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1. GIRIS

Pseudomonas aureginosa dogada ¢ok yaygin olarak bulunur ve organik materyalin
yeniden diizenlenmesinde, onemli rol oynar. Cogu tiirler bitki ve hayvanlar i¢in
patojendir. Cogu Pseudomonas’lar insanlar1 enfekte etmekle birlikte, bazilari
ozellikle savunma sistemi zayiflamis kisilerde 6nemli firsat¢1 patojendir. Mekanik
ventilasyon altindaki eriskinler veya notropenik hastalar, 6zellikle genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi swrasinda veya sonrasinda P.aeruginosa’ya bagl ventilator

kaynakli veya diger pndmoniler agisindan biiyiik risk altindadirlar (1).

P.aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin
gibi penisinler; seftazidim, sefoperazon ve sefepim gibi sefalosporinler; imipenem,
meropenem ve doripenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi monobaktam;
amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler; tetrasiklin minosiklin ve
doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasasin ve levofloksasin gibi

florokinolonlar kullanilmaktadir (2, 3).

Beta laktam antibiyotikler, kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkas1
tastyan ve hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir
antibiyotik grubudur. Ancak bu yaygin kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni
diren¢ mekanizmalar1 gelistirdigi ve beta laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarinin

giderek arttig1 gozlenmektedir (4).

P.aeruginosa pek cok antibiyotige karsi intrinsik direnclidir. Bu intrinsik
direng sebepleri arasinda; ila¢ atim pompalari, dis membran gegirgenliginin diisiik
olmas1 sayilabilir. Ayrica P.aeruginosa’da beta laktamaz enzimlerinin varligi

antibiyotik direncinden sorumludur (5).

Beta laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerde bulunan beta laktam
halkasmin amid baglarina etki ederler ve bu baglar1 pargalarlar (6). Beta laktamazlar
plazmit veya kromozomal kokenli bakteriyel enzimler olup, bakteride beta laktamaz

sentezi konstiitif veya indiiklenebilir diizeyde olabilir. Gram-negatif bakterilerde



periplazmik alanda bulunan enzim, gram-pozitif bakterilerde hiicre disma

salgilanmaktadir (7).

Bu calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinde
yatmakta olan hastalardan izole edilen P.aeruginosa suslarinin antibiyotik
duyarhliklarinin tespit edilmesi, PER, GES, KPC, VIM, IMP ve OXA gibi direng
enzimlerinin fenotipik ve genotipik olarak saptanmasi, enzim tasidigir belirlenen

izolatlarin dizi analizlerinin yapilmasi ve alt tiirlerinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa toprakta ve suda yasayan gram negatif, nonfermentatif,
aerop basildir. Dogada ¢ok yaygm bulunur ve organik materyallerin yeniden
diizenlenmesinde ©nemli rol oynar. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlari,
konagm savunma sisteminin kirilmig olmasi1 ve bakterilerin sik kullanilan bir¢ok

antibiyotige direncli olmalar1 nedeniyle agir seyreder ve tedavisi zordur (1).

2.1.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa 1,5 - 3 pum uzunlugunda ve 0,5 pm genisliginde, tek
basma, ikili veya bazen kisa zincirler halinde bulunan, sporsuz, kapsiilsiiz
comakciklardir. Cogu kez uglarinda bir veya birka¢ kirpigi bulunur ve ¢ok
hareketlidir. Gram boyama ile kolay ve Gram (-) boyanirlar (2).

2.1.2. Kiiltiir Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa zorunlu aeroptur. Uremek i¢in basit besin maddelerine
ihtiya¢ duydugundan kanli agar, MacConkey agar gibi bircok besiyerinde kolayca
irer ve kolonileri tath veya {lizim benzeri koku olusturur (8, 9). En iyi ilireme
sicakligr 37°C’dir ancak 42°C’de de iireyebilir. Cogu izolatlar kanli agarda beta
hemoliz yapar (1). Kolonileri 3 - 5 mm biiyiikliigiinde, kenarlar1 diizensiz
goriinimdedir (2). Kistik fibrozlu hastalarin kiiltiirlerinde, bir ekzopolisakkarid olan
alginatin asir1 {iretilmesi nedeniyle mukoid koloniler olusturan P.aeruginosa
iretilmektedir (8). Kiiltiirleri, yesil renk olusturan piyosiyanin adi verilen ¢oziiniir
fenazin pigmenti Uretir. Piyosiyanin disinda bakteri kirmizi renk veren piyorubin
pigmenti, kahverengi renk veren piyomelanin pigmenti ve sari-yesil renk veren

piyoverdin pigmenti olusturur (2).



2.1.3. Biyokimyasal Ozellikleri

P.aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz, ksiloz gibi sekerlere oksidatif
etki gosterir. Oksidaz, sitrat ve L-arginin dihidrolaz pozitiftir. Nitrati nitrite
cevirirler. L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz negatiftir (1). indol ve
H,S olusturmaz. Metil kirmizis1 ve Voges Proskauer olumsuzdur. P.aeruginosa ve
P.fluorescens ayni bakterilerin diger kokenlerine etki ederek onlar1 eriten

bakterosinler yaparlar (2).

2.1.4. Epidemiyoloji

Pseudomonas farkli ¢evresel yerlesim gosteren firsat¢1 bir patojendir. Havadan,
sudan, bitki ve hayvanlardan izole edilebilir. Uremesi i¢in ¢ok az besin maddesine
ihtiya¢ duyar, distile su iginde bile tlreyebilir. Bu o6zellikleri P.aeruginosa’y1 ¢ok

etkili bir firsatci patojen yapar (1).

P.aeruginosa firsat¢1 patojen enfeksiyonlara neden olmaktadir. Saglikli
kisilerde nadiren hastaliga sebep olur. Saglikli bireylerde perine, dis kulak yolu,
aksilla, alt gastrointestinal sistem gibi nemli alanlarda kolonize olabilir. Saglkli
kisilerin derisinde %0-2, burun mukozasinda %0-3,3, bogazinda %0-6,6, diskisinda
%2,6-24 oraninda bulunabilir. Yanik, kanser kemoterapisi, HIV enfeksiyonu,
notropeni gibi nedenlerle normal savunma mekanizmalar1 bozulanlarda; uzun siireli
genis spektrumlu antibiyotik kullanimiyla mikrobiyal florasi degisenlerde; kistik
fibrozisteki solunum sistemi degisiklikleri gibi savunma mekanizmalarinda
degisiklik olanlarda ve organizmanin dogal temizleme mekanizmalarmin
bozulmasma yol acan lriner kateter, entiibasyon uygulananlarda bu kolonizasyon
enfeksiyona doniisebilir. Risk grubundaki kisilerde enfeksiyon olusmasinda bir
faktor de ortam kosullaridir. Lavabo, mutfak malzemeleri, ventilatér, endoskop,
dezenfektanlar gibi nemli ortamda kolayca iireyebilmesi nedeniyle hastane ortaminda
bol bulunurlar. Hastane dis1 enfeksiyonlardan ise genellikle ylizme havuzlari,

kiivetler, jakuzi, sauna, kontakt lens ve soliisyonlar1 sorumludur (10).



P.aeruginosa konagm deri savunmasmin tahrip oldugu genis yanikl
hastalarda, kistik fibrozis gibi solunum yolu hastalig1 bulunan olgularda, bagisiklig:

baskilanmis olgularda, katater takilmis olgularda enfeksiyonlara neden olur (11).

Olson ve ark. yogun bakim iinitelerine kabul edilen hastalarda P. aeruginosa
kolonizasyonu olustugunu gostermislerdir. Yogun bakim hastalarmin taranmasi
sonucu 240 hastada P.aeruginosa kolonizasyonu saptanmislardir. Bu Orneklerin
50’sinin karbapenemlere direngli oldugu ve metallo beta laktamaz {irettigi
bulunmustur. Bu 50 izolatin %60°1 diyabetli hastalardan ve %40°1 akut lenfoblastik
16semi, safra kesesi kanseri, 6zafagus kanseri, prostat adenokarsinomu, non-hodgkin

lenfoma gibi kanser hastalarindan identifiye edilmistir (12).

Ulkemizde ise sekiz hastanenin Yogun Bakim Unitelerinden (YBU) izole
edilen gram-negatif bakterilerin degerlendirildigi c¢ok merkezli bir caligmada,
P.aeruginosa %24,6 oran ile en sik izole edilen gram-negatif bakteri olarak
bildirilmistir (13). Son yillarda P.aeruginosa’larin hastane enfeksiyonu olarak tespiti
gittikce artmaktadir (10). Hastane enfeksiyonlarindan %8-25 oraninda bu bakterinin
sorumlu oldugunu gésteren degisik calismalar mevcuttur. Ozellikle Yogun bakim
iiniteleri ve notropenik hastalar bu enfeksiyon etkeni acisindan risk altindadir (14).
Van bolgesinde 2011 yilinda Karahocagil ve ark. yaptigi bir calismada yogun
bakimdan izole edilen enfeksiyon etkenleri arasinda Pseudomonas aeruginosa %11,9
oraninda saptanmustir (15). Ahsen ve ark. 2012’de yaptig1 bir arastirmada yogun
bakim iinitelerinde Acinetobacter baumannii’den sonra %.20,9 ile Pseudomonas

aeruginosa enfeksiyonuna rastlanmistir (16).

2.1.5. Patogenezi

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezi bakterinin hem invazif hem de toksijenik
mekanizmas1 nedeniyle karmasiktir. Enfeksiyonun bakterinin baglanmasi ve
kolonize olmasi, lokal invazyon, disseminasyon ve sistemik hastalik seklinde

asamalar1 mevcuttur (3).



Bu siiregler piluslar, enzimler ve toksinlerle yiiriitiilir. Mukozalara
Pseudomonas kolonizasyonu pili ve fimbria araciligi ile olur. Adezinlerde
baglanmay1 kolaylastirir. Siklikla kistik fibrozisli hastalardan izole edilen mukoid
P.aeruginosa suslarinin polisakkarit kapsiilii vardir. Bu kapsiil alginat adi verilen
tekrarlayan yapilar igerir. Bakterinin ¢evresindeki bu kapsiil onu immun sistemden

korumaktadir (3).

P.aeruginosa birgok hiicre dis1 enzim veya toksin salgilar. Elastaz ve alkalin
proteaz virulansla en fazla iligkili bulunan proteazlardir. Her ikisi de deri, akciger ve
korneada nekrotizan etki yapar. Elastaz kan damarlarindaki internal elastik laminay1
yikarak  hemorajilere neden olur. Ayrica  hiicreler arast  baglantilar:

parcalamaktadirlar(3).

