisinin etkili olmasi i¢in piperasilin gibi genis spektrumlu bir
penisilin ile tobramisin gibi bir aminoglikozid kombine edilir. P. aeruginosa
tedavisinde kullanilan diger etkili ilaglar; meropenem, ,imipenem gibi karbapenemler,
aztreonam, siprofloksasin de dahil florokinolonlardir. Seftazidim, sefepim, sefoperazon
gibi sefalosporin grubu antibiyotikler de etkilidir. No6tropenisi olan hastalarda
seftazidim ve aminoglikozid birlite kullanilir. Ilaglara duyarlilik boélgeler arasinda

farklilik gosterebilir. Bu ylizden duyarlilik testleri yapilarak antimikrobik tedavi
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se¢imine karar verilmelidir. Kromozamal p-laktamazlar, genis spektrumlu  f-
laktamazlar, attm pompasi ve porin kanallarinda olusan mutasyonlar nedeniyle P.
aeruginosa’da ¢oklu ilag direncinin gelismesi tedavide 6nemli bir sorun haline gelmistir

(Brooks ve ark., 2007:248).

2.4 Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarini inhibe edip bakterisid etkiye
sahip antibakteriyel kemoterapétiklerdir. Son yillarda infeksiyon etkenlerinin direng
mekanizmalar1 giiglenmesine ragmen pek cok hastaligin tedavisinde beta laktam
antibiyotikler basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Ayaz, 2015:266).

Beta-laktam antibiyotiklerin yapisinda bir azot ve ii¢ karbon olmak iizere
doymus bir beta-laktam halkasi bulunur. Bunlardan monolaktamlarda beta-laktam
halkas1 tek basina bulunur; fakat diger gruplarda beta-laktam halkas1 bes ya da alt1 tiyeli
bagska bir halka ile birlesmis durumdadir. Beta-laktam antibiyotikler grubunda
penisilinler, sefalosporinler, monolaktamlar ve karbapenemler bulunur. Beta-laktam
halkasin1 pargalayip penisilinlere karsi direng gelismesinde 6nemli bir rolii olan beta-
laktamaz enzimlerini inhibe eden klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktamin yapisida

da beta-laktam halkas1 bulunur (Sadan, 2003).

2.4.1 Penisilinler

1928 yilinda Sir Aleksander Fleming, arastirma yaparken besiyeri kontamine
olmus ve Penicillium notatum mantarinin etrafinda bakteri tiremedigini gérmiistiir ve
bunu saglayan maddeye, sentezlendigi yesil renkli kiif mantarinin isminden dolay1

“’penisilin’’adin1  vermistir. Daha sonra 1939 yilindan itibaren Florey, Chain ve
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Abraham penisilin iizerinde ¢alisarak farmakolojik 6zellikleirni tanimlamislardir (Ayaz,
2008:267).

Penisilinler, yan etkilerinin az olmasi1 ve bakterisid Ozelliklerinden dolay1
gunimizde en ¢ok tercih edilen antibiyotik grubudur. Tarihte ilk penisilin kullanilmaya
baslamasindan sonra bagka antimikrobik ajanlar iiretilmesine ragmen hala ¢ok genis
kullanima sahiptir ve yeni tiirevleri gelistirilmeye devam etmektedir. Penisilinin
yapisinda 6-aminopenisilanik asit (6-APA) ¢ekirdegi bulunur. Bu ¢ekirdek tiazolidin
halkas1 ile ona yan zincirle baglanan beta-laktam halkasindan olusur (Yildirim
Bastemur, 2019).

Karboksipenisilinler (karbenisilin, tikarsili) ve dreidopenisilinler (piperasilin,
azlosilin, mezlosilin) Pseudomonas aeruginosa Uzerinde etkili penisilinlerdir (Ayaz,

2008:271).

2.4.2 Sefalosporinler

Sefalosporinler, ilk defa 1948’de italyan bilim insan1 Giuseppe Brotzu
tarafindan Cephalosporium acremonium adi verilen kiif mantarindan izole edilmistir ve
tifo etkeni S. 1yphi Gzerinde etkili oldugu belirtilmistir (Sakarya, 2008:278).

Sefalosporinler, beta-laktam antimikrobiyal ajanlarin biiyiik bir grubudur. Diisiik
toksisite oranlari, nispeten genis spektrumlu olmalar1 ve uygulama kolaylii
sefalosporinlerin olumlu 6zelligidir (Marshall ve ark., 1999).

Temel yapisi, beta-laktam halkanin siilfiir bulunan dihidrotiyazin halkasiyla
birlesmesi sonucu meydana gelen sefem c¢ekirdeginden olusmaktadir. Temel sefem

halkasinin 1,3, ve 7. pozisyonlarinda meydana gelen degisiklikler ile antibakteriyel ve
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farmakolojik ozellikleri farklilik gosterir. Diger beta-laktam antibiyotiklerde oldugu gibi
hlcre duvar sentezini bozarak etkili olurlar (Sakarya, 2008:280).

Sefalosporinler mikrobiyal spektruma gore siniflandirilir ve dort kusakta
incelenir. Birinci kusak sefalosporinler; enterokoklar ve MRSA disindaki gram pozitif
koklar tzerinde etkilidir. E. coli, Proteus ve Klebsiella gibi gram negatif cokmaklara da
orta dizeyde etkilidir. Ikinci kusak sefalosporinler; gram negatif basiller tzerinde
etkilidir; fakat degisken miktarda gram pozitifler lizerinde de etkili olan heterojen bir
gruptur. Pseudomonas aeruginosa’ya karsi etkili degildir.Haemophilus influenza ve
Bacteroides fragilis Gzerinde etkilidir. Uciincii kusak sefalosporinler; gram negatif
etkinlikleri cok gucll; fakat gram pozitif etkinlikleri zayiftir. Nozokomiyal gram negatif
bakteriyemilerin tedavisinde ti¢iincii kusak sefalosporinler biiyiik oranda faydalidir. Bu
grupta bulunan seftazidim, Pseudomonas aeruginosa Uzerinde cok gicli bir etkiye
sahiptir. Siddetli olan melioidioz (Burkkolderia pseudomallei infeksiyonu) tedavisinde
de seftazidim hayat kurtarict olarak tercih edilir. Dordiincti kusak sefalosporinler; en
son tanimlanan gruptur. P. aeruginosa da dahil pek ¢cok gram negatif ve gram pozitif
bakteriler lizerinde etkilidir. Diger sefalosporin kusaklarindan farki ise, indiiklenebilir
beta-laktamaz ve bazi genislemis spektrumlu beta laktamaz salgilayan bakterilerde etkin
olmasidir. MRSA ve enterokok’lara etkisizdir. Anti psodomonal etkisi gucliddr; amaB.

fragilis Uzerinde etkisizdir (Brooks ve ark., 2007:392, Sakarya, 2008:280-283).

2.4.3 Karbapenemler

Karbapenemler, giiniimiizde kullanilan antibiyotikler arasinda en genis
antibakteriyel etki spektrumuna sahip olan gruptur. GSBL (Genislemis Spektrumlu

Beta-Lkatmaz) ve kromozomal Amp C beta-laktamaz enzimlerine direnclidir.
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Karbapenem grubunun ilk ilact olan imipenem; birgok gram negatif basile, gram pozitif
mikroorganizmalara ve anaeroplara etkilidir. Turkiye’de imipenem ve meropenem
kullanilmaktadir. ~ Ertapenem, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde,
karbapenemin diger iiyesi olan faropenem ise Japonya’da kullanilmaktadir (Senol,
2008:288, Brooks ve ark.,2007:393). Karbapenem grubu antibiyotikler, bakteri hiicre
duvar sentezini Penisilin Baglayan Proteinlere (PBP) baglanip inhibe ederler.
Karbapenemlere direng gelisme potansiyeli, diger beta-laktam antibiyotiklere gore daha
azdir; fakat porin degisiklikleri, efluks pompa sistemi ve karbapenemaz enzimleri
sebebiyle karbapenemlere de direng gelisebilir (Onciil, 2017).

Imipenem BOS, viicut doku ve sivilarma kolay gecer. Diger ilaclara direngli
bakteri infeksiyonlarinda imipenem kullanilabilir; fakat Pseudomonas tiirleri imipeneme
hizli bir sekilde direng gelistirebilir. O yiizden bir aminoglikozid ile beraber kullanimi1
onerilir. Meropenem, dipeptidazlarla inaktive olmayan ve konvulsiyon komplikasyonu
goriilme olasiligi az olan bir ilagtir. Ertapenem, gilinde bir doz kullanimi ile
seftriaksonun kullanildig1 alanlarda Onerilen bir ilagtir. Deri ve yumusak doku
infeksiyonlari, karin i¢i infeksiyonlar, akut pelvik infeksiyonlari, iiriner sistem
infeksiyonlar1 ve toplumsal kokenli pndmonide kullanilmaktadir. Doripenem, son
karbapenemdir. Gram negatif basillere kars1 etkilidir. Doripenemin tiire 6zgil PBP’lere
etkili bir afiniteye sahip oldugu belirtilmistir. Ornegin, doripenemPseudomonas
aeruginosa’nin PBP-3’Une afinite godstermektedir. P. aeruginosa igin doripenem
imipenemden daha etkilidir. Karbapenemler, Stenotrophomonas maltophilia icin etkili

degildir (Brooks ve ark., 2007:393-394, Senol, 2008:292).
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2.4.4 Monobaktamlar

Dogal monosiklik beta-laktam antibiyotik grubudur. Temel yapisinda sadece
beta-laktam halka vardir. Sadece gram negatif bakterilere etkilidir. Bu yiizden ciddi
hastaliklarda tek basma kullanimi 6nerilmez. PBP’lere zayif baglandiklart i¢in gram
pozitif ve anaerop mikroorganizmalara etki etmezler (Senol, 2008:293).

Monobaktam grubunun ilk tiyesi aztreonamdir. Pseudomonas aeruginosa dahil
bircok aerobik grarm negatif basillere kars1 etkilidir. Aztreonam, nefrotoksik degildir.
Intramiiskiiler veya intravendz yolla uygulanabilir. Aztreonamim bdbrek fonksiyonu
normal olan hastalar i¢in Onerilen doz arali§1 8 saatte birdir. Bobrek yetmezligi olan
hastalar i¢in doz araligi ayarlanmalidir. Aminoglikozidlere alternatif bir ilagtir

(Hellinger ve Brewer, 1999).

2.4.5 Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, dar spektrumlu antibiyotik grubudur. Grupta streptomisin,
kanamisin, amikasin, gentamisin, tobramisin, neomisin, sisomisin, netilmisin bulunur.
En sik kullanilan antibiyotikler amikasin, gentamisin ve tobramisindir. Amikasin en
etkili ilagtir. Gentamisin ve tobramisine diren¢li gram olumsuz bakteri infeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Aminoglikozidler, bakteri ribozomunun 30S alt birimine
tutunup islevini Onler ve protein sentezini durdurur. Aminoglikozidlere direng;
ribozoma baglanma bolgesinde mutasyon gergeklesmesi, antibiyotigin hiicre digina
atilmasinin  kolaylagmasi, antibiyotigin enzimatik modifikasyonu ve antibiyotigin
bakteri hiicresine girmesinin zorlagmasi ile kazanilir. En ¢ok gram olumsuz bakteri

infeksiyonlar1 ve sepsis tedavisinde kullanilmaktadir. Baz1 durumlarda hiicre icine girisi
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kolaylastirmak ic¢in penisilinlerle birlikte kullanilmaktadir (Murray ve ark., 2014:204-

205, Brooks ve ark., 2007:398).

2.4.6 Kinolonlar

Kinolonlar, infeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan onemli bir antibiyotik
grubudur. Gram negatif bakterilerin ¢ogunda etkilidir. Bakteride DNA topoizomeraz tip
I (giraz) ya da topoizomeraz tip IV enzimlerini inhibe eder. Kinolonlarin temel
halkasia yan zincir eklenerek yeni kinolonlar olusur. Yeni olusan kinolonlarin, gram
olumsuz bakteriler Uzerinde etkisi artarken, gram olumlu ve anaerobik bakterilerin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde de etkili olurlar.. Kinolonlar, Griner sistem
infeksiyolar1, cilt ve yumusak doku infeksiyonlari, solunum ve sindirim sitemi
infeksiyonlari, kemik infeksiyonlar1 ve cinsel yolla bulasan infeksiyonlarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Y1lmaz, 2017, Murray ve ark., 2014:207).

2.4.7 Kolistin

Kolistin, bakterilerin sitoplazmik membraninin yapisin1 bozar ve bakterinin
6limune neden olur. Dar spektrumlu antibiyotik olmasina ragmen tiim antibiyotiklere
direncli Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae ve
karbapenemaz uUreten bakterilerin tedavisinde tek segenek olarak bilinmektedir.
Tedaviden maksimum fayda saglanmasi ve direng gelisme riskinin minimum olmasi
icin ilacin kullanim dozu ve saat aralif1 dikkatli bir sekilde ayarlanmalidir (Koksal ve

ark., 2012).
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2.5 Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal ilaglar, ilk defa Pasteur ve Jaubert tarafindan sarbon basillerinin
steril 1idrarda {reyip, baska bakteriler ile kirlenmis idrarda iiremediginin tespit
edilmesiyle kesfedilmistir. ilk antimikribiyal ilag¢ olan penisilin Sir Alexander Fleming
tarafindan bulunmustur. Alexander Fleming, bakterilerin antimikrobiyal ilaglara belirli
bir siire maruz kaldigt zaman direng gelistirebilecegini sOylemistir. Bir
mikroorganizmanin antimikrobiyal ilaglarin etkisine karsi koyabilme durumuna direng
denir. Hastanelerin yogun bakim {initelerinde yatan ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hasta sayilarinda artis olmasi, antimikrobiyal ilaglarin sik ve diizensiz kullanilmas1 gibi
nedenler antimikrobiyal ilaglara direnci giin gegtik¢e artirmistir (Kayis, 2019).

Bakterilerde ilaclara direng, dort ana mekanizma ile olmaktadir. Hiicrelerdeki
antibiyotik miktarinin azaltilmasi (dis membran geg¢irgenliginin azaltilmasi, i¢ membran
gecirgenliginin durdurulmasi veya aktif atim pompasi ile ), ilacin hedefinde degisiklik
olusturulmasi (mutasyon veya enzimatik degisiklikler ile), sentezlenen enzim ile ilacin
inaktif duruma getirilmesi ve antimikrobik ilagtan etkilenmeyen farkli bir metabolik yol
kullanilmast mekanizmalari ile direng gelismektedir (Giir, 2017).

Mikroorganizmalar, antimikrobiyal ilaglara kars1 farkli sekilde direng
gelistirebilir. Bir mikroorganizmanin ayni ilaca birden fazla diren¢ mekanizmasi
gelistirmesine “’capraz direng’’denir.Mikroorganizmanin yapi ve etki mekanizmasi
farkli pek ¢ok antimikrobiyal ilaca direng¢ gelistirmesine “’¢oklu ilag direnci’’denir
(Kayis, 2019).Pseudomonas aeruginosa, birden fazla antibiyotige karsi yiiksek bir
dirence sahiptir (Hall ve ark., 2018).

Pseudomonas aeruginosa icin c¢oklu ilag direnci; piperasilin-tazobaktam,

seftazidim, siprofloksasin-levofloksasin, gentamisin-tobramisin, imipenem-meropenem
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arasinda ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal gruba direng¢ olarak tanimlanir (WHO,
2018).

Pseudomonas aeruginosa’nin bir¢ok antibiyotige karsi dogal dirence sahip
olmasmin yaninda kullanilan antibiyotiklere kars1 hizli bir sekilde diren¢ gelistirmesi
tedavinin zorlasmasina neden olmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen suslarin
antibiyotiklere diren¢ durumlarinin tespit edilmesi uygun tedavi agisindan O6nemlidir
(Durmaz ve Toka Ozer, 2015).

Antimikrobiyal ilaglara direng; dogal direng, kazanilmis direng, cevre ve
kosullara bagl direng seklinde siniflandirilir.

Dogal Diren¢: Baz1 antimikrobiyal ilaglar bakterinin genetik 6zelliginden dolay1
bakteriyi etkilemez. Bu 6zellige bakterinin dogal direnci denir.

Kazanilmus Direng¢: Transpozon ya da plazmid DNA’sinda mutasyon ile
bakterinin genetik Ozelliginde degisiklikler olabilir. Direngli bakteri tarafindan
konjugasyon, transformasyon veya transdiiksiyon aktarilmasi ile meydana gelen dirence
kazanilmis direng denir.

Cevre ve Kosullara Bagh Diren¢: Dokuda pH degisikligi olmasi, oksijen
basincindaki degisiklikler veya ilacin infeksiyon bolgesine ulasamamasi gibi sebeplerle
ilaglar in-vivo ortamda yanit vermeyebilir (Kayis, 2019).

Biyofilm olusturma o6zelligine sahip farkli Pseudomonas aeruginosa suslari,
cesitli gevresel faktorler altinda direnci daha da artirir ve antimikrobiyal ajanlara karsi
hayatta kalmalarini1 saglar.Hastalara kars1 diisiik dozda birden fazla ilacin kullanilmasi,
P. aeruginosa suslarini ¢ok ¢esitli antibiyotiklere kars1 daha direncli hale getirmektedir

(Mohanty ve ark., 2020).
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2.6 Beta-Laktamazlarin Stmiflandirilmasi

Uzun siire 6nce penisilinin kullanilmasina baslanarak beta-laktamlar en 6nemli
antibiyotik siifi olma 6zelligini siirdiirmektedir. Gram negatif bakterilerin beta-laktam
antibiyotiklere karsi direncinin en biiyiikk nedeni bakteriler tarafindan beta-laktamaz
tretilmesidir. Ozellikle gram negatif basiller tarafindan iiretilen beta-laktamazlar beta-
laktam halkasini hidrolize ederek ilaci etkisiz duruma getirirler ve tedaviden sonug
alinamaz (Biilii¢ ve ark., 2003).

Bakteri kromozomunda ya da plazmid, transpozon, integron gibi hareketli
genetik elemanlarda beta-laktamaz genleri bulunabilir. Bu enzimler gram negatif
bakterilerde periplazmik aralikta bulunur; fakat gram pozitif bakterilerde dogrudan dis
ortama salinir. Substrat profili, molekiiler yapi, inhibitorlere duyarli olma ve hidrolitik
etkinlikler gibi oOzellikler acgisindan farkli 350 civarinda beta-laktam enzimi
tanimlanmistir (Giilay ve ark., 2001).

Beta-laktamazlar, substrata gore (6rn : OXA, IMP, CARB), biyokimyasal
Ozelliklerine gdre (6rn: SHV; sulfhydryl variant), genlerine gére (6rn: AmpC), direng
fenotipine gore (6rn: ARI: Acinetobacter to imipenem), izole edildikleri bakterilere gore
(6rn: PSE), suslara gore (0rn: P99), hasta adlarina gore (6rn: TEM, ROB), hastaneye
gore (6rn: MIR), izole edildikleri bolgeye gore (6rn: OHIO, GES), bulan kisiye gore
(6rn:HMS) isimlendirilebilmektedir (Gilay ve ark., 2001).

Beta- laktamazlar ile ilgili ilk siniflandirma 1940 yilinda Abraham ve Chain
tarafindan yapilmistir. 1968’de Sawai ve arkadaslari siniflandirmistir (Giir, 1996). 1970
yilinda ise Jack ve Richmond tarafindan bir siniflandirma yapilmistir. 1973 yilinda ise
Richmond ve Skyes smiflandirmayi gelistirmistir. Daha sonra 1995 yilinda Bush

tarafindan yeniden siniflandirilma onerilmistir ve 1995°te giincellenmistir.Bush, beta-
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laktamazlari, penisilin, oksasilin, karbenisilin, sefaloridin, genislemis sprektrumlu
sefalosporinler ve imipenem arasindaki substrat tercihlerine ve klavulanat tarafindan
inhibisyona duyarliliklarina gore siniflandirilmistir (Livermore, 1995).

Molekiiler yapilarina gore beta-laktamazlar, aktif bolgelerinde serin aminoasit
veya ¢inko (Zn*?) bulundurmalarina gre iki biiyiik gruba ayrilmaktadir. Bu iki biiyiik
grubun lyeleri Ambler siniflandirmasina gore dort molekiiler sinifta yer alir.Class A;
serin penisilinazlar, Class B; metalloenzimler, Class C; serin sefalosporinazlar, Class D;
oksasilini hizli bir sekilde hidrolize eden serin beta-laktamazlar1 igermektedir.
Molekiiler yapiya gore yapilan smiflandirma sabittir ve mutasyon ile degisiklige
ugramamaktadir (Giir, 1996, Gulay ve ark., 2001).

Class A Dbeta-laktamazlar, aktif bolgelerinde bir serin  aminoasiti
bulundurmaktadir. Temel substratlar1 penisilinler olan beta-laktamazlardir. A sinifi
enzimler genellikle plazmidler ile tasinmaktadir. Class B beta-laktamazlar, aktif
bélgelerinde cinko (Zn*%) bagimli bir thiol grubu bulunan metalloenzimlerdir ve bu
enzimlerin bircogu karbapenemaz aktivitesi tagimaktadir.Class C beta-laktamazlar, aktif
bolgelerinde serin aminoasiti tasimaktadir. Genel olarak sefalosporinaz niteligindedir.
Kromozomal Amp C geni tarafindan kodlandigr icin AmpC tipi enzimler olarak da
isimlendirilebilir. Salmonella spp. Disinda bitlin gram negatif ¢omaklarda
bulunmaktadir. C smifi beta-laktamazlar yap1 olarak PBP’lere benzedikleri igin,
PBP’lerden koken aldiklar1 diisiiniilmektedir.Class D beta-laktamazlar, serin
proteazlardir. Oksasilini hizli bir sekilde hidrolize edebilme yetenegindedir. 1995°te
Bush, Jacoby ve Mederios, beta-laktamazlarin yapisal 6zelliklerine ilave olarak substrat

profilleri, inhibitorlere duyarlilik gibi islevsel ozelliklerinin de degerlendirildigi bir
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siniflandirma  yapmiglardir.  Giiniimiizde en yaygin olarak bu smiflandirma

kullanilmaktadir (Gulay ve ark., 2001).

2.6.1 Bush-Jacoby-Mederios Siniflandirmast

Beta-laktamazlarin en yeni ve en yaygin kullanilan siniflandirma semasi Bush-
Jacoby-Mederios  siniflandirmasidir.  Karen  Bush’un 1989  yilinda  yaptigi
siniflandirmada Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 olmak {lizere dort grup bulunmaktadir;
fakat bu yeni siniflandirmada 2be, 2br ve 2f olarak ii¢ grup daha eklenmistir(Gur,
1996). Asagida agiklanan bu siniflandirma Tablo 2.2°de verilmistir.

A- Bush Grup 1 Kromozomal Enzimler (AmpC Beta-Laktamazlar)

Bu grupta klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalosporinazlar bulunmaktadir
(Bush ve ark., 1995). Kromozomal beta-laktamazlardir. Klavulanik asit ve
sulbaktamdan etkilenmezler. Sefaloridin ve sefalotini penisiline gore daha hizli bir
sekilde inhibe etmektedirler (Gur, 1996). Kloksasilin, aztreonam ve oksasilin tarafindan
inhibe edilmektedirler (Drawz ve Bonomo, 2010). Molekiiler yapi olarak Class
C’dedirler. izoelektrik noktalar1 7°den yiiksektir. Kromozomal AmpC enzimleri ve ilave
olarak plazmid kontroliindeki FOX-1, LAT-1, MIR-1, MOX-1, BIL-1 beta-laktamazlari
da Grup 1 igerisinde yer almaktadir (Gtir, 1996).

Grup 1 enzimleri indiklenebilir 6zelliktedir. Beta-laktam varliginda salinirlar.
Normal indiiksiyon etkisi kalici olmayip indiikleyicinin etkisi gegince tekrar bazal
diizeye donmektedirler. Indiiksiyona gerek olmaksizin yiiksek oranda beta-laktamaz
iireten (dereprese) mutantlarin bulunmasi endise vermektedir. Ornegin 14 giinliik
seftazidim tedavisinden sonra bir Pseudomonas aeruginosa susul g/ml’den 32 g/ml’ye

yiikseltilmis MIC’lerle se¢ilmistir (Drawz ve Bonomo, 2010).
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Karbapenem iizerine etkileri son derece azdir; fakat bu enzimlerin asir1 Gretimi
dis membran porin degisiklikleri gibi bagka bir mekanizma ile birlestiginde karbapenem
direncine neden olabilmektedir (Gulay ve ark., 2001).

B- Grup 2 Beta-Laktamazlar

Substrat profillerindeki farklilik sebebiyle bu grup birkag¢ alt gruba ayrilmistir.
Hepsi de molekiiler sinif olarak Class A’da bulunmaktadir.