P.aeruginosa iki hemolizin olusturur. Birisi 1stya duyarli fosfolipaz C, digeri
ise 1stya dayanikli rhamnolipidtir. Her ikisi de sinerjitik etki ile lipidleri ve lesitini
parcalar  (3).  Pseudomonas  lipopolisakkariti,  sistemik  Pseudomonas
enfeksiyonundaki ates, hipotansiyon, oligiiri, l6kopeni veya lokositoz, dissemine
intravaskiiler koagiilasyon ve ARDS’de dogrudan rol oynar (8). Ekzotoksin A klinik
orneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinin ¢ogu tarafindan olusturulmaktadir.
Memeli protein sentezini difteri toksinine benzer bir mekanizma ile inhibe

etmektedir (3).

2.1.6. Virulans Faktorleri

P.aeruginosa pek cok viriilans faktoriine sahiptir. Virulans faktorlerinin roli ve
onemi, dogal ve kazanilmis bagisik yanit ve enfeksiyonun olustugu viicut bolgesi
gibi bazi konak faktorleri tarafindan etkilenir. Virulans faktorleri ile konak faktorleri

arasindaki bu denge enfeksiyonun hafif veya agir gegmesini belirleyen kriterdir (7).



2.2.6.1. Bakteriyel Faktorler

P.aeruginosa’nin virulans faktorleri arasinda adezinler, pigment, ekzotoksin A,
ekzoenzim S, hemolizinler, proteazlar ve alginat gosterilebilir. Bunlar bakterinin

konaga yerlesmesine ve hastalik olusturmasina katkida bulunur (17).

2.2.6.1.1. Yiizey Adezinleri

P. aeruginosa’nin ylizeyinde pili ve nonpili hiicre yiizey komponentleri olarak
ayrilabilen iki tip protein adezini tanimlanmigtir. Bunlardan biri polar yapidaki pili

veya fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarittir (1).

2.2.6.1.2. Alginat

Bakteri ylizeyinde kapsiilde yer alan mukoid ekzopolisakkarit yapisindaki alginat
organizmay1i, fagositozdan ve antibiyotik etkisinden korumaktadwr. Bu etki
notrofillerin  kemotaksisinin inhibisyonu, komplemanin alternatif yoldan aktive
olmas1 ve bakteriye kars1 zayif opsoninlerin olugsmasindan kaynaklanmaktadir (18).
Bir polisakkarit olan alginat {iretimini kontrol eden genler, mukoid P.aeruginosa
kokenleri ile uzun donem kolonize olan kistik fibrozisli veya diger kronik solunum

yolu hastaliklar1 olan hastalarda etkin olabilmektedir (9).

2.2.6.1.3. Pigment

P.aeruginosa’nin trettigi mavi pigment olan piyosiyanin, oksijenin toksik formu
olan hidrojen peroksit ve siiperoksidin {iretimini katalize eder. Bu pigment ayrica
notrofil aktivasyonunun artmasina onciiliik eden interlokin-8 salimimini uyarmr. Sari
yesil pigment olan piyoverdin demiri baglayan bir siderofordur. Bu pigment ayrica
ekzotoksin A ve diger virulans faktorlerinin de salinimimni diizenler. Ayrica piyorubin

ve piyomelanin gibi pigmentleri bulunmaktadir (9).



2.2.6.1.4. Hemolizinler

P.aeruginosa iki gesit hemolizin olusturur. Bunlardan birisi 1s1ya duyarl fosfolipaz
C, digeri ise 1stya dayanikli rhamnolipittir. Bu iki madde sinerjitik olarak hareket
ederek lipidleri ve lesitini hasara ugratir. Proteazlar gibi hemolizinler de nekroz

yaparak, enfeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardimci olur (1).

2.2.6.1.5. Ekzotoksin A

Enfeksiyon etkeni olarak saptanan ¢ofu P. aeruginosa ekzotoksin A sentezler. Bu
toksin etkisini difteri toksini gibi ADP-ribozil transferaz 6zelligi sayesinde
elongasyon faktorii 2’yi (EF-2) inhibe ederek hiicre oliimiine yol agmak yolu ile

gosterir. Invazyondan ve bdlgesel doku hasarmdan sorumludur (19).

2.2.6.1.6. Ekzoenzim S

Ekzoenzim S, Ekzotoksin A gibi bir adenozindifosfat ribozil transferazdir. Hedef
proteini heniiz tamimlanmamistir. Saf ekzoenzim S, fareler i¢in toksiktir. Doku
kiiltlirlerindeki hiicrelere sitopatik etki gosterir. Ekzoenzim S salgilamayan suslar

deneysel yanik ve kronik akciger enfeksiyonlarinda daha az virulandir (1).

2.2.6.1.7. Proteazlar

Elastini sinerjitik olarak indirgeyen iki enzim LasA (serin proteaz) ve LasB (¢inko
metalloproteaz), elastin iceren dokularda ve akciger parankim dokusunda hasar ve
yaygin hemorajik lezyonlarla iligkilidir. Bu iki enzim kompleman bilesenlerini
indirgeyerek notrofil kemotaksis ve fonksiyonlarini inhibe ederek doku hasari ve

enfeksiyonun yayilimmna neden olurlar (9).

Elastaza benzer sekilde alkalin proteaz da doku hasar1 ve P.aeruginosa

enfeksiyonunun yayilimina neden olur ve ayrica konak bagisik yanitina etkilidir (9).



2.2.6.1.8. Endotoksin

Pseudomonas endotoksini lipit A, diger bakteriyel lipopolisakkaritler gibi
organizmanin biyolojik etkisini diizenler (1). Lipopolisakkarit, ates, sok, oligiiri,

16kositoz ve 16kopeni, DIC ve ARDS gibi tablolarda rol oynar (8).

2.1.6.2. Konak Faktorleri

Enfeksiyon hastaligi gelisiminde kisinin immiin yanit1 biiyilk 6nem tasimaktadir.
Biitiinliigi bozulmamis deride enfeksiyon hastaligi meydana gelmezken, yara veya
yanik bodlgesi gibi hasarli deride yerlesen bakteri bu bolgelerde c¢ogalarak kana
gecebilir. Mukozal bariyer fonksiyonlarinin kaybi P.aeruginosa’yr 6nemli bir
patojen haline getirmektedir. Gozde korneal mukoza ve epitel yiizeyde meydana
gelen fiziksel hasar bakteri i¢in firsat olusturmaktadir. Dogal bagisiklik sisteminin bu
onemli G6geleri kanser kemoterapisi, antibiyotik kullanimi, iist solunum yolunda
endotrakeal tiip kullanimi gibi nedenler ile hasara ugrayabilir ve bu nedenle dogal

bagisiklik sistemi gérevini yerine getiremez (7).

Mukozal yiizeylerde ve kanda bulunan kompleman ve kollektinler gibi ¢coziiniir
faktorler opsonizasyonun meydana gelmesini saglayarak fagositozun etkisini
arttirmaktadir. Bu ¢0Oziiniir faktorlerdeki cesitli nedenlerle ortaya c¢ikabilecek
bozukluklar konagi bakteri karsisinda zayif duruma diistiriir. Konak savunma
mekanizmasinda onemli etmenlerden olan IL-1, TNF-a, I1L-4, IL-6, IL-9, I1L-10, IL-
18, TGF-b ve nitrik oksit gibi sitokin, kemokin ve oksijen radikalleri, bir taraftan
enfeksiyonun {iistesinden gelmeye calisirken diger taraftan patojenin yogunluguna
bagl olarak enflamasyona yol acar ve doku hasarina neden olabilirler. Dogal olarak
bagisiklik sisteminde 6onemli bir yer tutan mediyatorlerin daha az ortaya ¢ikmasina
neden olan faktorler, enfeksiyonu kolaylastirabildigi gibi daha az enflamasyona

neden olarak enfeksiyonun kroniklesmesine de yol agabilir (7).



2.1.7. Olusturdugu Enfeksiyonlar

P.aeruginosa, ylizeyel bir deri enfeksiyonundan fulminan sepsise kadar degisen ¢ok
cesitli enfeksiyonlara neden olabilir. Enfeksiyonlar1 yiiksek mortalite ile

seyreder(18).

Endokardit: P.aeruginosa prostetik kalp kapaklarinda ve ilag bagimlilarinda
dogal kapakta yerleserek endokardite neden olur. Pseudomonas endokarditli
hastalarin %90’indan fazlasi ilag bagimlisidir. Trikiispit kapak tutulumu daha sik
olmakla beraber pulmoner, aortik veya mitral kapak ve her iki atriumun mural

endokardiyumu da tutulabilir (3).

Solunum Sistemi Enfeksiyonlari: Lokal respiratuar veya sistemik konak
savunma sisteminde bozukluk olan kisilerde akut, hayat: tehdit edici pndmoniye
neden olur. Kronik akciger hastalig1 veya konjestif kalp yetmezligi ya da her ikisi
olan kisilerde hastane ortamu ile karsilastiklarinda o6zellikle yogun bakimda yatan
yapay solunum cihazlar1 ve antibiyotik kullanimi sonrasi goriiliir (3). Ust solunum
yoluna kolonize olan P.aeruginosa ilerleyerek titreme, ates, agir dispne, prodiiktif
Oksiiriik, piirtilan balgam, siyanoz, mental konflizyon ile fulminan gidisli ¢ogunlukla

fatal seyreden pnomoniye neden olur (3).

P.aeruginosa’nin mukoid suslar1 kistik fibrozisli hastalarda bir yasin altinda
%21, 26 yasin lizerinde %80’e kadar oranla alt solunum yolu enfeksiyonuna neden

olabilir (3).

Bakteriyemi: P.aeruginosa bakteriyemisi, hastanede kazanilan primer Gram
negatif bakteriyemiler iginde dordiincii sikliktadir. Mortalite oran1 degisiklik
gostermekle birlikte kanserli hastalarda %33-38 oranindadir. Hastalik sirasinda

ektima gangrenozum ad1 verilen hemorajik ve nekrotik dokiintiiler goriiliir (1).

Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlar: Kulak, mastoid veya paranasal sinus
gibi kaynaktan komsuluk yolu ile kafa travmasi, cerrahi, invazif tanisal girisimler ile
subaraknoid araliga veya beyine direkt inokiilasyon ile veya bakteriyemi gibi yollarla

P.aeruginosa menenjit veya beyin apselerine neden olabilir (3).
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Kulak Enfeksiyonlan: P.aureginosa normal kulakta nadiren bulunur. Fakat
yaralanma, meserasyon, enflamasyon veya nem varsa eksternal auditor kanala
siklikla yerlesir. Agirlikli olarak yash ve diyabetik kisilerde, kismen de damar

hastalig1 olan kisilerde malign eksternal otite neden olabilir (3).

Goz Enfeksiyonlari: Penetran travma sonrasi yabanci cisim batmasi veya
kontamine g6z damlalar1 ile konjonktivit, keratit, dakriyosistit, blefarit ve
panoftalmit gibi goz enfeksiyonlar1 olusturabilir ve gérme kayiplarina bile sebep

olabilir (2,3).

Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari: Hematojen enfeksiyonlar daha ¢ok IV ilag
bagimlilarinda iiriner sistem veya pelvik enfeksiyonu takiben gelisir. Komsuluk yolu
ile gelisen enfeksiyon ise penetran travma, cerrahi girisim ya da yumusak doku

enfeksiyonlar1 sonrasinda goriiliir (3).

Uriner Sistem Enfeksiyonlari: P.aeruginosa ile iiriner sistem enfeksiyonlar1
cogunlukla kateterizasyon, sonda veya cerrahi girisime bagli olarak hastane kdkenli

ve lyatrojeniktir (3).

Gastrointestinal Enfeksiyonlar: P.aeruginosa orofarinksten rektuma kadar
biitiin gastrointestinal sistemde enfeksiyon yapabilmesine karsin kliniginin ¢ok
belirgin olmamasi, diger etkenlerin yol agtig1 enfeksiyonlardan ayirt etmenin zorlugu
nedeni ile gercek sikligmin saptanmast miimkiin olamamaktadir. Yenidoganlarda,
hematolojik malignitesi olanlarda, kemoterapi goéren noétropenik hastalarda

enfeksiyonlara neden olurlar (3).

Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari: Yanik, travma, dekiibitiis {ilserleri
veya dermatit ile bitiinliigii bozulmus deride primer diffiiz veya lokalize

pseudomonas deri lezyonlar1 meydana gelebilir (3).
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2.1.8. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Direnc

P.aeruginosa vegetatif bakteriler i¢cinde, ¢evre kosullarma en iyi uyum saglayan
bakteridir. Yeterli nem varhiginda ¢ok az besin maddesiyle canliligini siirdiirebilir.
Hastanedeki solunum cihazlari, duslar, banyolar, soguk su nemlendiricileri, yataklar,
carsaflar, gazli bezler, tamponlar gibi ¢ok ¢esitli yerlerden izole edilebilir.
Dezenfektanlara direnglidir. Dortlii amonyum bilesikleri, hekzaklorofenli sabunlar ve
iyotlu soliisyonlar i¢inde iireyebilir. Pseudomonas’larim dezenfeksiyonunda fenoller

ve beta gluteraldehit etkili olabilir (1).

2.1.9. Laboratuvar Tanisi

Enfeksiyon tipine gore deri lezyonlarindan siirlintii, pily, idrar, kan, BOS, balgam
gibi klinik 6rnekler alinmalidir. Gram boyali preperatlarda, Gram negatif basiller
goriiliir. Alinan Orneklerin kiiltiir ekimleri kanli agara ve MacConkey agara
yapilmalidir. Kanli agarda beta hemolitik koloniler, MacConkey agarda ise laktoz
negatif koloniler goriiliir. Eksi meyve kokusu duyulmasi ve iireme ortamini boyayan

mavi yesil pigmentin olmasi Pseudomonas’1 diisiindiiren tipik 6zelliklerdir (1).

MacConkey agarda iireme: Non fermantatif gram negatif bakteriler Mac
conkey agarda laktoz negatif koloniler olusturarak iirerler. P. aeruginosa genellikle

R koloniler olusturmaktadir (20).

Hareket: Temiz bir lam {izerine bir damla serum fizyolojik konulur ve bakteri
burada siispanse edilir. Uzerine lamel kapatilip mikroskop altinda incelenir ve
bakterilerin hareketleri goriiliir. Karanlik alanda yapilan degerlendirmeler daha iyi
sonuclar vermektedir. Ayrica asili damla preperat: yontemi ile hareket incelenebir.
Bunun i¢in ortasinda bir ¢ukur bulunan lam kullanilir. Sivi 6rnekten 6ze ile alinan
ornek temiz bir lamel iizerine birakilir. Lamel ters cevrilip 6rnek cukurlu lamin
ortasma gelecek sekilde yerlestirilir. Bu sekilde 6rnek lam ile lamel arasinda asili

olarak kalir. Mikroskop altinda bakteri hareketleri incelenir (20).

12



Oksidaz deneyi: Deney i¢in %95’lik etil alkol igerisinde 0,1 g alfa naftol
eritilip birinci aywra¢ ve 10 ml suda 0,1 g p-aminodimetilanilin oksalat eritilerek
ikinci ayira¢ hazirlanir. Incelenecek bakterinin yatik besiyerindeki 18-20 saatlik
kiiltiirlerinin {izerine bu iki aywractan damlatilir. 30-60 saniye sonrasinda koyu mavi

renk olusturmasi pozitif olarak degerlendirilir (20).

Oksidasyon — fermantasyon deneyleri: Non fermantatif bakterilerin bir kism1
glikozu okside ederler. Bu bakterilerden bazilar1 TSI (triple sugar iron) besiyerinde
yatik kismi asitlestirirler. Diger bir kisim bakteriler ise glikozu ne oksidasyon ne de
fermantasyon yolu ile parcalarlar. TSI besiyerinde renk degisikligi

olusturmazlar(20).

2.1.10. Antipseudomonal Antibiyotikler

P.aeruginosa enfeksiyonlarinda c¢ok sik diren¢ sorunu goriilmesi nedeniyle
antibiyotik kullanimi duyarlilik testlerinin sonuglarina goére yonlendirilmelidir.
P.aeruginosa enfeksiyonlarmnin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin gibi
penisinler; seftazidim, sefoperazon ve sefepim gibi sefalosporinler; imipenem,
meropenem ve doripenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi monobaktam;
amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler; tetrasiklin minosiklin ve
doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasasin ve levofloksasin gibi

florokinolonlar kullanilmaktadir (2,3).

Beta laktam antibiyotikler, kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkas1
tastyan ve hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir
antibiyotik grubudur. Beta laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalara
gore penisilinler, sefalosporinler, monobaktam, karbapenemler ve beta laktamaz
inhibitorleri olmak tlizere bes temel alt gruba ayrilirlar. Beta laktam antibiyotikler
gerek toplum gerekse hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibakteriyellerin basinda gelmektedir. Ancak bu yaygin kullanima paralel olarak
bakterilerin de yeni direng mekanizmalar1 gelistirdigi ve beta laktam antibiyotiklere

diren¢ oranlarmin giderek arttig1 gézlenmektedir (4).
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Gram negatif bakterilerde antibiyotik direnci Onemli bir problemdir.
P.aeruginosa  enfeksiyonlarinda,  karbapenemler  dahil  antipseudomonal
antibiyotiklere direng %40’lara ulasmistir. Beta laktamaz {retmeleri, efluks
pompalar1 ve disik dis membran permeabiliteleri ile kombine direng
mekanizmalarma sahiptirler. Bunun sonucunda ¢oklu direng paternleri ortaya

cikmaktadir (3).

2.2. Pseudomonas aeruginosa’da ila¢ Direnci

Seftazidim, siprofloksasin, gentamisin ve imipenemden en az iigline direncgli
P.aeruginosa kokenleri ¢cogul ilaca direngli (multi drug resistant-MDR) P.aeruginosa
olarak adlandirilir. Coklu ilag direnci ozellikle hastane enfeksiyonlarinda sorun

olusturmaktadir (21).

Son yillarda P. aeruginosa’ da saptanan kinolon direnci ve genis spektrumlu
beta laktam ajanlara karsi gelisen diren¢ nedeniyle bu enfeksiyonlarm tedavisinde
biiylik zorluklar yasanmaktadir. Latin Amerika iilkelerini kapsayan 5 yil siiren ¢ok
merkezli bir c¢alismada, karbapenemlerin de i¢inde bulundugu antipseudomonal
ajanlara kars1 direncin yillara gore artis gosterdigi ve %40’a ulastigi

belirlenmistir(22).

P.aeruginosa pek cok antibiyotige karsi intrinsik direnclidir. Bu intrinsik
direng sebepleri arasinda; ila¢ atim pompalari, dis membran geg¢irgenliginin diisiik
olmas1 sayilabilir. Ayrica P.aeruginosa’da beta laktamaz enzimlerinin varligi

antibiyotik direncinden sorumludur (5).

2.2.1. Atim Pompalan

P.aeruginosa’da beta laktamazlardan sonra en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biri
atim pompalaridir. Bu atim pompa sistemleri yapisal olup normalde diizenleyici

genler ile kontrol altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama
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sistemlerinin asir1 ¢alismasmna ve antimikrobiyallerin de disar1 atilmasina neden

olurlar (23, 24).

P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprlJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM
aktif disa pompalama sistemleri tanimlanmistir. MexAB-OprM aktif disa pompalama
sistemi en 1yl tanimlanmis olanidir (25). Aktif pompalama sistemi ile kazanilan
diren¢ c¢ogul direng genine sahip fenotipler olusturur. MexAB-OprM aktif
pompalama sistemi imipenem hari¢ tiim beta laktamlara ve kinolonlara direng
olusturmas1 nedeniyle onemlidir. MexCD-OprJ aktif pompalama sistemi 4. kusak
sefalosporinlere diren¢ olusturur. MexEF-OprN aktif pompalama sistemi

karbapenemlerde de dirence neden olabilir (24, 26, 27).

2.2.2. D1s Membran Gegirgenligi

Pek cok ¢0Oziinlir madde, bakteri hiicresi i¢cine porin adi verilen protein kanallari
kullanarak girer. Porinlerden gecis hizi, dis membran permeabilitesinin
belirleyicisidir. P.aeruginosa dig memebrani en az gegirgen olan patojenlerdendir ve
bu nedenle antibiyotikli ortamlarda da varligini siirdiirme kapasiteleri yiiksektir.
Ayrica uygun kosullarda bakteri, dig membran porinlerin ekspresyonunu azaltarak

gecirgenligi daha da azaltabilir (28).

P.aeruginosa’da goriilen ila¢ direncinin bir nedeni de dis membran
gecirgenliginin azalmasidir. Karbapenem direncinde, dis membranda bulunan OprD
proteinini kodlayan gende meydana gelen mutasyon ile OprD proteinin eksprese

olmamasi, bu ajanlarin bakteri hiicresine girigini kisitlamaktadir (29).