Grup 2a: Klavulanik aside duyarli, penisilini hidroliz eden enzimler bu alt
grupta bulunmaktadir. Gram pozitif bakterilerin penisilazlarinin ¢ogu bu gruptadir.
Staphylococcus aureus’un enzimleri, Bacillus cereus’un kromozomal beta-laktamazlari,
Citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’un
enzimleri bu grupta bulunmaktadir. Grup 2a enzimleri, penisilini sefalosporinlerden
daha hizli bir sekilde hidrolize etmektedir. Kloksasilin, bu enzimler icin etkili bir
inhibitor degildir (Bush, 1989, Giir, 1996).

Grup 2b: Bu grupta yer alan enzimler penisilini ve sefalosporinleri (genis
spektrumlu) hidrolize eder. Klavulanik asit ile inhibe olurlar. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
enzimleri ile OHIO-1 veHaemophilus influenzae’da bulunan ROB-1 enzimleri bu
grupta bulunmaktadir (Gur, 1996). TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi enzimler plazmid
kaynakli beta-laktamazlardir ve Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda yaygin bulunup
plazmidler araciligiyla diger bakterilere aktarilirlar ( Daglar ve Ongiit, 2012).Yeni
kusak sefalosporinler, aztreonam ve imipeneme diisiik diizeyde hidrolitik aktivite
gostermektedirler. Molekiiler yapi olarak Class A’da bulunmaktadirlar ( Giir, 1996).
Grup 2b TEM-1 beta-laktamazi E. coli suslarinda penisilin ve dar spektrumlu

sefalosporin direncine neden olan mekanizmalar arasinda en sik karsilagilanidir. TEM-1
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Enterobacteriaceae iiyelerinin disinda Haemophilus, Vibrio, Neisseria suslarinda da
bulunmaktadir (Giilay ve ark., 2001).

Gram olumsuz bakterilerde saptanan ilk plazmidle kodlanan enzim TEM-1"dir.
SHV-1’de plazmidle kodlanan diger 6nemli bir enzimdir. TEM-2 bir aminoasidin
degismesi ile ortaya ¢ikmustir ve etki spektrumu TEM-1’e benzemektedir. TEM-2 ve
SHV-1’de meydana gelen aminoasit degisiklikleri genis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL) olarak taninan enzimlerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Bu yapisal degisiklik
3. kusak sefalosporinler (seftazidim, sefotaksim, seftriakson gibi) ve 4. kusak
sefalosporinleri (sefepim, sefpirom gibi) etkisiz hale getirmektedir (Bllu¢ ve ark.,
2003).

Grup 2be: Bu gruptaki enzimlere “’Genislemis spektrumlu beta laktamazlar
(GSBL)’denir. Daha onceki siniflandirmada 2b’de yer alan; fakat genislemis
spektrumlu B-laktamazlar1 (seftazidim, sefotaksim, aztreonam) hidroliz edip klavulanik
asit ile inhibe olan enzimler bu grupta yer almaktadir. TEM-3, TEM-26, SHV-2 ve
aztreonami hidrolize eden kromozomal K1 enzimleri bu gruptadir. Ilk kez Tiirk
izolatlarinda saptanan PER-1 enzimi de bu grupta yer alan enzimler igerisindedir ( Gdir,
1996).

GSBL’lerin en 6nemli 6zellikleri cogunlukla klavulanik asit ve daha az oranda
tazobaktam veya sulbaktam gibi inhibitorlere duyarli olmalaridir ( Daglar ve Ongiit,
2012).

Grup 2br: Klavulanik asittin etki etmedigi genis spektrumlu B-laktamazlar bu
grupta bulunmaktadir. TEM-30’dan TEM-36’ya kadar tim TEM enzimleri ve TRC-1

enzimi grup 2br’de yer almaktadir (Gur, 1996).
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Grup 2c: Karbenisilini hidroliz eden ve klavulanik aside duyarli enzimleri
icermektedir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 enzimleri, AER-1 enzimi(Aeromonas hydrophila’da
bulunan), BRO-1 ve BRO-2 (Moraxella catarrhalis’de bulunan) enzimleri, SAR-1
(Vibrio cholerae’da bulunan) enzimi bu grupta yer almaktadir (Giir,1996).

Grup 2d: Kloksasilini hizli bir sekilde hidroliz eden B-laktamaz enzimleri bu
grupta bulunmaktadir. OXA enzimleri (OXA-12’den OXA-14’¢ kadar) bu gruptadir.
OXA-11 Turkiye’de izole edilen bir susta tanimlanmistir. Bu enzimler klavulanik asit
ve sulbaktama direnclidir (Gir, 1996).

Sayilar1 31°e bulan OXA tipi enzimlerden 6zellikle iki alt siif giincel énem
tasimaktadir. Bunlardan birincisi 6zellikle Pseudomonas aeruginosa suslarinda
rastladigimiz genislemis spektrumlu tiirevler, ikincisi ise karbapenemi hidrolize eden
tirevlerdir. OXA tipi enzimler kokenlerine gore 3’e ayrilir (Giilay ve ark., 2001).

1) OXA-2 tirevi OXA-15
2) OXA-10 tiirevleri (OXA-11,12,13,14,16,17,19,28)
3) OXA-18

Grup 2e: Klavulanik asit ile inhibe olan sefalosporinazlari igermektedir.
Bakteroides uniformis ve B. vulgatus’da bulunan kromozomal CblA ve CfxA enzimleri,
E. coli’nin FEC-1, Stenotrophomonas maltophilia’nin L2, Yersinia enterocolitica’nin
Blal enzimleri ve Proteus vulgaris’in indiiklenebilen sefalosporinazi bu grupta bulunan
enzimlerdir (Gur, 1996).

Grup 2f: Klavulanik asit ile inhibe olan ve karbapenem antibiyotikleri hidroliz
eden enzimler bu grupta bulunmaktadir. Molekiiler yapilarina gore Class A’da
bulunmaktadirlar.  Enterobacter cloaceae’nin  NMC-A ve IMI-1’i, Serratia

marcescens’in Sme-1’i grup 2f’te bulunan enzimlerdir (Ocal, 2012, Giir, 1996).
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C- Grup 3 Beta- Laktamazlar

Klavulanik asit ile inhibe olmayan metalloenzimlerin bulundugu gruptur. Aktive
olmak icin Zn* iyonuna ihtiyag duymaktadirlar. Bundan dolay1 bu grubun enzimleri
klavulanat, tazobaktam, sulbaktam gibi Kklasik beta-laktamaz inhibit6rlerinden
etkilenmezler. EDTA ile inhibe olan enzimlerdir. Molekiiler yap1 olarak Class B * de
bulunmaktadirlar. Bu grubun en oénemli enzimleri S. maltophilia’nin L1 enzimi,
Aeromonas hydrophila’nin kromozomal enzimleri ve Bacteroides fragilis’in CcrA’dir
(Gulay ve ark., 2001, Giir, 1996).

D- Grup 4 Beta-Laktamazlar

Klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bu grupta bulunmaktadir.
Molekiil smiflar1  heniiz  belirlenmemistir.  Alcaligenes faecalis, B. fragilis,
Campylobacter  jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un
indiklenebilen enzimi, E. coli’nin plazmid kontrolundaki SAR-2 enzimleri grup 4 beta-

laktamazlar icin 6rnek enzimlerdir (Gir, 1996).

2.7 Beta-Laktamazlarin Tayini icin Testler

2.7.1 Beta-Laktamaz Aktivitesi I¢in Direkt Testler

Cogu hastane Haemophilus inflienzae, Moraxella catarrhalisve Neisseria
spp.icin direkt testler kullanmaktadir. Daha ¢ok kromojenik sefalosporinler, iyodin ve
pH indikatorleri ile penilisin hidrolizi arasinda renk degisimine bagl bir iligski kuran

testler kullanilmaktadir (Livermore ve Brown, 2001).
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A-Kromojenik Testler:Nitrosefin Testi: Kromojenik sefalosporin testidir.
Hidrolize bagli olarak saridan kirmiziya renk degisimi olmaktadir (Livermore ve
Brown, 2001).

B-iyodometrik Testler: Penisiloyik asit penisilinin hidroliz iiriiniidiir. Tyodini
indirger ve boylelikle nisasta-iyodin kompleksi renksizlesir. Bu reaksiyon tiplerde veya
kagit striplerde beta-laktamaz aktivitesini belirlemek i¢im kullanilmaktadir. Bu testler
Ozellikle stafilokokal penisilinaz i¢in duyarlidir. Gram negatif bakterilerden beta-
laktamazlarin ¢ogu i¢in nitrosefinden daha az duyarhdir(Livermore ve Brown, 2001) .

C-Asidimetrik Testler: Beta-laktam halkasinin hidrolizi karboksil grubunu
ortaya c¢ikarmaktadir. Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae igin faydali
testlerdir. Tip metodu ve kagit strip metodu ile gosterilebilir (Livermore ve Brown,

2001).
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Bush- Molekdl  Tercih Edilen Klavulanik  EDTA Enzimler
Jacoby- Sinifi Substrat asit
Medeiros
siniflamasi
Gram negatif
Grup 1 C Sefalosporinler - - bakterilerin AmpC;
MIR-1
Gram pozitif
Grup 2a A Penisilinler + - bakterilerin
penisilinazlar
2h A Penisilinler, i TEM-1, TEM-2,
Sefalosporinler SHV-1
Penisilinler, dar ve TEM-3 ile TEM-26,
obe A genis spektrumlu - i SHV-2 ile SHV-6,
sefalosporinler, Klebsiella oxytoca
monobaktamlar K1.
. TEM-30 ile TEM-36,
2br A Penisilinler + c TRC-1
2 A Penisilinler, + : PSE-1, PSE-3, PSE-4
Karbenisilin
2 D Penisilinler, + i OXA-1 ile OXA-11,
Kloksasilin B PSE-2 (OXA-10)
Proteus vulgaris’in
2e A Sefalosporinler + - induklenebilir
sefalosporinazlari
Enterobacter
Penisilinler, cloacae’nin NMC-A ¢
2f A Sefalosporinler, + - s1, Serratia
Karbapenemler marcescens’in Sme-
1’i.
. Stenotrophomonas
Birok j-laktam, maltophilia’nin L-1"i,
Grup 3 B Karbapenemler - + .
. Bacteroides
dahil. e ,
fragilis’in Ccra’si.
. Pseudomonas
Belirlenm - o
Grup 4 . Penisilinler - ? cepacia’nin
emis R
penisilinazi

Kaynak: Gir, 1996: 83.
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2.7.2 Beta-Laktamaz Aktivitesi I¢in Indirekt Testler

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) testleri, induklenebilir beta-
latakamaz testleri (IBL) ve metallo beta-laktamaz (MBL) testleri ile beta-laktamaz

aktivitesi belirlenebilmektedir.

2.7.2.1 Geniglemis Spektrumlu Beta-.aktamaz(GSBL) Testleri

Enterobacteriaceae iginde genislemis spektrumlu beta-laktamaz Greten bakteriler
ilk olarak 1982 yilinda Ingiltere ve Arjantin’de izole edilmistir (Sanders ve Sanders,
1992).

GSBL’nin saptanmasi i¢in ilk asama rutin olarak uygulanan antibiyogramlardaki
seftazidim veya aztreonam direnci ve sefoksitin duyarliligina bakilmalidir. ikinci asama
ise GSBL’nin belirlenmesi ve dogrulanmasi i¢in GSBL’lerin klavulanik asit ile inhibe
olma 6zelligine bakilmalidir (Yanik, 2003). Bunlar;

1. Cift Disk Sinerji Testi
2. Klavulanik Asitle Kombinasyonlu MIK Deneyi
3. E-test

4. Otomatize Sistemler

2.7.2.2 Indiiklenebilir Beta-Laktamaz Testleri

Indiiklenebilir Beta-Laktamaz testleri; disk indiiksiyon yontemi ve indiikleyici

ajanin besiyerine eklenmesi olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir.
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Disk Indiiksiyon Yontemi

0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton
Agar besiyerine yayma ekimi yapilir. Antibiyogramda sefoksitin veya imipenem gibi
guclu bir beta-laktamaz indiikleyicisinin yanina merkezden 15-20 mm uzaklikta olacak
sekilde aztreonam veya 3. kusak sefalosporin (6zellikle sefotaksim, sefutoksim gibi
zay1f indiikleyici) diski yerlestirirlir. 35°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasinda zayif
indiikleyici disk zon ¢aplarinin gii¢lii indiikleyiciye bakan tarafinda belirgin sekilde zon
cap1 daralmasinin goriilmesi (en az 4mm ve daha fazla daralmis olmasi) indiiklenebilir
beta-laktamaz Gretimini gosterir (Ocal, 2012).