OprD proteininin yoklugu, karbapenem grubu antibiyotikler i¢inde o6zellikle
imipenem direncinin gelismesinde son derece énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin,
OprD proteini olmayan izolatlarda, imipenem minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerinin meropeneme gore dort kat arttigi belirlenmistir. Karbapenemlere
kars1 direngte OprD kaybi 6nemli olmakla birlikte tek basina direngte rol almadigi
belirlenmistir. Karbapenemlere karsi gelisen direncte beta laktamaz enzimlerinin de

son derece onemli bir rolii bulunmaktadir (30).
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2.2.3. Beta Laktamazlar

Beta laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerde bulunan beta laktam halkasmin
amid baglarina etki ederler ve bu baglar1 pargalarlar (6). Beta laktamazlar plazmit
veya kromozomal kdkenli bakteriyel enzimler olup bakteride beta laktamaz sentezi
yapisal veya indiiklenebilir diizeyde olabilir. Gram-negatif bakterilerde periplazmik

alanda bulunan enzim, gram-pozitif bakterilerde hiicre disina salgilanmaktadir (7).

Beta laktamazlar, heterojen bir grup protein olmalarinin yan1 sira bazi yapisal
benzerlikler tasirlar ve smiflandirilmalarinda bu benzerliklerden yararlanilir.
Genellikle smmiflandirmada iki yontem 6n plana ¢ikmaktadir. Ambler smiflamasinda;
amino asit dizilerinin benzerligine gore A, C ve D smiflar1 serin beta laktamazlardan
olusurken, B smifi ise aktivite i¢in ¢inko iyonuna gereksinim duyan metallo beta
laktamazlardan olusur (31). Enzimlerin substrat ve inhibitér profilleri gibi ¢esitli
fonksiyonel 6zellikleri dikkate alinarak yapilan Bush-Jacoby-Mederios smiflamasi 4

ana grup ile cesitli alt gruplardan olugsmaktadir (32, 33).

Tablo I. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi (33)

Bush- Mokeliiler Inhibisyon )
Jacoby Sumf Substrat Klavu'lamk EDTA Ornek enzimler
Grup asit
. AmpC, ACT-1, CMY-2,
1 C Sefalosporinler - - FOX-1, MIR-1
le C Sefalosporinler - - GCl1, CMY-37
2a A Penisilinler + - PCl1
2b A Penisilinler + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Genis spektrumlu
2be A sefalosporinler, + - E/IEII\/;_%S]I:\]] '2\;EC];F >1('
monobaktamlar o e )
2br A Penisilinler - - TEM-30, SHV-10
Genis spektrumlu
2ber A sefalosporinler, - - TEM-50
monobaktamlar
2¢ A Karbenisilin + - PSE-1, CARB-3
2ce A Karbenisilin, sefepim + - RTG-4
2d D Kloksasilin Degisken - OXA-1, OXA-10
2de D Se?;‘]‘isﬁrlf;‘]‘;‘rnlu Degisken - OXA-11, OXA-15
2df D Karbapenemler Degisken - OXA-23, OXA-48
e A Genis spektmmlu n ) CepA
sefalosporinler
2f A Karbapenemler Degisken - KPC-2, IMI-1, SME-1
IMP-1, VIM-1, CcrA,
3a B Karbapenemler - + IND-1
3b B Karbapenemler - + CphA, Sth-1
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2.2.3.1. Simif A Beta Laktamazlar

Aktif bolgelerinde bir serin molekiilii bulunmaktadir. Birgogu klavulanik asit ile
inhibe olan ve genelde plazmit gibi hareketli genetik elementlerle kodlanan
enzimlerdir. Enterobacteriacae iiyelerinde en sik rastlanan A sinifi beta laktamazlar,
TEM-1 ile SHV-1’dir. Bu enzimler, temel olarak penisilinaz aktivitesine sahiptirler,
sefalosporinlere karsi etkinlikleri ¢cok azdir ve giinlimiizde bir¢ok hastanede yaygin
olarak rastlanan GSBL’lerin kdkenleridir. GSBL’ler birinci kusak sefalosporinler ve
genis spektrumlu penisilinlerin yani sira oksiimino sefalosporinleri ve aztreonami
hidroliz eden, klavulanik asit ile inhibe olan beta laktamazlardir. TEM ve SHYV tiirevi
olmayan bir¢ok A smifi beta laktamaz da bilinmektedir. Bunlardan en 6nemlileri
CTX-M ve PER grubu (PER-I ve PER-2) enzimlerdir. Birgok TEM ve SHV tiirevi
GSBL’ nin aksine CTX-M grubu, sefotaksim ve seftriaksonu, seftazidimden daha 1yi
hidrolize eder ve ayrica tazobaktam varliginda klavulanik asit ile oldugundan daha
kolay inhibe olurlar (34).

Bunlara ek olarak Smif A icerisinde Bush grup 2f'de yer alan serin
karbapenemazlarda bulunmaktadir. Bu karbapenemazlart NMC/IMI, SME ve KPC
olmak tlizere 3 ana grup olusturmaktadir. Bu enzimlerin hepsi karbapenemler,
sefalosporinler, penisilinler ve aztreonami hidrolize ederler ve klavulanik asit ile
inhibe olurlar. Bu gruba GES enzimleri dordiincii tlye olarak sonradan

eklenmistir(35).

2.2.3.2. Sinif B Beta Laktamazlar

B smifi beta laktamazlar, aktif bolgelerinde “serin” bulunan sinif A, C ve D’den
farkli olarak metallo enzimlerdir ve aktiviteleri i¢in ¢inko veya diger agir metal
iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Birkac istisna hari¢ tiim B smifi beta laktamazlar,
sefamisinler ve karbapenemler dahil bir¢ok sefalosporine direng gelistirirler.
Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmezler ancak
EDTA ile inhibe olurlar. En sik saptanan metallo beta laktamazlar VIM, IMP, GIM
ve SIM enzimleridir (36).
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Bu smif beta laktamazlarin fenotipik olarak saptanmasinda EDTA ile
inhibisyon temeline dayanan cesitli yontemler kullanilmaktadir. Metallo beta
laktamazlar1 tesbit etmek i¢in en sik Modifiye Hodge testi, kombine disk testi, ¢ift
disk sinerji testi ve MBL E test yontemi kullanilmaktadir (37).

2.2.3.3. Simif C Beta Laktamazlar

C smif1 beta laktamazlar, kromozomal ampC geni tarafindan kodlanmasi nedeniyle
AmpC tipi enzimler olarak da adlandirilan ve Salmonella spp. haricinde tiim gram-
negatif basillerde bulunan beta laktamazlardir. C smifi beta laktamazlar, genis
spektrumlu sefalosporinler de dahil olmak iizere tiim sefalosporinleri, penisilinlere
oranla daha 1iyi hidroliz ederler ancak birgok C smifi enzim, beta laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmez. AmpC tipi beta laktamaz genlerinin konjugatif

plazmitler {izerinde de bulunabildigi gosterilmistir (18).

2.2.3.4. Simif D Beta Laktamazlar

D smifi beta laktamazlar, serin proteazlar olup oksasilini hizla hidrolize edebilme
yetenegindedirler. Oksasilini hidrolize edebilen (OXA) beta laktamazlara daha ¢ok
Enterobacteriaceae tiyelerinde ve P. aeruginosa’da rastlanmaktadir. OXA enzimleri
penisilinlere, kloksasiline, oksasiline ve metisiline direng olusturur, klavulanik asit
ile cok az inhibe olurlar. Plazmit veya integron gibi hareketli genetik yapilar lizerinde
bulunmalar1 bakteriler arasinda aktarima katkida bulunur. Bazi OXA tipi enzimler
(OXA-2, OXA-10-11, OXA-14-17, OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-35) GSBL

karakterindedir (18). Klinik 6nemi olan beta laktamazlar tablo II’de 6zetlenmistir.
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Tablo II. Klinik 6nemi olan -laktamazlar (33)

Enzim Fonksiyonel Molekiiler . .
ailesi grup grup Temsil eden enzimler
CMY 1, le C CMY-1 ile 50 aras1
2b TEM-1, TEM-2, TEM-13
TEM 2be TEM-3, TEM-10, TEM-26
2br A TEM-30, TEM-31, TEM-163
2ber TEM-50, TEM-158
2b SHV-1, SHV-11, SHV-89
SHV 2be A SHV-2, SHV-3, SHV-115
2br SHV-10, SHV-72
CTX-M 2be A CTX-M-1, CTX-M-44 ile 92 aras1
PER 2be A PER-1 ile 5 arasi
VEB 2be A VEB-1 ile 7 arasi
GES 2f A GES-2 ile 15 arasi
KPC 2f A KPC-2 ile 10 arast
SME 2f A SME-1, SME-2, SME-3
2d OXA-1, OXA-2, OXA-10
OXA 2de D OXA-11, OXA-14, OXA-15
2df OXA-23, OXA-51, OXA-58
IMP 3a B IMP-1 ile 26 arast
VIM 3a B VIM-1 ile 23 arast
IND 3a B IND-1, IND-2, IND-2a, IND-3 ile 7 arasi
2.2.3.5.VIM

IIk VIM enzimi 1997 yilinda italya’da bir P.aeruginosa susunda bulunmus ve
kromozomal kaynakli oldugu saptanmistir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinda
kullanilan penisilinleri, sefalosporinleri, sefamisinleri, oksasefamisinleri ve
karbapenemleri hidrolize eder fakat monobaktamlara etkisizdir (37, 38). VIM tipi
enzimler P.aeruginosa izolatlarinda siklikla Avrupa ve Giliney Asya’da

bulunmuslardir. Ancak VIM-7 varyant1 ABD’den de bildirilmistir (39, 40).

VIM-tipi MBL’ler ilk olarak P.aeruginosa’da tanimlanmis olup daha sonra
diger non fermentatif gram negatif comaklarda ve Enterobacteriaceae liyelerinde de
saptanmistir. Gliniimiize kadar 12 adet VIM varyant1 saptanmis ve bunlar VIM-1,

VIM-2 ve VIM-7 olmak iizere {li¢ alt grupta toplanmislardir. VIM-1 grubu; VIM-4,
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VIM-5 ve VIM-11A’y1; VIM-2 grubu VIM-3, VIM-6, VIM-8, VIM-9, VIM-10 ve
VIM-11B’yi kapsamaktadir. VIM-7 ise diger VIM tiplerinden belirgin bir sekilde
farkli oldugu i¢in tek basma bir grup olusturmaktadir. 2005 yilinda Yunanistan’da
cerrahi operasyon gecirmis bir hastanin kan kiiltiirlinde treyen bir Klebsiella
pneumoniae susundan izole edilen VIM-12 en son bulunan VIM-tipi enzimdir. VIM-

12, VIM-1 ile %97 ve VIM-2 ile %93.6 aminoasit benzerligine sahiptir (40, 41).

2.2.3.6. IMP

IMP Ilk kez 1991 yilinda Japonya’da izole edilen bir Serratia marcescens susunda
tespit edilmistir. IMP-1 kromozomal ya da plazmid kaynakli olabilmektedir.
Penisilinlere, sefalosporinlere, sefamisinlere, oksasefamisinlere ve karbapenemleri

hidrolize ederken monobaktamlara etki etmemektedir (37, 42).

IMP tipi enzimler Enterobacteriaceae, P.aeruginosa ve diger gram negatif
nonfermentatif bakterilerden izole edilen ilk MBL’lerdir. IMP-1’in Uzak Dogu’nun
diger iilkelerinde, Avrupa’da, Kanada’da, ABD’de, Giiney Amerika’da ve Kuzey
Afrika’da da goriilmesi bu enzimin genis bir yayilim gosterdigine isaret etmektedir.
IMP-1’in bir varyant1 olan IMP-2 ltalya’da bir 4.baumannii susundan izole edilmis

ve bu ilk Avrupa 6rnegi olmustur (38, 43, 44).

2.2.3.7. GES

Ik kez 1998 yilinda Fransa’da bir ¢ocuk hastadan izole edilen K pneumoniae
susunda GES enzimi bulunmustur (45). GES-1 ile TEM ve SHV kaynakli GSBL’ler
arasinda sadece %30 aminoasit benzerligi mevcuttur. Fakat GES tiirevleri olan GES-
1 ve GES-2, IBC-1 ve IBC-2 ile yapisal olarak ¢ok benzerdir. IBC-2, GES-1

enziminden sadece bir, IBC-1"den ise iki aminoasit farkliligina sahiptir (36).

GES tipi enzimler klavulanik asitle inhibe olurlar (38). GES-1 serin GSBL
enzimi olmakla birlikte, birgok GSBL’den fakli olarak aztreonama karsi hidrolitik

aktiviteye sahip degildir. Sefoksitine afinitesi vardir ve 6zellikle seftazidimi hidrolize
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eder (46). GES-2 de serin enzimdir fakat karbapenemazlar grubuna girer, ¢iinkii
meropeneme etki etmemekle birlikte, imipeneme kars1 diisiik diizeyli hidroliz
ozelligi bulunmaktadir (47). GES-1’in son varyanti olan GES-9 karbapenemleri
hidrolize etmez ancak monobaktamlara karsi aktivitesi diger GES-1 tiirevlerinden

daha fazladir (48).

2.2.3.8. OXA

OXA grubu enzimler dizilerindeki nokta mutasyonlar1 sonucu olusmus ve oksiimino-
sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimlerdir. OXA beta laktamaz
ailesi genotipik oOzellikleri ortak olmasindan cok fenotipik Ozellikleri birbirine
benzeyen beta laktamazlar tarafindan olusturulmus Smif D’ye ait bir gruptur. OXA
enzimleri i¢in oksasilin ve kloksasilin temel substratlardir. Ayrica sefalotin gibi dar

spektrumlu sefalosporinleri ve ampisilini de hidroliz edebilirler (34).

OXA-15 enzimi OXA- 2’den digerleri ise OXA4-10’dan kdoken alir. OXA-11,
14, 15 ve 16 seftazidim direncine neden olurken OXA-17 sefotaksime direng
olusturmaktadir. Bu enzim genlerinin ¢ogu plazmit, transpozon veya integron
kontroliindedir. OXA-18 dogrudan diger OXA enzimlerinden olusmamustir, en yakin
oldugu enzim %42 oraninda homoloji gosteren OXA-12’dir. OXA-31 ise sefepime
direng olusturup seftazidimi etkilememesi ile diger enzimlerden farkli bir 6zellik

tasimaktadir (49, 50)

2.2.3.9. PER

PER-1 enzimi P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. basta olmak iizere Salmonella
typhimurium, Alcaligenes faecalis gibi farkli gram-negatif bakterilerde bulunabilir
(51). Seftazidim, sefotaksim, sefepim gibi genis spektrumlu sefalosporinleri ve
aztreonam gibi bircok beta laktam ajani hidrolize eder. Ancak karbapenem ve

sefamisinlere kars1 etkisizdir ve klavulanik asit ile inhibe olur (52).
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PER-1 enzimi 1993 yilinda Nordmann ve ark. tarafindan tanimlanmigstir. PER-
I’in 154 kb’den daha biiyiik bir plazmit tarafindan kodlandig1 ve suslarin ¢ogunun
direnci aktarabildigi bildirilmistir (52). Ulkemizde gergeklestirilen bir ¢alismada ise,
genis spektrumlu sefalosporinlere direncli Salmonella typhimurium izolatlarinda

PER-1 enzimi bulundugu belirtilmistir (51).

2.2.3.10. KPC

[Ik KPC enzimi 1996 yilinda Kuzey Karolina’da K.pneumoniae izolatinda
saptanmistir. KPC-1"in saptanmasindan sonra bir aminoasit degisimi ile KPC-2 tespit
edilmistir. KPC-2 iireten K.pneumoniae 2004 yilinda New York’ta salgmlara neden
olmustur. Sonrasinda KPC enzimleri K pneumoniae’dan baska Enterobacter spp.,
Salmonella spp. ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerde de saptanmistir.
Plazmidlerle aktarilan KPC karbapenemaz enzimleri biitiin B-laktam enzimlerini

hidrolize ederler (35).

2.2.3.11. Diren¢ Genlerinin Molekiiler Epidemiyolojisi

Smif A’da bulunan GES enzimi ilk defa 1998 yilinda Fransa’da bir hastadan izole
edilen K.pneumoniae susunda tanimlanmistir. Sonrasinda GES enzimi ¢ogunlukla
P.aeruginosa’larda  saptanmasmna ragmen Enterobactericeaea tlirlerinde de
saptanabilmektedir. Karbapenem aktivitesine sahip GES enzimi iireten izolatlar

cogunlukla Avrupa, Gliney Afrika ve Uzak Dogu’dan raporlanmistir (53).

Smif A’daki bir diger enzim olan KPC enzimi de bazi Enterobactericeaelar ve
P.aeurginosa’da saptanmistir. New York’ta yapilan ¢alismalarda KPC enziminin
K.pneumoniae’larda artig gosterdigi bildirilmistir. KPC enzimi daha ¢ok Amerika,

Fransa, Kolombiya, Iskocya gibi iilkelerde tespit edilmistir (53).

Smif B’de yer alan bir metallo beta laktamaz olan IMP-1 ilk kez 1988 yilinda

Japonya’da P.aeruginosa susunda saptanmistir. Sonrasinda Kore, Singapur ve
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Ingiltere’den raporlanan 6rnekler vardir (54). Yine bu smifta yer alan VIM ise ilk kez

1997 yilinda Italya’da bir P.aeruginosa susundan izole edilmistir (54).

Smif D’de yer alan OXA-10 enzim gruplar1 ilk olarak Tirkiye’den

P.aeruginosa suslarinda saptanmistir. Cogunlukla Tiirkiye ve Fransa’dan bildirimler

mevcuttur (34). Beta laktamazlarin substrat profilleri tablo III’te verilmistir.

Tablo III. Beta laktamazlarin substrat profili (54)

Substrat inhibisyon
i 5
5|28 |F
B- Molekiiler . E | 8| €| 2 | Klavulanik
—_ =9 )
Laktamaz Simif Tip =2 2 | & 5 asit EDTA
[5) = N =
A g | < =
» e
PER-1, -2 + -
A ES-1, -8, -9
a G -1, 70, 7 - -
a OXA-11, -14, -15, -16,
% + |+ |+ ] - - -
D -17, 19, -28, -32, -161
OXA-18, -45 - -
GES-2, -5 -
A
KPC-2, -5 ]
. IMP-1, -2, -4, -6, -9, -
g 10, -11, -13, -14, -15, -
15} + + - + - +
£ 16, -18, -19, -20, -21, -
o
3 22,-25
e B
v, VIM-1, -2, -3, -4, -5, -
6,-7,-8,-9,-10, -11, -
+ + - + - +
13, -14, -15, -16, -17, -
18, -20
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Pseudomonas aeruginosa izolatlar

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde cesitli kliniklerden izole
edilen ve Mikrobiyoloji Laboratuar1 stoklarinda bulunan 195 Pseudomonas
aeruginosa calismaya dahil edilmistir. Afyon Kocatepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastrmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul onayr alinmustir.

Izolatlarin tammlanmasinda konvansiyonel ve otomatize sistemler kullanilmustir.

3.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Arastirma kapsaminda toplanan Pseudomonas aeruginosa suslarinin iiretimi rutin
kullanimda yer alan Kanli agar (Oxoid, England) ve EMB agar (Oxoid, England) ile
gergeklestirilmistir. Antibiyogram i¢in Mueller Hinton (Oxoid, England) besiyeri
kullanilmistir. Identifikasyonda Triple Sugar Iron Agar (BioMerieux, France)

kullanilmstir.
Kanh Agar besiyeri

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden firetici firma talimatlar1
dogrultusunda 40 g tartilip 1000 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 50 ml koyun
kani eklenerek besiyeri 9 cm capindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri

olacak sekilde dagitilmistir.
Eosin Methylene Blue Agar (EMB)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden iiretici firma talimatlari
dogrultusunda 36 g tartilip 1000 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9

cm c¢apindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitilmigtir.
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Mueller-Hinton Agar

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden {iretici firma talimatlar1
dogrultusunda 38 g tartilip, 1000 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9

cm c¢apindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitilmistur.
Triple Sugar Iron Agar (TSQ)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden iiretici firma talimatlari
dogrultusunda 65 g tartilip 1000 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam
tiiplere tiipler yaklasik 45° lik ac1 yapacak sekilde yerlestirilerek her tiipe 10-12 ml

besiyeri dagitilmistir.

Calisma siiresince kullanilan tiim besiyerleri ve soliisyonlar saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Ayn1 zamanda besiyeri ve soliisyonlar i¢in otoklavda 121 °C’de 15

dakikada sterilizasyon islemi uygulanmaistir.

Besiyerlerinin kontaminasyon kontrolii i¢in, hazirlanan petriler rastgele
orneklem yontemi ile %5 olacak sekilde 48 saat 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir.
Sterilligin denetlenmesinden sonra uygun bulunan besiyerleri izolasyon ve

antibiyotik duyarlilik ¢aligmalari i¢in kullanilmastir.