Indiikleyici Ajanin Besiyerine Eklenmesi

0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton
Agar besiyeri yiizeyine yayilir. Sonrasinda aztreonam veya diger zayif indikleyici 3.
kusak sefalosporin diskleri standart miktarda imipenem igeren ve igermeyen
besiyerlerine yerlestirilir. Plaklar 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilir. Imipenem
igeren besiyerindeki inhibisyon ¢apinin imipenem igermeyene gore 3 mm veya daha dar
olmasi indiiklenebilir beta-laktamaz retiminin pozitif oldugunu gosterir (Livermore ve

Brown, 2001, Livermore, 1995, Sanders ve Sanders, 1992).

2.7.2.3 Metallo Beta-Laktamaz Testleri

MBL varligin1 belirlemek i¢in standardize edilmis herhangi bir fenotipik yontem
yoktur; fakat Onerilen birtakim testler vardir. Onerilen bu testlerin duyarlilik ve
ozgiilliikleri bakteriye ve belirlenecek enzimlere gore farklilik gostermektedir. Bu
konudaki ¢aligmalar devam etmektedir (Livermore, 2002).

MBL tayini i¢in kullanilan testler;
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a. EDTA veya diger enzim inhibitorii selatorleri ile CAZ veya IMP arasindaki
sinerji testleri
b. Kombine E- Testler

c. Modifiye Hodge Testleri

2.8 Metallo Beta-Laktamazlar (MBL)

MBL’ler Ambler siniflamasina gore Smif B’de, Bush smiflamasina gore Grup
3’te yer almaktadir. Metallo beta-laktamaz Ureten gram negatif bakterilerin en 6nemli
nozokomiyal patojenler arasinda oldugu kabul edilmektedir. Bu bakterilerin kliniklerde
cogalmasi ciddi bir kiiresel sorun olmaktadir (Shibata ve ark., 2003).Metallo beta-
laktamazlar genellikle grup 1 sefalosporinazlar ile kombine halinde Uretilir. 1960
yilinda ilk metallo beta-laktamaz enzimi Bacillus cereus’ta ginkoya bagimli enzim
olarak tanimlanmistir (Bush, 1998).

MBL’ler aktif bolgelerinde bir Zn™ iyonu bulunan enzimlerdir ve
tanimlanmalarinda bu ¢inko iyonuna baglanarak enzimi inaktive eden EDTA, 2-
merkaptopropionik asit gibi bilesiklerden yararlanilmaktadir (Gulay ve ark., 2001).

MBL’ler fonksiyonel olarak 3a, 3b ce 3¢ alt gruplarina ayrilirlar.

Grup 3a’da bulunan enzimler genellikle penisilinleri imipenemden daha hizli
hidrolize eden enzimlerin bulundugu gruptur. S. marcescens, P. aeruginosa, A.
baumannii, Shigella flexneri, K. pneumoniae gibi degisik tiirlerde saptanan IMP 1-8 ve
P. aeruginosa’da saptanan VIM 1-3 enzimleri bu grup igerisinde yer almaktadir.

Grup 3b enzimleri Aeromonas turlerinin metallo enzimlerini kapsar ve gercek

karbapenemazlardir. Karbapenemleri hidrolize etmek i¢in yiiksek ozgiilliige sahiptir;
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fakat karbapenem disindaki beta-laktamlara etkileri nitrosefin hidrolizine dayanan
testlerle gosterilemez ¢iinkii varliklar1 ¢ok azdir.

Grup 3c Legionella gormanii metallo beta-laktamazlarini igerir. Yiiksek
sefalosporinaz aktivitesine sahiptir (Bush, 1998).

IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1 (SauPaulo
Imipenemase), GIM-1 (German Imipenemase) ve SIM-1 (Seul Imipenemae) olmak
lizere bes ayr1 metallo beta-laktamaz tiirii vardir. IMP ve VIM tiirleri en sik rastlanan
ve diinya ¢apinda yaygin olan metallo beta-laktamazlardir. SPM Brezilya’da , GIM
Almanya’da Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda tespit edilmistir. Kore’de hem IMP-
1 hem de VIM-2 tiirleri rapor edilmistir (Lee ve ark., 2005).

IMP Tipi MBL’lar:Pseudomonas aeruginosa’da kanitlanmis ilk karbapenemaz
IMP-1"dir. Japonya’da 1992-1994 yillar1 arasinda karbapeneme direncli klinik P.
aeruginosa izolatlarinda bulunmustur. Incelenen suslarn  %11’inde blalMP-1
saptanmistir. Bu genin plazmid ve integrona yerlesik oldugu tespit edilmistir.
Singapur’daki iki hastaneden izole edilen karbapeneme direngli P. aeruginosa
suglarinda da IMP-1 metallo beta-laktamaz rapor edilmistir. 2000°den 2001’e kadar
diinya capinda ¢esitli gram negatif bakterilerde MBL’lerin diger IMP varyantlar
bulunmustur (Strateva ve Yordanov, 2009).

IMP-1 enzimini kodlayan blaIMP-1 geni pozitif olan Pseudomonas aeruginosa
izolatlarindablalMP-1 geni negatif P.aeruginosa izolatlarina gore ¢oklu ila¢ direncinin
ve infeksiyona neden olma egiliminin daha fazla oldugu gorilmistiir. Yapilan bir
caligmada blalMP-1 geni tasiyan P. aeruginosa’nin neden oldugu infeksiyonlarda 6lim

oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Hirakata ve ark., 2003).
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VIM Tipi MBL’lar: VIM tipi enzimler transfer edilebilen MBL’larin ikinci
temel grubudur. VIM enzimi ilk defa 1997 yilinda Italya’min Verona kentinde
Pseudomonas aeruginosa izolatinda saptandigi ve imipeneme direngli oldugu igin VIM-
1 adi verilmistir. blaVIM geni siif 1 integron igindeki bir gen kasetindedir ve bu
integron integraz genini tasimaktadir. blaVIM gen kasedine ek olarak aminoglikozid
direncini kodlayan bir aacA4 gen kasedini de tasimaktadir. blaVIM kasetindeki G+C
icerigi %56°dir ve blaIMP (%40) kasetininkinden oldukga yiiksektir (Lauretti ve ark.,
1999).

VIM benzeri enzimlerden biri olan VIM-2 enzimi ilk kez 1996 yilinda
Fransa’nin gilineyindenétropenik  bir hastanin  kan kiiltiirinden izole edilen
Pseudomonas aeruginosa izolatinda saptanmistir. Bu izolat seftazidim, sefepim ve
imipenemin de iginde bulundugu ¢ogu beta-laktam ajana direncliyken aztreonama
duyarli bulunmustur. VIM-1 ve VIM-2 arasinda %90 aminoasit ortaligi vardir. Dizi
heterojenligi VIM-1 ve VIM-2’nin genellikle NH; ve karboksi terminal bélgelerinde
gorilmektedir. Daha sonra Fransa’nin Paris kentinde ayni blaVIM-2 gen kasetini
tasiyan 2 adet Pseudomonas aeruginosa izolatt tanimlanmistir. VIM-2 (reten
Pseudomonas aeruginosa izolatlarmin italya ve Yunanistan’daki iki Universite
hastanesinde salgina neden oldugu bulunmustur. Japonya, Giliney Kore, Portekiz,
Ispanya, Polonya, Hirvatistan, Sili, Venezuella, Arjantin, Belcika en son ABD’de VIM-
2 Ureten P. aeruginosa izolatlari bildirilmistir.Son zamanlarda Tayvan’da VIM-3, VIM-
2 ve VIM serisinin yeni varyantlar1 P. aeruginosa izolatlarinda tanimlanmistir. VIM-
3’lin aminoasit dizisi 2 aminoasit degisimi ile VIM-2’den farklidir. VIM-4
Yunanistan’im  Larissa  kentinde bir Pseudomonas aeruginosa izolatinda

bildirilmistir.2001’de imipenem kullanilmis bir hastadan elde dilmistir. Bu sus biitiin
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beta-laktamlara direngliyken aztreonama karsi aktivitesini korumaktaydi (MIK 16
mg/ml).VIM-4; VIM-1, VIM-2 ve VIM-3 ¢ ten tek bir amino asit degisikligi ile farklidir
(Serl75Arg). VIM-5, VIM-1'den bes amino asit degisikligi ile farklidir. VIM-5
Klebsiella pneumoniae’de de tanmimlanmistir. VIM-5 enzimi tasiyan P. aeruginosa
ilkemizde Ankara sehrinde izole edilmistir. BlaVIM-5’e sahip P. aeruginosa aztreonam
da dahil butin beta-laktamlara direnclidir.VIM-6 beta-laktamaz Singapur’da iki P.
putida izolatinda tanimlanmistir. Bu izolatlar beta-laktamlara oldukca yuksek
direncliydi (imipenem ve meropenem i¢in MIK >32ug/ml, seftazidim igin
MIK>256ug/ml, aztreonam icin MIK>128ug/ml). VIM-6, VIM-2 den iki amino asit
degisikligi ve VIM-3 ° ten sadece bir amino asit degisikligi ile farklidir. VIM-7,
Texas’ta karbapenem direncli P. aeruginosa’da tanimlanmistir. VIM-1 ile %77, VIM-2
ile %74 benzerlik gostermistir ve bdylece beta-laktam tipleri arasinda 3. bir grup
meydana gelmistir. VIM-7, aztreonam dahil tim beta-laktamlara ve polimiksin B haric
diger tiim mevcut antibiyotiklere direngli bir klinik izolattan tanimlanmistir.Birkag
blaVIM gen dizisi de tanimlanmigtir; fakat resmi olarak yayimlanmamistir. Bunlardan
ilki Glney Amerika ve Kolombiya’da P. aeruginosa’dan izole edilen VIM-8’dir. Diger
ikisi sadece iki amino asit degisikligi gosteren ve Birlesik Krallik’tan izole edilen VIM-
9 ve VIM-10’dur. Arjantin ve Italya’da P. aeruginosa’dan izole edilmis iki VIM-11
metallo beta-laktam tipleri de bildirilmistir (Walsh ve ark., 2005).

SPM-1 Tipi MBL’lar: Brezilya’da Pseudomonas aeruginosa ( sus 48-1997A)
izolatindan tanmlanan yeni bir metallo beta-laktamazdir. Enzimi tagiyan izolatin Gram-
negatif bakterilerde meydana gelen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kolistin
disinda pek ¢ok antimikrobiyal ajanlara direngli oldugu bulunmustur. SIM-1, aztreonam

veya klavulanik asidi hidrolize etmemektedir. (Murphy ve ark., 2003). SIM-1 geni hem
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E. coli hem de P. aeruginosa’da seftazidime direncli hale getirebilenbir plazmid
tizerinde taginmaktadir (Toleman ve ark., 2002).

GIM-1 Tipi MBL’lar:2002 yilinda Almanya’da bes ¢oklu ilaca direngli
Pseudomonas aeruginosa’da metallo beta-laktamaz tespit edilmistir. Farkli hastalardan
tespit edilen bu izolatlarda GIM-1 genine rastlanmistir. izolatlarin antimikrobiyal
ajanlara yiiksek direncli oldugu sadece Polimiksin B’ye duyarli oldugu tespit edilmistir.
GIM-1 ° in amino asit sekanslarinin IMP varyantlarindan IMP-6, IMP-1 ve IMP-4’g,
VIM varyantlarindan VIM-7, VIM-1, VIM-4 ve VIM-5’e ve SPM-1’e belirli oranlarda

benzerlik gosterdigi bulunmustur (Castanheria ve ark., 2004).

2.9 Metallo Beta-Laktamazlarin Tespit Edildigi Yontemler

2.9.1 Kombine Disk Diflizyon Testi

Metallo beta-laktamaz Ureten gram negatif bakterilerin yayilmalarin1 6nlemek
icin hizli tespit edilmeleri 6nemlidir. Kombine disk testinin uygulanmasmin ve
yorumlanmasinin kolay olmasi bu test i¢in avantajdir (Yong ve ark., 2002).