3.3. Suslarin identifikasyonu

Suslarin identifikasyonu konvansiyonel yOntemlerle hareket, oksidaz aktivitesi,
glikoz ve laktoza oksidatif ve fermentatif etki, karakteristik koku, mavi yesil pigment
olusturma, gaz olusturma ve hemoliz yapma gibi degerlendirme kriterlerine gore
yapilmistir. Pseudomonas aeruginosa olarak degerlendirilen suslar otomatize sistem
VITEC 2 (BioMerieux, France) ile identifiye edilmistir. Identifikasyon islemleri
tamamlanan bakteriler kriyobank saklama besiyerine (AES Chemunex Cryo-billes,

France) ekilerek -80°C buzdolabinda saklanmuistir.
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Hareket testi; bakterilerin hareketliliklerinin arastirildigi bir testtir. Cesitli
sekillerde (asili damla, yar1 kat1 besiyeri) yapilmaktadir. Temiz bir lam iizerine bir
damla serum fizyolojik konulmus ve bakteri burada siispanse edilmistir. Uzerine

lamel kapatilip mikroskop altinda incelenmis ve bakterilerin hareketleri goriilmiistiir.

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimine sahip olan bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilan bir testtir. Besiyerinden oksidaz cubuguyla (Oxoid,
England) tek koloni almip 10 saniye igerisinde oksidaz ¢ubugunda mavi-siyah renk

olugmas1 gézlenmistir.

Siipheli koloniler TSI besiyerine ekilerek degerlendirme yapilmistir. TSI agara
igne 6ze yardimiyla alnan saf koloni, besiyerinin dik kismina batirilarak, yatik
kismimin yiizeyine de zikzaklar ¢izilerek ekim yapilmistir. Sonuglar 37°C’de bir giin
inkiibasyonda bekletildikten sonra degerlendirilmistir. TSI besiyeri ile bakterilerin
glikoz, laktoz ve siikroz iizerindeki etkileri ve H,S olusturup olusturmadiklar1

saptanmuistir.

Bakterinin hemolitik aktivitesinin varliginin tespiti i¢in kanli agarda ilireyen
bakteri kolonilerinin ¢evresinde olusan hemoliz zonu gozlenmistir. Eritrositlerin
parcalanmas1 hemolizin enzimi ile olur. Bu test esas itibar1 ile bakterinin hemolizin

yapip yapmadigmin tespitidir. P. aeruginosa kanlh agarda beta hemoliz olusturur.

3.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarmin belirlenmesi i¢in disk difuzyon ve E test

yontemleri kullanilmistir.

3.4.1. Disk Difiizyon

Disk diflizyon yOnteminde antibiyotik emdirilmis pamuklu diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklari

ylizeyine yerlestirilir. Boylelikle diskteki antibiyotik agar icerisine yayilir ve
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bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda disk
cevresinde bakterilerin iremedigi dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanlarin

cap1 Olciilerek “duyarli”, “orta duyarli” ve direngli” olarak duyarlilik kategorileri

belirlenir (55).

Incelenecek izolatlarmn Mueller Hinton Agara (MHA)’a ekimleri yapilmis ve
24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik taze kiiltiirlerden 0,5
McFarland bulaniklik saglayacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bu
siispansiyon steril ekiivyon cubuk ile MHA yiizeyine homojen olacak sekilde
yayilmis ve besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 24
saat 3701C’de inkiibasyona birakildiktan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.
Sonuglar Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine uygun
olarak degerlendirilmistir. Kalite kontrol susu olarak ATCC P.aeruginosa 27583
kullanilmistir (56).

Duyarliliklar1 disk diflizyon metodu ile incelenen antibiyotikler (Oxoid,
England) seftazidim (30 pg), gentamisin (10 pg) , tobramisin (10 pg), piperasilin
(100 pg), amikasin (30 pg), aztroenam (30 pg), sefepim (30 pg), siprofloksasin (5
ug), levofloksasin (5 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), tazobaktam-
piperasilin (110 pg) ve ofloksasin (5 pg)’dir (56).

3.4.2. E Test

E test diflizyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve siirekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik striplerin
kullanildig1 bir ydntemdir. Inkiibasyon siiresi sonunda, inhibisyon alanmin stribi

kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir (55).

Calismaya alman izolatlarin Imipenem ve Seftazidim duyarliligi E-Test
(Liofilchem, Italy) yontemi ile Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kriterlerine gore arastirilmistir. Bu amagla, suslarin saf kiiltiirlerinden 0,5 McFarland
bulaniklik saglayacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Siispansiyon steril

ekiivyon ile MHA ylizeyine homojen olacak sekilde yayilmig, E Test stripleri
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birbirine paralel olacak sekilde besiyeri yiizeyine yerlestirilmis ve 24 saat 37°C’de
inkiibasyon sonras1t MIK degerleri belirlenmistir. MIK smir degeri seftazidim igin <8
duyarli, 16 orta duyarli, >32 direngli, imipenem i¢in <2 duyarh, 4 orta duyarl, >8

direngli olarak raporlanmistir (56).

3.5. Iindiiklenebilir Beta Laktamaz Varhgmmm Saptanmasi (Cift Disk
Indiiksiyon)

Indiiklenebilir beta laktamazlar1 saptamak i¢in MHA vyiizeyine 0,5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu inokiile edildikten sonra beta laktamaz
indiikleyicisi olarak imipenem diski ve 20 mm uzakhigma seftazidim diski
yerlestirilmistir. Seftazidimin indiikleyici olan imipeneme bakan yiiziinde inhibisyon

zonunun belirgin olarak daralmasi IBL pozitifligi olarak kabul edilmistir.

3.6. GSBL Cift Disk Sinerji Testi

Incelenecek izolatlarin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bulanikliginda
olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu MHA plagma yayilmis petrinin
ortasina amoksisilin/klavulanik asit (20/10pg), etrafina disk merkezinden disk
merkezine uzakligi 30 mm olacak sekilde, aztreonam (30 pg), seftazidim (30pg),
sefotaksim (30ug), sefepim (30pg) antibiyotik diskleri steril bir sekilde
yerlestirilmistir ve 37 °C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Sefalosporin veya
aztreonam arasidaki inhibisyon zonunun amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru
genislemesi veya diger antibiyotik diskleri arasinda bakterin iiremedigi bir sinerji

alani1 olusturmas1 GSBL pozitif kabul edilmistir.

3.7. Metallo Beta Laktamazlarin Fenotipik Olarak Saptanmasi

Calismada kullandigimiz MBL-E-test (Liofilchem, Italy) ticari olarak bulunan ve

metallo beta laktamaz enziminin fenotipik tayininde kullanilmak tizere gelistirilen bir
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testtir. E-test seritinin bir tarafinda giderek azalan konsantrasyonda imipenem (256
pg/ml - 4 pg/ml), diger tarafinda ise imipenemle birlikte EDTA bulunmaktadir (64
pg/ml-1 pg/ml). imipenem + EDTA kisminda imipenem konsantrasyonu giderek
azalirken EDTA konsantrasyonu (4 pg/ml) sabittir. Imipenem+EDTA MIK degeri ile
imipenem MIK degeri arasinda en az sekiz kat azalma saptanirsa, test metallo beta
laktamaz enzimi agisindan pozitif kabul edilmektedir. Testin pozitif olmasmin diger
bir kriteri, E-test seritinin imipenem veya EDTA igcermeyen orta boliimiinde “ghost

zone” (hayalet bolge) olarak adlandirilan goriintiiniin izlenmesidir (57).

Calismaya alman P.aeruginosa izolatlarina uygulanan E-test yOnteminde,
bakteri izolatlarmin taze kiiltiirlerinden 0.5 Mc Farland bulanikliginda bakteri
siispansiyonu hazirlanarak steril bir ekiivyonla MHA iizerine bakterinin homojen
inokiilasyonu yapilmistir. Besiyeri ylizeyinin kurumasmin ardindan E-test seridi

besiyeri lizerine yerlestirilmis ve plaklar 35°C’da 24 saat inkiibe edilmistir.

3.8. Diren¢ Enzimlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Saptanmasi

Oncelikle elde edilen izolatlarm DNA izolasyonu gergeklestirilmis ardindan iki
asamal1 olarak molekiiler ¢alismalara gecilmistir. Birinci asamada inhouse PZR ile

optimizasyon ¢aligsmalar1 ikinci asamada ise Real Time PZR yapilmaistir.

3.8.1. Kalip DNA Hazirlanmasi

Her bakteri susu i¢in, steril eppendorf tiiplere 100uL lizis tamponu koyularak, steril
oze ile her petriden 2-3 koloni alinip lizis tamponu igerisinde iyice ¢oOziinmesi
saglanmistir. Kaynamis 100°C’lik saf suda 15 dakika kaynatilarak oda sicakliginda
sogumasi i¢in beklenmis ve tiipler soguyunca santrifiijde 14000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantin 30uL’si alinip PZR islemi icin

ayrilmigtir.
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3.8.2. Primerlerin Hazirlanisi

Ticari olarak satin alman primerler (Biomers, Germany) liyofilize halde
bulunmaktadir. Sulandirma islemi iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda protokole
uygun olarak yapilmis ve 100 pmol/ul konsantrasyonda stok primerler elde
edilmistir. Calismamizda primerlerin konsatrasyonu 10 pmol/ul olmas1 gerektigi icin
100 pmol’den 10 pul + 90 pul distile su olacak sekilde tekrar sulandirilmas,
ependorflara ayrilip -20°C’de saklanmustir.

3.8.3. PZR Optimizasyonu

PZR caligmalarinda kullanilacak primerlerin baglanma sicakliklarinin tespiti igin
inhouse PZR 1ile farkl sicakliklarda optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Primerlerin
baglanma 1silar1 Tm= 2 (A+T) + 4 (G+C) formiilii ile hesaplanmis. Calismada PER,
OXA, IMP, VIM, KPC ve GES gen bolgelerinin gosterilmesi i¢in 6 ayri primer seti
kullanilmustir. Inhouse PZR ile optimizasyonlar1 yapilan gen bdlgelerinin molekiiler
calismasi Real Time PZR ile yapilmis ve pozitif bulunan Ornekler agaroz jel
elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir. Calismada kullanilan PZR reaksiyon

karisimi Tablo 1V’de verilmistir.

Tablo IV. PZR reaksiyon karisimi

CYBR (marka) 12,5ul
Primer Forward 1 ul
Primer Reverse 1 ul
DNase Free Water 9,5 ul
DNA 1 ul
Toplam 25 ul

3.8.4. zolatlarin Molekiiler Olarak Dogrulanmasi

Pseudomonas aeruginosa izolatlarmin molekiiler olarak tanimlanmasi i¢in 23S RNA
gen bolgesi ¢cogaltilmistir. Bunun i¢in F 5> CGG AGG AGG CTA GGG CCG 3’ ve
R 5> GAC CGC CCC AGT CAA ACT GCC 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon
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islemi gerceklestirilmistir ve 831 bp biiyiikliigiinde PZR {iriinii elde edilmistir. PZR

calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo V’te verilmistir.