Karbapenem direncli Pseudomonas aeruginosa’da metallo beta-laktamaz
varligini tespit etmek i¢in kullanilan bu yontemde; test edilecek bakteriler standart disk
diflizyon yontemiyle Muller-Hinton Agar’a inokiile edilir ve iki imipenem (10pg) diski
yerlestirilir. Imipenem disklerinden birtasine pH: 8 olan 0.5 M EDTA sollsyonundan
10ul eklenir ve 35 °C’de bir gecelik inkiibasyon sonrasinda zon ¢aplari incelenir.
Imipenem diski ile imipenem-EDTA’l1 diskin zon ¢aplarinda 7 mm veya daha fazla fark

olmast MBL pozitifligi olarak yorumlanir (Yan ve ark., 2004).
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2.9.2 Cift Disk Sinerji Testi

Bu test i¢in imipenem direngli suslar 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanarak
Muller-Hinton Agar yiizeyine ekim yapilir. Plak yiizeyi kuruduktan sonra imipenem
(10uQ) diski yerlestirilir. imipenem diskinin 15-20 mm uzagma 0.5 M EDTA soliisyonu
emdirilmis bos disk yerlestirilir. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zonunda
diizensizlesme olmas1 MBL pozitif olarak degerlendirilir (Ocal, 2012).

Arakava ve arkadaslar1 seftazidim direngli suslarda seftazidim-MPA (2-
merkaptopropionik asit), seftazidim-SMA (Sodyum merkaptoasetik asit), imipenem-
EDTA, imipenem-SMA diskleriyle bu testi uygulanmislardir ve bu iki disk arasinda

inhibisyon zonunun artmasini pozitif olarak yorumlamiglardir (Lee ve ark., 2003).

2.9.3 Modifiye Hodge Testi

Bu test Hodge ve arkadaslari tarafindan penisilinaz treten Neisseria gonorrhoeae
ve baska bakterin tespitinde kullanilan Hodge testinin modifiye edilmesiyle
olusturulmustur. Hodge testinde kullanilan penisilin duyarli Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) yerine Escherichia coli ( ATCC 25922) ve penisilin diski yerine
imipenem (10ug) kullanilarak yapilmaktadir (Lee ve ark., 2001).

Imipenem duyarli E.coli ATCC 25922 susunun McFarland 0.5’in 1/10
bulanikligindaki siispansiyonu hazirlanarak MHA plaginin yiizeyine disk diflizyon yon-
teminde oldugu gibi ekilir. Plagin merkezine ertapenem (10 pg) ya da meropenem (10
pg) diski yerlestirilir. Test edilecek suslar, bu diskin dort bir kenarindan perifere dogru
cizgi ekimi seklinde 6ze ile ekilir. 35°C’de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra diskin
etrafindaki inhibisyon zonunda c¢arpiklik goériilmesi veya yonca goriiniimii pozitif olarak

kabul edilir (Ocal, 2012).



43

29.4 E-Test Yontemi

Imipenem veya seftazidime EDTA veya MPA eklenerek E-test stripleri
gelistirilmistir. Test edilecek bakteri MHA plaklara ekilir. Plaklar kuruduktan sonra E-
test stripleri yerlestirilir. 35° C’de inkiibasyona birakilir. Imipenem/imipenem-EDTA
MIK oranlarinin 8 kat azalmas1 veya fantom zonunun goriilmesi MBL pozitif olarak

degerlendirilir (Yan ve ark., 2004).

2.9.5 Mikrodilusyon Yontemi (MDT)

Mikrodillisyon testi, Pseudomonas aeruginosa’da MBL (retiminin taranmasi
icin kullanilan basit, spesifik ve hassas bir yontemdir.Test edilecek susun imipenem
MIK degeri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenir ve sonra metal selatérlerden EDTA ile
tekrar MIK degerlerine bakilir. MIK degerleri arasinda sekiz kat azalma var ise MBL

pozitif olarak degerlendirilir (Migliavacca ve ark., 2002).

2.9.6 Molekuler Yontemler

Metallo beta-laktamaz iireten izolatlarin tespit edilmesinde molekiiler yontemler
de kullanilmaktadir ve duyarliligi fenotipik yontemlere gore daha fazladir. MBL enzimi
subtipleri sayilarinin artmis olmasi molekiiler yontemler i¢in bir dezavantajdir (Fluit ve
ark., 2001).

MBL tespitinde kullanilan molekiiler yontemler (Walsh ve ark., 2005);

1. PCR
2. DNA Prob Yontemi

3. Klonlama ve Sekanslama Y dntemi.
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Teknoloji  Test Substrat- Avantajlar Dezavantajlar
inhibitor
Kombinasyonu
Disk ve disk
yerlestirme
Disk Seftazidim ve 2 Kullanmi mesafesi
Merkaptopropiy standartlantirilmami
Yaklasimi oo kolay
onik asit stir ve
yorumlanmasi her
zaman kolay degilir.
Kullanimi Disk
iminenem ve kolay ve standartlagtiritlmami
Disk Diflizyon P v yorumlanmasi  stir ve MBL iireten
EDTA . Iy
- da nispeten baktere imipeneme
% kolaydir. duyarl olabilir.
2> MIK’lerdeki
3 _ azalmaya
= Mikrodiliisvon Imipenem ve dayali olmasi ~ MBL Ureten
= . Y EDTAve 1,10- ve bakteriler imipenem
~ Testi . .
= fenantrolin yorumlanmasi  duyarli olabilir.
§ nin kolay
olmasi
Kullanim1 MG yreten
bakteriler
.. kolay ve .
E-Test Imipenem ve orumlanmas;  'ipeneme duyarl
EDTA yoru olabilir ve sinirda
da nispeten
Kolavdir kalan vakalar
yar- g6zden kagabilir.
Cok hassastir
Karbapenem Meropenem ve ve altin Yorumlanmasi
Hidrolizi EDTA standart olarak  kolay degildir.
kabul edilir.
Gen ailesine Kisiye 6zel DNA
0zel ve primerleri gerektirir
. PCR ) .
@ gerceklestirme  ve yeni varyantlari
g si kolaydir. algllamay_abll_lr_. _
c Her gen ailesi inin
S . . roba ihtiyac
>; DNA Prob Ozgul bir P
o 9, . . . duyulmasi ve
= YOntemi yontemdir.
) varyantlar arasinda
2 ayrim yapamamasi
S Verilerin
= Klonlama ve Altin orumlanmast
Sekanslama standarttir. 4

deneyim gerektirir.

Kaynak: Walsh ve ark., 2005:318.
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Cahsmada Kullamlan Bakterilerin Tanim

Calismamiza Ekim 2019- Mart 2021 tarihleri arasinda Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi Merkez Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda izole edilen nozokomiyal 178 Pseudumonas aeruginosa izolati dahil
edildi. Her hastadan bir 6rnek eklendi.

Laboratuvara gonderilen kan, beyin omurilik sivis1 (BOS), idrar, balgam, steril
viicut s1visi, yara yeri suriintisu gibi 6rnekler%5 koyun kanli agar ve eozin metilen blue
(EMB) agar besiyerine ekildikten sonra 36+1°C’de 18-24 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Aerob kosullarda Ureyen Gram negatif, oksidaz pozitif ve karakteristik
aromatik bir kokuya sahip bakteriler Pseudomonas 6n tanisiyla tiir ve cins belirlenmesi
icin otomatize tanimlama yéntemlerine alindi. izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi
Vitek 2 ID/AST (bioMerieux, Fransa) otomatize bakteri tanimlama sistemi ile yapildi.
Tanimlanmas yapilan suslar, tiim testler ¢alisilana dek siit besiyeri (Conda, ispanya)

icerisinde -80°C’de muhafaza edildi.

3.2 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST ( The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) standartlarina gore Disk Diflizyon YOntemi
kullanilarak yapildi.Kontrol susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve

Escherichia coli ATCC 25922 kullanildi.
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3.2.1 Mueller-Hinton Agar Besiyeri (MHA)

Muller-Hinton Agar besiyeri hazirlamak i¢in toz halindeki ticari besiyerinden
28.5 gr MHA ve 10 gr Agar agar tartilarak 750 mL’lik distile su icerisinde ¢6zdirald.
121°C’de 15 dakika sire ile otoklavlanarak steril edildi. Besiyerinin 1sis1 45° C’ye
diisiince 100 mm c¢apl steril cam petrilere 4 mm kalinliginda olacak sekilde dokiildi.

Plaklar oda 1sisinda sogutulup kullanilana kadar 4 °C’de buzdolabinda saklandh.

3.2.2 Eosin Metilen Blue Agar (EMB)

Eosin Metilen Blue Agar besiyeri hazirlamak igin toz halindeki ticari
besiyerinden 28gr EMB ve 8 gr Agar agar tartilarak 750 mL’lik distile su igerisinde
cozduruldu. 121°C’de 15 dakika sure ile otoklavlanarak steril edildi. Besiyerinin 1s1s1
45° C’ye diigiince 100 mm capl steril cam petrilere 4 mm kalinliginda olacak sekilde
dokdldd. Plaklar oda 1sisinda sogutulup kullanilana kadar 4 °C’de buzdolabinda

saklandi.

3.2.3 Antibiyotik Diskleri

Bu calismada kullanilan antibiyotik diskleri Tablo 3.1’de verilmistir.



Tablo 3.1:Arastirmada Kullanilan Antibiyotik Diskleri
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Antibiyotik Disk Icerigi Marka, Mense
Piperasilin (PRL) 30 pg Bioanalyses, Tirkiye
Piperasilin-Tazobaktam (TPZ) 30-6 ug Bioanalyses, Tirkiye
Tikarsilin (TIC) 75 Ug Bioanalyses, Tirkiye
Tikarsilin-Klavulanik asit (T1M) 75-10 pg Bioanalyses, Tirkiye
Sefepim (FEP) 30 ug Bioanalyses, Tirkiye
Seftazidim (CAZ) 10 ug Bioanalyses, Tirkiye
Seftazidim-Avibaktam (CZA) 10-4 ug Liofilchem, Italya
Seftolozan-Tazobaktam (C/T) 30-10 pg Bioanalyses, Tirkiye
Imipenem (IMP) 10 ug Bioanalyses, Tirkiye
Meropenem (MEM) 10ug Bioanalyses, Tirkiye
Aztreonam (ATM) 30ug Bioanalyses, Tirkiye
Siprofloksasin (CIP) 5 ug Bioanalyses, Tirkiye
Levofloksasin (LEV) 5 ug Bioanalyses, Tirkiye
Amikasin (AK) 30 pg Bioanalyses, Tirkiye
Tobramisin (TOB) 10 g Bioanalyses, Tirkiye
Gentamisi (CN) 10 ug Bioanalyses, Tirkiye
Netilmisin (NET) 10 ug Bioanalyses, Tirkiye

3.2.4 Disk Difuizyon Yéntemi

Calismaya dahil edilen izolatlara ait stok bakteriler 36+1°C’lik etlivde 2 saat
bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Daha sonra eosin metilen blue (EMB) besiyerine
ekilerek etlivde bir gece 36+1°C’de inkiibasyona birakildi. 18-24 saat inkiibasyon
sonrasinda saf olarak tiremis olan P.aeruginosa kolonilerinden 0,5 McFarland’a gore
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanarak, MHA plaklarina ekim yapildi. 15 dakikalik siire
igerisinde antibiyotik diskleri 20 mm araliklarla plaklara yerlestirildi. Plaklar
36+1°C’lik etlivde 18-20 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plaklar
EUCAST standartlarina gore degerlendirildi. Tam inhibisyonun gézlendigi alanin ¢api
cetvel kullanilarak petri kabiin tersinden 6l¢ildi. EUCAST 1n 6nerdigi sinirlara gére
Olgiilen zon c¢aplar1 duyarli (S), orta diizey direngli (I) ve direncli (R) olarak
saptandi.Antibiyotik gruplarindan 3 veya daha fazla gruba direngli veya orta diizey

direncli olanlar “coklu ila¢ direnci (MDR)’’olarak kabul edildi.
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3.3 Metallo Beta-Laktamaz (MBL) Aktivitesinin Arastirilmasi

Karbapenem direngli suslarda imipenem ve meropenemi parcalayan beta-
laktamaz enzimlerinden biri olan MBL dretimi, ¢ift disk sinerji testi, kombine disk
diflizyon testi ve modifiye hodge testi kullanilarak arastirildi. EUCAST o6nerilerine gore
disk difiizyon yontemi ile Imipenem (10pg) veya Meropenem (10pg) diskleri
etrafindaki inhibisyon zon ¢aplari imipenem i¢in < 20 mm ise, meropenem ig¢in < 18

mm ise direncli kabul edildi.

3.3.1 Cift Disk Sinerji Testi

Taze kiltirden alinan bakteri kolonileri steril serum fizyolojik igerisinde 0,5
McFarland bulanikliginda hazirlanarak Mueller-Hinton Agar besiyeri yiizeyine plagin
her tarafina esit olacak sekilde ekim yapildi. Birer adet imipenem (10 pg) ve bos disk
(blank) aralarinda 15 mm olacak sekilde besiyerine yerlestirildi. Daha sonra bos disk
uzerine 10 puL 0,5 M EDTA eklendi. 36£1°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda imipenem diskinden bos diske dogru inhibisyon zonunda

dizensizlesme var ise MBL pozitif kabul edildi.

3.3.2 Kombine Disk Diflizyon Testi

Taze kiiltiirden alinan bakteri kolonileri steril serum fizyolojik igerisinde 0,5
McFarland bulanikliginda hazirlanarak Mueller-Hinton Agar besiyeri yiizeyine plagin
her tarafina esit olacak sekilde ekim yapildiktan sonra iki adet imipenem (10 pg) diski
yerlestirildi. Disklerin bir tanesine 0,5 M EDTA solisyonundan 10 pL pipetle

damlatildi. 36 £1° C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. EDTA damlatilan imipenem
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diskinin ¢evresindeki zon ¢api, EDTA’s1z imipenem diskinin zon ¢apindan en az 7 mm

daha buyuk ise MBL pozitif kabul edildi.

3.3.3 Modifiye Hodge Testi

Taze kiiltirden alman E. coli ATCC 25922 susunun 0,5 McFarland
bulanikliginda siispansiyonu hazirlandi. Steril plastik tip icerisinde 100 pl bakteri
stispansiyonu ve 900 ul SF olacak sekilde 1/10 bulanikliginda yeni bir siispansiyon
hazirland1 ve hazirlanan bu siispansiyonMueller-Hinton Agar besiyeri ylizeyine her
tarafta esit olacak sekilde yayildi. Plagin ortasina imipenem (10pg) diski yerlestirildi.
Test suslar1 bu diskin dort bir kenarindan perifere dogru ¢izgi ekimi seklinde 6ze ile
ekildi. 36+1° C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda diskin

etrafindaki zon ¢ap1 yonca yapragi goriiniimiinde ise MBL pozitif olarak degerlendirildi.
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BULGULAR
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Calismaya belirtilen siire icerisinde toplanan ve belirtilen kosullara uygun olan

178 Pseudomonas aeruginosa susu dahil edildi.P. aeruginosa suslarinin izole edildigi

klinik 6rneklere ve servislere gore dagilimi Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1:P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik 6rneklere ve birimlere gore

dagilimi
KLINIK ORNEK TURU )
BiRIM Beyin Steril TopLAM | YUZDE
Balgam Omurilik idrar Kan Viicut Yara (%)
Sivisi Sivisi
Nérosiriirji YB 25 = 3 1 - 3 32 18,0%
Noroloji YB 17 1 9 4 - - 31 17,4%
Dahiliye YB 7 - 7 1 - - 15 8,4%
EQJSE?WO” Hasy : i 3 2 - 7 12 6.7%
Genel Cerrahi YB 4 - 1 1 2 - 8 4,5%
Gastroenteroloji YB 4 - - 2 - - 6 3,4%
Onkoloji Servisi 1 - - 5 - - 6 3,4%
Ortopedi Servisi - - - - - 6 6 3,4%
Uroloji Servisi - - 4 2 - - 6 3,4%
Norosiriirji Servisi - 2 1 - 1 5 2,8%
Plastik Cerrahi Servisi - - - - 4 5 2,8%
g::rr\ll’g?i Onkoloji i i 1 1 i ) 4 2204
Dabhiliye Servisi - - - 3 - 1 4 2,2%
Kardiyoloji YB 3 - 1 - - - 4 2,2%
Palyatif Bakim Servisi - - 2 1 - 1 4 2,2%
Pediatri YB - 2 - - - 4 2,2%
DIGER* - 5 5 - 9 26 14,6%
TOPLAM 72 1 40 29 2 34 178 100,0%
YUZDE (%) 40,4% 0,6% 225% 16,3% 1,1% 19,1%| 100,0%

*Diger: Anestezi YB, Enfeksiyon hastaliklar1 YB, Fizyoterapi Servisi, Gastroenteroloji Servisi, Genel
Cerrahi Servisi, Gogiis Cerrahisi YB, Gogiis Cerrahisi Servisi, Gogiis Hasraliklar1 YB, Kadin Dogum
Servisi, Kulak Burun Bogaz Servisi, Nefroloji Servisi, Onkoloji YB, Ortopedi YB, Palyatif Bakim YB,

Pediatri Servisi.
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Calismaya aldigimiz Pseudomonas aeruginosasuslari en fazla norosiriirji yogun
bakimdan (32 sus, %18) ve ikinci siklikla da noroloji yogun bakimdan (31 sus, %17,4)
gelen 6rneklerden izole edildi.

Izole edildikleri klinik &rnek tiirlerine gore degerlendirildiginde en fazla balgam
(72 oOrnek, %40,4) ve ikinci siklikla da idrar (40 ornek, %22,5) kilturinden izole
edildigi gorildi. Tablomuzda klinik 6rnek sayist 3 veya daha az olan birimler diger

grubu igerisinde degerlendirildi.
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Sekil 4.1:P. aeruginosa suslarinin izole edildigi birimlere gére dagilimi

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi laboratuvara en ¢ok nérosiriirji yogun bakim ve

noroloji yogun bakimdan klinik 6rnekler gonderilmistir.

Tablo 4.2:Klinik &rneklerin yogun bakim iiniteleri (YBU) ve servislere gore dagilimi

Say1 Ylzde (%)

Yogun Bakim 113 63,5%
Servis 65 36,5%
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Sekil 4.2:Klinik &rneklerin yogun bakim iiniteleri (YBU) ve servislere gore dagilimi

Bu ¢alismadaki klinik drneklerin 113’0 (%63,5) yogun bakim iinitelerinden, 65’1

(%36,5) servislerden izole edildi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

steril viicut sivisi
1%

beyin omurilik
SIVISI
1%

Sekil 4.3:P. aeruginosa suslarinin izole edildigi klinik 6rneklere gore dagilimi
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Sekil 4.3’te gortildiigii gibi Pseudomonas aeruginosa suslart en fazla balgam ve

idrardan, en az ise steril viicut s1vis1 ve beyin omurilik sivsindan izole edidi.

4.1

Calismaya alian

Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuclar:

kriterlerine gore antibiyotik direng profilleri Tablo 4.3’te gosterildi.

178 Pseudomonas aeruginosa susunda 2020-EUCAST

Tablo 4.3:P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direng profilleri (2020-EUCAST)

Say1 Ylzde (%)
Antibiyotik Grubu | Antibiyotik Direncli S)urzt:‘y Duyarh | Direncli S)urzt:‘y Duyarh
®  pirenclity © | ® pirenctiy  ©
Piperasilin 82 96 0 46,1% 53,9% 0,0%
Tikarsilin 57 120 1 32,0% 67,4% 0,6%
Penisilinler Pipgrasilin- 53 123 2 298%  69,1% = 1,1%
Tazobaktam ' ' !
Tikarsilin-
Klavulanik 62 114 2 34,8% 64,0% 1,1%
Asit
Sefepim 78 100 0 43,8% 56,2% 0,0%
Seftazidim 44 133 1 24,7% 74,7% 0,6%
Sefalosporinler idim-
P Seftazidim 7 0 171 | 3,9% 0,0%  96,1%
Avibactam
Seftolozan- 24 0 154 | 13,5% 00%  86,5%
Tazobactam
Monolaktamlar Aztreonam 17 160 1 9,6% 89,9% 0,6%
Meropenem 40 13 125 22,5% 7,3% 70,2%
Karbapenemler )
Imipenem 55 117 6 30,9% 65,7% 3,4%
Siprofloksasin 46 111 21 25,8% 62,4% 11,8%
Florokinolonlar
Levofloksasin 53 123 2 29,8% 69,1% 1,1%
Amikasin 17 0 161 9,6% 0,0% 90,4%
Aminoglikozitler
Tobramisin 37 0 141 20,8% 0,0% 79,2%
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Sekil 4.4:P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direng profilleri (2020-EUCAST)

2020-EUCAST kriterlerine gore test edilen izolatlarin sonuglarina bakildiginda
piperasilin (%46,1) ve sefepim (%43,8) direncinin daha ylksek oldugu goriildii.
izolatlarin en duyarli oldugu antibiyotikler ise seftazidim-avibaktam (%96,1) ve
amikasin  (%90,4) olmustur. izolatlarin penisilin, sefalosporin, monolaktam,
karbapenem, florokinolon ve aminoglikozid grubu antibiyotiklerden en az (i¢ veya daha
fazla grup antibiyotige orta diizey direngli veya direngli olmasi “coklu ilag direnci
(MDR)” olarak kabul edildi. 2020-EUCAST kriterlerine gore coklu ila¢ direnci %2100
bulundu.

Sekil 4.4’te gortldiigii gibi Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda penisilin
grubu antibiyotiklere duyarlilik orami diisiik olarak belirlendi. Sefalosporin grubu
antibiyotiklerden duyarlilik oranlar1 seftazidim-avibaktam igin %96,1 ve seftolozan-
tazobaktam igin %86,5 olarak bulundu. Monolaktam grubundan aztreonam orta diizey
direng oraninin (%89,9) yiiksek oldugu goézlendi.Calismamizda imipenem direnci

(%30,9), meropenem direncinden (%22,5)daha yuksek bulundu.Florokinolon grubunda
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suslarin siprofloksasine %62,4 orta dizey direncli, %11.8 duyarli olarak belirlendi.
Levoflokasine %69,1 orta diizey direngli, %1,1 duyarli olarak belirlendi. Pseudomonas
aeruginosa izolatlarinda amikasin direnci %9,6, tobramisin direnci %20,8 bulundu.

4.2 Metallo Beta-Laktamaz Testi sonuclari

Karbapenem direncli olarak bulunan 55 Pseudomonas aeruginosaizolatlarinin
cift disk sinerji testine gore 18’i (%32,7), kombine disk difuzyon testine gore 20’si
(%36,4), modifiye hodge testine gore 17’si (%30,9) MBL pozitif olarak saptandi. En
fazla pozitiflik oran1 kombine disk diflizyon testi (%36,4) ile bulunurken, en az
pozitiflik oran1 modifiye hodge testi (%30,9) ile bulundu(Tablo 4.4 ve Sekil 4.5).

Tablo 4.4:MBL Test Sonuglari

Sayi Yizde (%)

POZITIiF NEGATIF TOPLAM | POZITIiF % NEGATIF % TOPLAM

Cift Disk Sinerji Testi 18 37 55 32,7% 67,3% 100%
Kombine Disk 20 35 55 36,4% 63.6% 100%
Diflizyon Testi

Modifiye Hodge Testi 17 38 55 30,9% 69,1% 100%
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Sekil 4.5: MBL Test Sonuglari

Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8°de ¢ift disk sinerji testi, kombine disk difuzyon testi ve

modifiye hodge testi drnekleri gosterildi.

Sekil 4.6: Cift Disk Sinerji Testi Ornegi



Sekil 4.7: Kombine Disk Difiizyon Testi Ornegi
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Poz

Sekil 4.8:Modifiye Hodge Testi Ornegi



59

5 TARTISMA

Hastane infeksiyonlar1 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de oOnemli bir
mortalite ve morbidite sebebidir. 1940’lara kadar hastane infeksiyonlarinin en basta
gelen etkeni Streptokoklardir. Daha sonra antibiyotiklerin kullanim alanina girmesiyle
hastane infeksiyonu etkeni olarak Stafilokoklar on plana g¢ikmustir. 1960-1970’li
yillarda penisilinlere direngli Stafilokoklara etkili olan antibiyotiklerin kullaniminin
artmasiyla Enterobacteriaceae ailesindeki E.coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter,
Citrobacter cinsleri ve Pseudomonas aeruginosa gibi gram-olumsuz basiller én plana
cikmistir (Dagli ve Namiduru, 2018).

Zor kosullar altinda kalabilen ve firsatg1 bir patojen olan P. aeruginosa; Kistik
fibrozis, yanik infeksiyonlar1 ve HIV pozitif hastalar gibi immiin sistemi baskilanmis
hastalarda ciddi ve tedavisi zor infeksiyonlara sebep olabilmektedir. Nozokomiyal
enfeksiyonlarin %10-25‘inden, hastane kaynakli pnomonilerin %37,5’inden sorumlu
tutulan P. aeruginosa suslart karbapenemler dahil bir¢ok antibiyotige karsi hizla
gelistirdikleri ¢oklu ilag direncinin yani1 sira dezenfektanlar icerisin de dahi
yasayabilmeleri nedeniyle giincel bir sorun olarak 6nemini korumaktadir (Aktepe ve
ark., 2010).