Tablo V. 23S RNA gen bolgesi PZR protokolii

95°C 7 dakika 1 siklus
95°C 30 saniye
58°C 30 saniye 35 siklus
72°C 20 saniye
72°C 10 dakika 1 siklus

3.8.5. PZR ile OXA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda OXA gen bolgesinin belirlenmesi igin OXA-
A 5 TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA 3° ve B 5 TTA GCC ACC AAT GAT
GCC C 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon iglemi gerceklestirilmistir ve 775 bp
biiytikligiinde PZR iiriinii elde edilmistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik

dongiileri Tablo VI’da verilmistir.

Tablo VI. OXA gen bolgesi PZR protokolii

95°C 5 dakika 1 siklus
95°C 1 dakika
56°C 1 dakika 35 siklus
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika 1 siklus

3.8.6. PZR ile PER Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda seftazidim direncine sebep olan PER-1
geninin belirlenmesi icin PER-A 5° ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC 3’ ve
PER-D 5° AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA 3’ primerleri kullanilarak
amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir ve 925 bp biiyiikliiglinde PZR firiinii elde
edilmistir. PZR calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo VII’de verilmistir.
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Tablo VII. PER gen bolgesi PZR protokolii

95°C 10 dakika 1 siklus
95°C 30 saniye
53°C 30 saniye 35 siklus
72°C 30 saniye
72°C 5 dakika 1 siklus

3.8.7. PZR ile GES Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda GES gen bdlgesinin belirlenmesi i¢in F 5°
GTT TTG CAA TGT GCT CAA CG 3’ ve R 5° TGC CAT AGC AAT AGG CGT
AG 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gergeklestirilmistir ve 371 bp
biiytikligiinde PZR iiriinii elde edilmistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik
dongiileri Tablo VIII’de verilmistir.

Tablo VIII. GES gen bolgesi PZR protokolii

95°C 5 dakika 1 siklus
95°C 1 dakika
56°C 1 dakika 35 siklus
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika 1 siklus

3.8.8. PZR ile VIM ve IMP Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinden sorumlu metallo
beta laktamaz enzimi olan VIM gen bdlgesinin belirlenmesi icin VIM F 5° GTG TTT
GGT CGC ATA TCG C 3’ ve R 57 CGC AGC ACC AGG ATA GAA G ¥
primerleri kullanilmis, IMP gen bdlgesinin belirlenmesi i¢in ise 5 GAA TAG AGT
GGC TTA ATT CTC 3’ ve R 5 CCA AAC CAC TAC GTT ATC 3’ primerleri
kullanilmistir. PZR sonucu VIM i¢in 380 bp, IMP i¢in 188 bp biiyiikliigiinde iirtinleri
elde edilmistir. PZR calismasinda kullanilan sicaklik dongiileri Tablo IX’da

verilmistir.
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Tablo IX. VIM ve IMP gen bolgesi PZR protokolii

95°C 5 dakika 1 siklus
95°C 1 dakika
53°C 30 saniye 35 siklus
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika 1 siklus

3.8.9. PZR ile KPC Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda KPC gen bolgesinin belirlenmesi i¢in F 5°
CGC CGT GCA ATA CAG TGA TA 3’ ve R 5 CGT TGA CGC CCA ATC C 3°
primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gerceklestirilmistir ve 503 bp
biiytikligiinde PZR iirtinii elde edilmistir. PZR ¢alismasinda kullanilan sicaklik

dongiileri Tablo X’da verilmistir.

Tablo X. KPC gen bdlgesi PZR protokolii

95°C 5 dakika 1 siklus
95°C 1 dakika
55°C 1 dakika 35 siklus
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika 1 siklus

3.8.10. Agaroz Jel Elektroforez

PZR sonucunda olusan iiriinler agaroz jel elektroforezde incelenmistir. Bunun igin
%2’lik agaroz jel kullanilmistir. % 2’lik jel yapmak i¢in 1g agaroz tartilip S0mL 1X
TBE icerisinde ¢oziilerek mikrodalga firmda kaynatilmistir. Biraz sogumasi
beklendikten sonra igerisine 2.5 pL Etidyum Bromiir ilave edilip, jel icerisinde iyice

karigmasi saglanmistir.

Bu sirada jel dokme tablasinin kenarlar1 otoklav bandi ile bantlanmis ve oda

sicakligina kadar sogutulan jel yavasca bir kenarindan tablaya dokiilmiistiir. Tarak
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diizgiin sekilde jel tablasinin igerisine yerlestirilip, jel oda sicakliginda katilagmaya

brrakilmistir.

Katilasan jel icerisinden tarak c¢ikarilmis ve jel, icerisine 250 mL 1X TBE
tampon konulan elektoforez tankinin igerisine yerlestirilmigtir. 10 ~1 PZR iirliniine
2N] yiikleme soliisyonu eklenip jele yiiklenmistir. Elektroforez tanki gili¢ kaynagina
baglanmis ve 100 Volt siddetinde akim 1 saat boyunca uygulanmistir. PZR sonucu
olusan irlinler, marker ile karsilastirilarak incelenmistir. Olusan bantlar jel

goriintiileme sisteminde analiz edilmistir.

3.9. Dizi Analizi

PZR reaksiyonlar1 sonucu olusan amplikonlarin dizi analizi yapilmistir. Bu amacla
amplikonlar Macrogen (Netherlands) firmasina gonderilmis ve sekans dizileri elde
edilmistir. Sekans dizileri NCBI Blast programi kullanilarak veri bankasiyla
karsilagtirilmis, amplikonlarin hangi genle homolog oldugu belirlenmis ve bdylece

cogaltilan amplikonlar dogrulanmaistir.

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS
=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch)
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4. BULGULAR

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
2010 ve 2012 yillar1 arasinda gonderilen ¢esitli klinik orneklerden konvansiyonel
identifikasyon yontemleri dahilinde kanli agarda beta hemoliz, genellikle R koloni
yapan, Mueller-Hinton agarda mavi yesil pigment olusturan, oksidaz pozitif koloniler
gram boyama sonucunda Gram negatif bakteriler Pseudomonas aeruginosa olarak
degerlendirilip otomatize sistem VITEC 2 ile identifikasyonlar1 yapilmistir. Bu
yontemle toplam 195 P.aeruginosa ¢alisma kapsaminda degerlendirilmistir.

Orneklerin 134°ii erkek 61°i kadin hastadan almmustir.

r

Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa MHA’da pigment goriiniimii

Pseudomonas aeruginosa Suslarin izole Edildikleri Ornek Tiirleri ve

Klinik Servisler

Calismaya alinan 195 P.aeruginosa izolatinin 33’4 Anestezi yogun bakim,
29’u Gogiis hastaliklari, 16’s1 Ortopedi, 50°si Cerrahi birimler (Genel Cerrahi, Beyin
Cerrabhisi, Plastik Cerrahi), 13’1 noroloji, 33’1 Dabhiliye, 15’1 Enfeksiyon hastaliklar1

ve 6’s1 Cocuk hastaliklar1 servislerinden izole edilmistir.
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Tablo XI. Orneklerin klinik dagilimi

Cocuk

GOgus
hastaliklar
Noroloji 16%

7%

Ortopedi
9%

Calisilan orneklerin 29’u balgam, 67°si yara, 53’0 trakeal aspirat, 23’0 kan,

18’1 idrar, 3’1 beyin omirilik sivis1 ve 2’si plevral s1vi olarak saptanmustir.

Tablo XII. Suslarin 6rnek dagilim1
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Balgam Yara Trakeal Kan idrar BOS  Plevral
aspirat SVl
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Antibiyotik Duyarhlik Sonuclan

Calismaya alinan 195 P.aeruginosa izolatma ait antibiyotik duyarlilik testleri,
CLSI onerileri dogrultusunda disk diflizyon ve E test yontemi ile gerceklestirilmistir.
Buna gore seftazidime %100, gentamisine %]11,8, tobramisine %6,2, piperasilin
%44,1, amikasine %38,7, aztroenama %060,5, sefepime %50,2, siprofloksasine %26,2,
levofloksasine %31,3, imipeneme %48,2, meropeneme %47,2, tazobaktam-
piperasiline %90,8 ve ofloksasine %47,2 oranlarinda direng tespit edilmistir.
Calismaya alman 195 P.aeruginosa izolatinmn 49’u (%25,1) ¢oklu ilag direncine

sahip olarak tanimlanmustir.

Yapilan E test sonuglarma goére imipenem MIK (minimum inhibitor
konsantrasyon) degeri 4 pg/ml ve iizerinde olan 95 sus, seftazidim MIK degeri 16

pug/ml ve iizerinde olan 105 sus saptanmistir (Tablo XIII).

Tablo XIII. Seftazidim ve imipenem MiK dagilimlar1

Seftazidim Imipenem
N % n %
- - 1 0,5
2 1,0 2 1,0
4 2,0 4 2,0
7 3,6 7 3,6
3 1,5 10 5,2
15 7,8 28 14,4
23 11,8 27 13,9
16 8,2 14 7,2
9 4.6 2 1,0
3 1,5 6 3,1
1 0,5 2 1,0
4 2,0 4 2,0
1 0,5 4 2,0
15 7,8 3 1,5
7 3,6 13 6,7
30 15,4 59 30,3
13 6,7 3 1,5
24 12,3 5 2,6
1 0,5 1 0,5
4 2,0 - -
5 2,6 - -
8 4,1 - -
195 100 195 100
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Tablo XIV. Antibiyotik duyarlilik ve direng oranlar1

120

100

100

80

60

40

m Duyarli
20 m Direngli
: I'I I ! I 11 F1
£ @?5‘
Tablo XV. Antibiyotik direncini yillara gore dagilimi
2010 2011 2012 Toplam
% (n:30) | % (n:77) | % (n:88) | % (n:195)
Seftazidim 100 (30) 100 (77) 100 (88) | 100 (195)
Gentamisin 3,3(1) 10,4 (8) 15,9 (14) | 11,8 (23)
Torbamisin 3,3(1) 2,6 (2) 10,2 (9) 6,2 (12)
Piperasilin 43,3 (13) | 36,4(28) | 51,1 (45) | 44,1 (86)
Amikasin 6,7 (2) 11,7 (9) 6,8 (6) 8,7(17)
Aztreonam 56,7(17) | 51,9 (40) | 69,3 (61) | 60,5 (118)
Sefepim 46,7 (14) | 49,5(338) | 52,3(46) | 50,2 (98)
Siprofloksasin 10 (3) 16,9 (13) | 39,8 (35) | 26,2 (51)
Levofloksasin 16,7 (5) 22,1 (17) | 44,3(39) | 31,3 (61)
Imipenem 40 (12) 32,5(25) | 64,8(57) | 48,2(94)
Meropenem 46,7 (14) | 33,8(26) | 59,1 (52) | 47,2(92)
Tazobaktam/piperasilin | 100 (30) 83,1 (64) | 94,3 (83) | 90,8 (177)
Ofloksasin 36,6 (11) | 27,3 (21) | 68,2(60) | 47,2(92)
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Bakteri ekimi yapilmis petrinin ortasina amoksisilin/klavulanik asit (20/10pg),
etrafina disk merkezinden disk merkezine uzakligi 30 mm olacak sekilde, aztreonam
(30 pg), seftazidim (30pg), sefotaksim (30ug), sefepim (30pug) antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir Sefalosporin veya aztreonam arasindaki inhibisyon zonunun
amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru genislemesi veya diger antibiyotik diskleri
arasinda bakterin liremedigi bir sinerji alani olusturmasi GSBL pozitif kabul
edilmistir. Cift disk sinerji yontemi ile taranan 195 6rnegin 60°inda GSBL pozitifligi

saptanmistir.