Yogun bakim {niteleri nozokomiyal infeksiyonlarin en c¢ok gorildiigi
kliniklerdir. Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalar altta yatan hastaliklar1 veya maruz
kaldiklar1 terapdtik ve diagnostik girisimler nedeniyle infeksiyon riski yliksek
hastalardir. P. aeruginosa ulkemizde YBU’lerinde en sik rastlanan infeksiyon

etkenlerinden biridir (Aktepe ve ark., 2010).
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2021 yilinda Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde 504 P. aeruginosa susunda
yapilan bir caligmada izolatlarin %35,9’nun yogun bakim {initesinden gonderilen
orneklerden elde edildigi bildirilmistir (Baddal ve ark., 2021).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Duman ve ark., (2012) yogun bakim
unitelerinden %34,5, dahiliye servislerinden %20,5, pediatri servislerinden 9%18,9,
g0giis hastaliklar1 servisinden %17,9, cerrahi bolumlerden %9,4 oraninda Pseudomonas
aeruginosa izole etmislerdir.

Ozer ve ark.’nin (2016) Hatay Mustafa Kemal Universitesi’nde yaptiklari
calismada 5 yilda izole edilen 772 P. aeruginosa suslarmin %23,1’inin yogun bakim
tinitelerinden izole edildigi bildirilmistir.

Pasa ve ark.’nin (2016) yaptiklar1 calismada Pseudomonas aeruginosa suslarinin
%30’unun yogun bakim iinitelerinden, %14’Uniin ortopedi ve travmatoloji servisinden,
%10’unun enfeksiyon hastaliklar1 ve kilinik mikrobiyoloji servisinden, %8’inin plastik
ve rekonstruktif cerrahi servisinden ve %8’inin gogiis hastaliklari servisinden izole
edildigi bildirilmistir.

Varigh ve ark. (2017) yaptiklart ¢alismada 408 P. aeruginosa suslarinin
%56’s11 yogun bakim Unitesinden, %23’Unl yanik iinitesinden ve %21 ini ise cesitli
servislerden izole etmislerdir.

Bizim c¢alismamizda hastanemizin ¢esitli klinik birimlerinde yatmakta olan
hastalardan tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen orneklerin en fazla yogun
bakim tinitesinden (%63,5) izole edildigi goriildii.

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu klinik araligi, genis oldugu igin
cesitli drneklerden izole edilebilmektedir.2021 yilinda KKTC’deki bir ¢alismada izole

edilen P. aeruginosa suslarmin %37,3’nin idrardan, %217,9’unun derin trakeal
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aspirattan, %17,9’nun apse/yara materyali Orneklerinden izole edildigi goriilmistiir
(Baddal ve ark., 2021).

Erdogan ve ark.’nmin (2021) c¢alismalarma dahil edilen 468 P. aeruginosa
susunun %51,7'si solunum yolu érneklerinden, %31,2’si idrardan, %9’u abse ve yara
orneklerinden, %9,1’i vajina, katater ve BOS’tan izole dildigi bildirilmistir.

2019 yilinda Kal Cakmaliogullar1 ve Kuru’nun yapmis olduklar1 ¢alismada izole
edilen 631 P. aeruginosa susunun %42’sinin balgam, bronkoalveolar lavaj, endotrekeal
aspirattan, %18’inin idrardan, %18’inin apse/yaradan, %22’sinin kandan izole edildigi
bildirilmistir.

Ozer ve ark. (2016) izole ettikleri P. aeruginosa suslarmim %37,9’unun yaradan,
%21,5’inin idrardan, %20’sinin balgamdan, %7,8’inin trakeal aspirattan ve %4,6’sinin
kandan izole edildigini bildirmistir

Bizim calismamizda ise suslarin ¢ogunlugu balgam (%40) olmak Uzere idrar
(%23), yara surintist (%19), kan (%16), beyin omurilik sivist (BOS) (%1) ve steril
viicut s1vist (SVS) (%1) gibi 6rneklerden izole edildi.

Son yillarda hastane infeksiyonlarindan soyutlanan Pseudomonas suslarinda
artan, ¢ogunlukla basta beta-laktam antibiyotiklere olmak Uzere ¢ok ilaca direng
saptanmasi, etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde giicliiklere yol agabilmektedir.
Pseudomonas suslarinda antimikrobiyallere karsi direng, 0zgil enzimlerin (beta-
laktamazlar, aminoglikozid modifiye eden enzimler) olusturulmasi, hiicre duvar
gecirgenliginde degisiklikler ve aktif disari atim sistemleri gibi birgok mekanizmayla
gelisebilmektedir. Gram olumsuz bakterilerde oldugu gibi Pseudomonas suslarinda
izlenen beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin en yaygin mekanizmasi olan

beta-laktamazlar, kromozomal, plazmid veya transpozonlar araciligiyla sentez edilen ve
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beta-laktam antibiyotiklerdeki amid baglarin1 pargalayan enzimlerdir (Ozyurt ve ark.,
2010).

Baddal ve ark.’nin 2021 yilinda Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde yaptiklar
bir ¢alismada ¢esitli kliniklerden toplanan 504 P. aeruginosa izolatinda antibiyotik
direnci arastirilmistir. Calismada aztreonam direnci  %47,7, sefepim direnci %32,
seftazidim direnci %26,3, imipenem direnci %26,4, siprofloksasin direnci %25,6,
meropenem direnci %24,6, piperasilin-tazobaktam direnci %19,7, gentamisin direnci
%13,5 ve amikasin direnci %5,3 olarak tespit edilmistir. Coklu ila¢ diren¢ oran1 %19,2
bulunmustur.

Er ve ark.’nin (2015) ¢alismalarinda 195 Pseudomonas aeruginosa izolatinin
seftazidime %2100, gentamisine %211,8, tobramisine %6,2, piperasiline %44,1,
amikasine 9%8,7, aztreonama %60,5, sefepime 9%?50,2, siprofloksasine %26,2,
levofloksasine %31,3, imipeneme %48,2, meropeneme %47,2, piperasilin-tazobaktama
%90,8 direngli oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada suslarin %25,1’inin ¢oklu ilaca
direncli oldugu saptanmustir.

Raja ve Singh’nin 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, ¢esitli klinik
orneklerden ureyen 505 P. aeruginosa susunda disk difiizyon yontemiyle antibiyotik
direnglilik oranlar1 arastirilmistir. Amikasine %6,73, gentamisine %12,9, netilmisine
%10,1, seftazidime 9%710,9, siprofloksasine 9%211,3, imipeneme %9,9, piperasiline
%10,8, piperasilin-tazobaktama %9,4 direng saptanmistir. Yapilan bu ¢alismada 505
izolatin %5,74’liniin ¢oklu ilaca direngli oldugu belirlenmistir (Raja ve Singh, 2007).

Farrell ve ark.’nin 2011-2012 yillarinda 32 tip merkezinden izole ettikleri 1.971

P. aeruginosa izolatinda ¢oklu ilag direnci %15,7 olarak tespit edilmistir.
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Cin’de yapilan bir calismada P. aeruginosa infeksiyonu olan hastalarda ¢ok ilaca
direnclilik oran1 %54 oldugu bildirilmistir (Bassetti ve ark., 2018).

Jung ve ark. (2004) bes yillik galisma siireglerinde 176 P. aeruginosa izolatinda
imipenem direng oranin1 %26, seftazidim %21, sefepim %27, piperasilin-tazobaktam
%16, piperasilin %19, tikarsilin klavulanik asit %22, aztreonam %31, amikasin %13,
tobramisin %29, gentamisin %28, siprofloksasin %40, levofloksasin %57 olarak
saptamislardir. Bu ¢alismada ¢oklu ilag direnci %32 bulunmustur.

Goossens 2003’te yaptigi bir ¢alismada bircok tlkede P.aeruginosa suslarinda
coklu ilag direncini arastirmistir. TUrkiye’ de 181 P.aeruginosa izolatinin 91’inde
(%50) coklu ilag direnci tespit etmistir. Italya’ da %25, Cek Cumhuriyeti ve Rusya’ da
%22, Belgika’ da %14 olarak c¢oklu ilag direnci saptamustir.

Tanriverdi Cayct ve ark.’min (2021) caligmalarinda izole edilen 445 P.
aeruginosa izolatinda direng oranlar1 piperasilin %25,6, piperasilin-tazobaktam %20,2,
sefepim %13,3, seftazidim %13,3, imipenem %17,8, meropenem %39,2, siprofloksasin
%16, levofloksasin %20,7, amikasin %2,5, gentamisin %35,8 olarak bildirilmistir.

2021 yilindaki bir calismada izole edilen 468 P. aeruginosa izolatinda direnclilik
oranlar1 amikasin %23,5, aztreonam %91,9, gentamisin %25,6, imipenem %37,8,
levofloksasin %42,5, meropenem 9%38,6, netilmisin %42,6, piperasilin-tazobaktam
%51,3, piperasilin %64,3, sefepim %42,3, seftazidim %37,3, siprfloksasin %34,
tobramisin %19,1 olarak saptanmistir (Erdogan ve ark., 2021).

Karapmmar ve ark.’nin 2020 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada 378 P.
aeruginosa susu izole edilmistir. Antibiyotik diren¢ oranlar1 meropenem igin %25,

imipenem igin %33, amikasin icin %12, gentamisin igin %18, tobramisin icin %12,
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piperasilin icin %13, piperasilin-tazobaktam icin %210, seftazidim igin %13, sefepim
icin %8, siprfloksasin icin %11 olarak saptanmustir.

2020 yilinda yapilan bir ¢alismada izole edilen 27 P. aeruginosa susunda
antibiyotik diren¢ oranlar1 siprofloksasin ve levofloksasin’e %30, sefepim ve
seftazidim’e %26, imipenem’e %19, meropenem ve gentamisin’e %15,
piperasilin/tazobaktam’a %11 ve amikasin’e %7 olarak saptanmistir (Behget ve ark.,
2020).

Kamit ve Sener (2020) ¢alismalarinda ¢ok ilaca direngli 16 Pseudomonas
aeruginosaizolatinda antibiyotik diren¢ oranlarini meropenem igin %69, seftazidim icin
%87,5, sefepim icin %87,5, amikasin icin %31 ve piperasilin-tazobaktam icin %87,5
olarak tespit etmislerdir.

Pasa ve ark.’nin (2016) yaptiklar1 ¢alismada imipenem direnci %11, amikasin
direnci %13, meropenem direnci %14, gentamisin direnci %16, siprofloksasin direnci
%16, piperasilin direnci %21, seftazidim direnci %25, levofloksasin direnci %26,
sefepim direnci %21, piperasilin-tazobaktam direnci %35 olarak saptanmustir.

Durmaz ve Toka Ozer’in (2015) ¢alismalarinda izole edilen 137 P. aeruginosa
izolatinda antibiyotik direnci amikasine %43, gentamisine %38, seftazidime %42,
sefepime %40, sefoperazon-sulbaktama %44, siprofloksasine %47, levofloksasine %47,
piperasiline %72, piperasilin-tazobaktama %71, imipeneme %37, meropeneme %37,
doripeneme %41, netilmisine %28 olarak saptanmuistir.

Erciyes tiniversitesi Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir ¢alismada klinik 6rneklerden
izole edilen 98 P. aeruginosa susunun 92 (%94)’sinin birden fazla antibiyotige direngli
oldugu tespit edilmistir. Calisilan 98 susun sefepim direnci %13,3, piperasilin-

tazobaktam %15,4, seftazidim %19,4, amikasin %5,1, siprofloksasin %17,3, imipenem
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%53,1, ertapenem %94, sefoperazon-sulbaktam %298, netilmisin %16,3, meropenem
%32,7 oraninda direnglilik saptanmistir (Ekincioglu ve Pergin, 2013).

Berktas ve ark. (2011) tarafindan izole edilen 75 P. aeruginosa izolatlarinda
direng oranlari piperasiline %79, gentamisine %75, imipeneme %60, aztreonama %55,
levofloksasine %44, seftazidime %40, siprofloksasine %32 ve amikasine %9 olarak
bulunmustur.

Van Eldere (2003) Belgika ve Luksemburg’daki 40 farkli hastaneden
nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilmis 716 Pseudomonas aeruginosa
susunda mikrodiliisyon yoOntemiyle antimikrobiyal ila¢ direncini aragtirmistir.
Calismada meropenem direnci %9,5, gentamisin %23,5, tobramisin %19,5, amikasin
%10,5, levofloksasin %27,5,  siprofloksasin %24, piperasilin %24, piperasilin-
tazobaktam %17,5, tikarsilin-klavulanik asit %37, aztreonam %55,5, seftazidim %28,5,
sefepim %29,5 olarak saptanmustir.

Japonya’da 2004 yilinda 100 merkezin katildig1 bir ¢alismada 996 P. aeruginosa
susunda imipeneme %19,3, piperasiline %15,5, seftazidime %39,9, sefepime %11,2,
sefpirome %19,3, sefoperazon-sulbaktama %14,9 oraninda diren¢ bulunmustur ( Ishii
ve ark., 2006).

Guven ve ark., (2005) 161 Pseudomonas aeruginosa suslari {izerine yaptiklari
calismada amikasin direnci %34, aztreonam %38, sefepim %35, siprofloksasin %39,
imipenem %34, piperasilin-tazobaktam %38, seftazidim %35, gentamisin %54,
piperasilin %44 olarak saptanmistir.

Pakoz ve ark. (2011) tarafindan izole edilen 154 P. aeruginosa suslarinin

direnclilik orani piperasilin-tazobaktam icin %97, aztreonam %40, imipenem %36,
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seftazidim %32, gentamisin %23, levofloksasin %37, amikasin %13 olarak
bulunmustur.

Dagi ve ark.’nin 2011 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada 92 P. aeruginosa
susunda antibiyotik direnci arastirilmistir. Amikasine %18, piperasilin/tazobaktama
%18, piperasiline %25, siprofloksasine %28, imipeneme %30, seftazidime %32,
gentamisine %35, sefepime %41 ve sefotaksime %91 olarak saptanmustir.

Bizim ¢alismamizda 178 P.aeruginosa izolatinda 2020-EUCAST kriterlerine
gore piperasilin direng oran1  %46,1, tikarsilin %32, piperasilin-tazobaktam %29,8,
tikarsilin-klavulanik asit %34,8, sefepim %43,8, seftazidim %?24,7, seftazidim-
avibaktam 9%3,9, seftolozan-tazobaktam %13,5, aztreonam %9,6, meropenem %22,5,
imipenem %30,9, siprofloksasin %25,8, levofloksasin %30,9, amikasin %9,6,
tobramisin %20,8 olarak saptandi. Coklu ilag direnci %100 olarak tespit edildi.

Diger calismalara gore, ¢coklu direng oranimizin %100 ¢ikmasinin sebebi 2020-
EUCAST kriterlerinde antibiyotik diski zon ¢api araliklarinin genisletilmesinden (S >
50) kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Calismamizda en yiiksek duyarlilik seftazidim-avibaktam (%96,1), amikasin
(%90,4), seftalozan-tazobaktam (%86,5), tobramisin (%79,2) ve meropenem (%70,2)
olarak tespit edildi.

Calismamizda piperasilin (%53,9), tikarsilin (%67,4), piperasilin-tazobaktam
(%69,1), tikarsilin-klavulanik asit (%64), sefepim (%56,2), seftazidim (%74,7),
aztreonam (%89,9), imipenem (%65,7), siprofloksasin (%62,4) ve levofloksasin
(%69,1) antibimikrobiyal ajanlarmin orta dizey direnglilik oranlar1 yiiksek olarak

saptand1i.Bu durumda bu ilaglarin yanlis ve bilingsiz kullanimi sonucunda orta dizey
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direngli olan suslar tamamen direng¢ gelistirebilir. Bu nedenle antibiyotik direncinin
giderek artmasi gelecege yonelik endise verebilir.
Calismamizda seftazidim-avibaktam, seftalozon-tazobaktam ve amikasinin

etkinliginin yiiksek oldugu saptandi.

Farrell ve ark.’nin (2013) ¢alismalarinda ¢ok ilaca direngli (MDR) ve ilaglarin
cogunluguna direngli (XDR) P. aeruginosa suslarina karsi seftolozan-tazobaktamin
genis spektrumlu ve yiiksek derecede aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Calismamiz 2019-EUCAST kriterlerine gore degerlendirildiginde ise direnclilik
oranlar1 piperasilin %46,1, tikarsilin %32, piperasilin-tazobaktam %29,8, tikarsilin-
klavulanik asit %34,8, sefepim %43,8, seftazidim %24,7, seftazidim-avibaktam %3,9,
seftolozon-tazobaktam %13,5, aztreonam %9,6, meropenem %22,5, imipenem %30,9,
siprofloksasin  %25,8, levofloksasin %29,8, amikasin %9,6, tobramisin %14,6,
gentamisin %34,3, netilmisin %35,4 olarak bulundu. Coklu ilag direnci %42,1 olarak
saptandi.

2015 yilinda Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezleri, P. aeruginosa
izolatlarinin %13,7'sinin en az ¢ antimikrobiyal gruba ve %5,5'inin siirveyans altindaki
bes antimikrobiyal grubun tiimiine direngli oldugunu belirtmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nden alinan verilere gore, ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa, ciddi infeksiyon
hastaliklarina neden olan etkenlerin %13’linii olusturmaktadir (Horcajada ve ark.,
2019).

Pseudomonas aeruginosa’nin neden oldugu infeksiyonlart tedavi etmek igin

karbapenem grubu antibiyotikler etkili olmustur; fakat Ispanya’da 2010 yilnda yapilan
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bir ¢alismada karbapenem direngli P. aeruginosasuslarinda endise verici bir sekilde
artis oldugu bildirilmistir ( Suarez ve ark., 2010).

Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncten bircok mekanizma
sorumludur (MexAB-OprM akis sisteminindeki degisiklik, mutasyonlar, zar
gecirgenligindeki degisiklikler, kromozomal AmpC B-laktamaz ekspresyonunu gibi).
Bir diger mekanizma ise karbapenemler dahil pek ¢ok beta-laktamlari hidroliz eden
metallo beta-laktamazlardir (MBL) (Luzzaro ve ark., 2004).

Metallo beta-latamaz Ureten Pseudomonas spp. ilk kez 1991’de Japonya’da
tespit edilmistir ve o zamandan beri diinya c¢apinda metallo beta-laktamaz (reten
Pseudomonas sayisinda 6nemli derecede artis olmustur (Falodun ve Musa, 2020).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada metallo beta-laktamaz pozitif suslar ile enfekte
142 hasta ile metallo beta-laktamaz negatif suslar ile enfekte 26 hasta karsilastirilmistir.
Analiz sonucunda yogun bakim iinitesinde kalmanin ve idrar yolu infeksiyonunun MBL
icin onemli kriterler oldugu saptanmistir. Ayrica karbapenem direngli Pseudomonas
infeksiyonlarinda, karbapenem duyarli Pseudomonas infeksiyonlarina gore hastalik
baslangi¢ hizinin ve mortalitenin (%33 - %71) arttig1 gézlemlenmistir (Bassetti ve ark.,
2018).

Metallo beta-laktamaz iireten bekterilerin erken tanisi ve yayilmasimin kontrol
altina alinmas1 6nemlidir. Bunun i¢in mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan basit
bircok fenotipik yontem vardir. IMP-EDTA ¢ift disk sinerji testi, IMP-EDTA kombine
disk testi, modifiye hodge testi, E-Test metallo beta-laktamaz saptanmasinda kullanilan
tarama testleridir (Mansur ve ark., 2013).

Demirdag ve ark. (2011) g¢ogul direngli 43 P. aeruginosa susunda MBL

aragtirmak amaciyla IMP-EDTA kombine disk testi ve modifiye hodge testi
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uygulamiglardir. IMP-EDTA disk testinde 43 susun 34’tinde (%79), modifiye hodge
testinde 43 susun 16’sinda (%37) MBL pozitif oldugu bildirilmistir.

Aksoy ve Tugrul’un (2020) c¢alismasinda 35 Pseudomonas aeruginosa
izolatinda cift disk sinerji testi ile %42,8, kombine disk diflizyon testi ile %94,2, E-Test
ile %54,2 oraninda MBL pozitiflik saptanmistir. Modifiye hodge testi ve genotipik
yontem ile MBL direnci saptanmamustir.

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada karbapenem direncli 40 P. aeruginosa
susunda MBL aktivitesi iki farkli fenotipik yontem ile incelenmistir. Modifiye hodge
testi ile %12,5’i, IMP-EDTA disk testi ile %52,5’i ve meropenem-EDTA disk testi ile
%57,5’1 pozitiflik vermistir (Cinar, 2019).

Ulkemizde 2020 yilinda yapilan bir baska calismada karbapenem direncli 57 P.
aeruginosa susunda kombine disk diflizyon testi ile %63,7, E-Test ile %27 MBL
pozitifligi bildirilmistir (Vural ve ark., 2020).

Bizim ¢aligmamizda disk difiizyon yontemiyle karbapenem direnci tespit edilen
55 Pseudomonas aeruginosa izolatinda ¢ift disk sinerji testi ile %32,7, kombine disk
diflizyon testi ile %36,4 ve modifiye hodge testi ile %30,9 oraninda MBL pozitiflik
tespit edildi.Calismamizin istatistiksel analizi Ki-Kare(Chi-square) Testiyle yapildi ve
yontemler arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Bizim verilerimizde karbapenem
direncinden sorumlu mekanizmanin bir kisminin MBL enzimleri oldugu goriildii. Bu
bakteriler birgok baska direng mekanizmasina sahiptir. Bu mekanizmalarin ¢ogunlugu
kazanilmig genetik faktorlerin kontroliinde olabilmektedir.

Pseudomonas aeruginosa,klinikte kullanilmakta olan antibiyotiklere karsi
yiiksek oranda direng gelistirmekte olup direng profili ve duyarlilik oranlar1 hastaneden

hastaneye zamanla farklilik gostermektedir.Bu nedenle riskli Gnitelerde duzenli
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siirveyans c¢alismalar1 yapilmasinin, sik karsilasilan etkenler ve antibiyotik direnglerinin
takip edilmesinin klinisyenlerin ampirik tedavilerinin basarisinda 6énemli bir yeri vardir
(Kose ve ark., 2014).

Hastanemizde infeksiyona neden olan etkenler arasinda P.aeruginosa sik olarak
izole edilmektedir. Kuskusuz ki antibiyotik kullanimin dogru bir sekilde olmasi
bakterideki diren¢ mekanizmalarinmi  yonetmek acisindan olduk¢a Gnemlidir.
Klinisyenler tarafindan tedavide kullanilacak olan antibiyotigin, hastanenin bilinen

direng profiline uygun olmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda c¢oklu ilag direnci %100 olarak bulundu. Bu nedenle klinisyenler
tarafindan hastanemizin antibiyotik diren¢ profillerinin izlenmesi ve dogru antibiyotik
kullanim politikalarinin olusturulmasi gerekmektedir.

Calismamizda izole edilen 178 P.aeruginosa suslarinin biiyiik bir kismi1 yogun
bakim tinitelerinden (%63) gelen klinik 6rneklerden izole edildi. Yogun bakim tiniteleri
antibiyotiklerin en yaygin kullanildig1 birimler oldugu i¢in antibiyotik direncinin ortaya
ctkmasinda biiyiik paya sahiptir. Ozellikle YBU’lerinde dogru antibiyotik kullanim
politikalarinin belirlenmesi ve uygulanmasi gerekmektedir.

Calismamizda klinik 6rnekler en fazla balgam (%40) olmak Uzere idrar (%23),
yara (%19), kan (%16). BOS (%1) ve SVS (%1) kiilturlerinden izole edildi.

Calismamizda izole edilen suslarin en duyarli oldugu antibiyotikler; sefalosporin
grubundan  seftazidim-avibaktam  (%96,1), seftalozon-tazobaktam  (%86,5),
aminoglikozid grubundan amikasin (%90,4) ve tobramisin (%79,2)’dir. Bu
antimikrobiyal ajanlara zamanla direncin artmasini 6nlemek i¢in tedavi sirasinda bilingli
bir sekilde kullanilmalidir.

Calismamizda karbapenem direngli 55 P. aeruginosa susunda MBL aktivitesini
arastirmak icin 3 fenotipik test kullanildi. Kombine disk difiizyon testinde %36,4, ¢ift
disk sinerji testinde %32,7 ve modifiye hodge testinde %30,9 MBL pozitiflik bulundu.
Metallo beta-laktamaz iireten izolatlar monolaktam grubundan aztreonam disindaki
bltun beta-laktam antibiyotikleri hidroliz etmektedir. Laboratuvarlarda hizli, giivenilir
ve maliyeti diisiik testler ile MBL iireten suslar tespit edilmeli ve yayilmasi

onlenmelidir.
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