Indiiklenebilir beta laktamazlar1 saptamak i¢in imipenem diski ve 20 mm
uzakligina seftazidim diski yerlestirilmistir. Seftazidimin indiikleyici olan imipeneme
bakan yiiziinde inhibisyon zonunun belirgin olarak daralmasi IBL pozitifligi olarak
kabul edilmistir. Cift disk indiiksiyon yontemi ile 195 sustan 174’inde (%89,2)

indiiklenebilir beta laktamaz tespit edilmistir.

=S

Sekil 2. MHA da ¢ift disk indiiksiyon yontemi

MBL E Test Sonuclari

MBL E test yontemi ile imipenem+EDTA MIiK degeri ile imipenem MIiK
degeri arasinda en az sekiz kat azalma saptanmasi ve E-test seritinin imipenem veya

EDTA icermeyen orta bolimiinde “ghost zone” (hayalet bolge) olarak adlandirilan
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goriintiiniin izlenmesi MBL pozitif olarak degerlendirilmistir. Buna E test yontemi

ile 52 susta metallo beta laktamaz enzimi fenotipik olarak tespit edilmistir.

Sekil 3. MBL E Test

PER Enziminin Genotipik Yontemlerle Gosterilmesi

P. aeruginosa suglarinda PER-1 enzimi kodlayan gen varligi PER-1A ve PER-
1D primerleri kullanilarak PZR yontemi ile belirlenmistir. Caligmaya dahil edilen

hi¢bir susta PER geni saptanmamustir.

OXA Enziminin Genotipik Yontemlerle Gosterilmesi

P. aeruginosa suslarinda OXA-A ve OXA-B primerleri ile gergeklestirilen
PZR ile OXA grubu enzim varlig1 arastirilmistir. Dokuz susta, 775 bp’lik OXA gen
bdlgesinin varligi belirlenmis ve bant goriintiileri gosterilmistir. P. aeruginosa suslart

arasinda OXA grubu enzim iiretenlerin oran1 % 4,6 olarak bulunmustur.

GES Enziminin Genotipik Yontemlerle Gosterilmesi

P.aeruginosa suslarinda GES-1 primeri ile gergeklestirilen PZR ile GES grubu
enzim varlig1 arastirilmistir ve 113 susta, 371 bp’lik GES gen bolgesinin varligi
belirlenmis ve jel elektroforezle bant goriintiileri gosterilmistir. P. aeruginosa suslart

arasinda GES grubu enzim iiretenlerin oran1 % 57,9 olarak bulunmustur.
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KPC Enziminin Genotipik Yontemlerle Gosterilmesi

P. aeruginosa suglarinda KPC enzimi varligt KPC primerleri kullanilarak PZR
yontemi ile belirlenmistir. Caligmaya dahil edilen higbir susta KPC geni

saptanmamistir.

VIM ve IMP Metallo Beta Laktamaz Enziminin Genotipik Yontemlerle

Gosterilmesi

P. aeruginosa suslarinda VIM ve IMP primerleri ile gergeklestirilen PZR ile bu
enzimlerin varhigi arastirilmistir ve 195 susun 4’iinde VIM, 2’sinde IMP gen
bolgesinin varligi real time PZR ile belirlenmistir. VIM gen bolgesi i¢in 380 bp, IMP
gen bolgesi icin ise 188 bp biiyiikligliinde elde edilen iiriinler jel elektroforezle

goriintiilenmistir.
OXA
775 bp
GES
371 bp
VIM
380 bp
IMP
188 bp

Sekil 4. Direng genlerinin jel elektroforez goriiniimii

Diren¢ Genlerinin Alt Tiirlerinin Belirlenmesi

PZR sonucu diren¢ enzimlerini tasidiklar1 belirlenen 6rnekler dizi analizine
tabi tutulmustur. VIM diren¢ geni tasiyan 4 6rnegin de VIM-2 gen bolgesine sahip
oldugu saptanmistir. IMP gen bolgesi iceren izolatlar IMP-1 olarak tespit edilmistir.
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Query | Download

3 20-
Mame ;;Ei:ngSEUDOMONAS?GD1,’\:’\!’:-1 Length 1ess
Start 28 End 351
Subject
DB emb AC CBX26623.1
Ref. hitp:/Awww.ncbi.nim.nin.goviprotein/3136609547report=genbank&l ca$=protalign&blast_rank=1&RID=0
Gene metallo-beta-lactamase VIM-2 [Pseudomonas aeruginosal
Start 4 End 111
Score
Bit 211 Raw 536
Evalue 4e-53
Identities
Match 108 Total 108
Pet (%) 93
Positives
Match 108 Total 108
Pet (%) 93

Sekil 5. VIM geni dizi analizi sonuglari

OXA geni saptanan 9 Ornegin 5’1 OXA-10, 4’i i1se OXA-14 olarak

tanimlanmaistir.

Query | Download

130429-

Hame £5_121_PSEUDOMONAS_Ho1_oa =" e
Start 271 End 329
Subject

DB pdb AC 1K56|C
Ref hitp:/Awww ncbinim.nih.goviprotein/16974864?report=genbank&|og$=protalign&blast_rank=1&RID=0
Gene Chain C, Oxa 10 Class D Beta-Lactamase AtPh 6.5

Start 80 End 99
Score

Bit 231 Raw 589
EValue 3e-72

Identities

Match 115 Total 153
Pct (%) 75

Positives

Match 128 Total 153
Pct.(%) 94

Sekil 6. OXA geni dizi analizi sonuglar1

GES primerleri kullanlarak diren¢ genleri saptanan 113 izolatin 26’s1 GES-1
olarak tespit edilmistir. Diger 87 izolatta ayni1 primerle saptanabilen ve dizi analizi

sonucu ayrimi yapilabilen ABC transporter permease gen bolgesi tanimlanmustir.
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Query | Download

s ;5_ 01_PSEUDOMONAS_AD3_GES  —ondn 1000
Start 220 End 351
Subject
DB ab AC AED99300.1
Ref hitp:ifwww.ncbi.nim.nin.goviprotein/3320025397report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=0
Gene class A extended-spectrum beta-lactamase GES-1 [Pseudomonas aeruginosal
Start 128 End 171
Score
Bit 0.1 Raw 222
EValue 5e-18
Identities
Match 41 Total 44
Pct (%) 93
Positives
Match 44 Total 44
Pct (%) 100
Sekil 7. GES geni dizi analizi sonuglar1
Query | Download
30429-
Mame ;ié‘DQLPSEUDOI-.-IONAS;.D@GES Length 1ooo
Start 214 End 330
Subject
DB dbyj AC AB591379.1
e http:ifwww.ncoi.nim.nin.govnucleotide/3077777417
reporti=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0
Gene Pseudomonas aeruginosa gene for ABC transporter permease, partial cds, clone: G-1
Start 229 End 344
Score
Bit 187 Raw 101
EValue 1e-43
Identities
Match 112 Total M7
Pct.(%) 96

Sekil 8. ABC transporter permease geni dizi analizi sonuglar1
PZR Yontemi ile OXA Geni Tasidig1 Saptanan Suslarin Seftazidim MiC

Degerleri

PZR ile OXA geni tasidig: tespit edilen 9 6rnegin tamaminin seftazidim MIK
degeri 16 pg/ml ve iizerinde olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ OXA enzimini tasiyan

suslarin seftazidime yiiksek diizeyde direng gelistirdiginin gostermektedir.
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PZR Yontemi ile VIM ve IMP Geni Tasidig1 Saptanan Suslarin Seftazidim
MIC Degerleri

PZR ile VIM ve IMP geni tasidig: tespit edilen 6 drnegin tamaminin imipenem
MIK degeri 8 pg/ml ve iizerinde olarak saptanmistir. Ayrica bu suslarin tamammin E
test ile fenotipik olarak metallo beta laktamaz iirettigi saptanmistir. Bu sonu¢ VIM ve
IMP enzimini tasiyan suslarin imipeneme yiiksek diizeyde direng gelistirdiginin

gostergesidir.

PZR Yontemi ile GES Geni Tasidigi Saptanan Suslarin Seftazidim MIK

Degerleri

PZR ile GES geni tasidig1 tespit edilen 113 drnegin 83’iiniin seftazidim MIK
degeri 16 pg/ml ve iizerinde olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ GES enzimini tasiyan
suslarin ¢ogunun seftazidime yiiksek diizeyde direng gelistirdiginin géstermektedir.
Sekans analizi sonucu GES-1 enzimi tasidigi saptanan 26 izolatin tliimiiniin

seftazidim MIK degerleri 16 pg/ml ve iizerinde oldugu saptanmistr.

Sekil XVI. Izolatlarm 6rnek tiirii, klinik, fenotipik ydntemler ve molekiiler

yontemlere gore dagilimlari

CAZ IPM

Sus  Servis  Ornek E E MBL
No Tiirii Test Test E

(ng/ml) (ug/ml)  Test
1 Gogiis Blg 16 1
2 Ortop. Yara 1,5 0,38
3 Dahiliye T.A. 32 1,5 - - - - o o = = - - +
4 Noro. T.A. 64 32 + - + - - o +
5 Ortop. Yara 8 1,5
6 Cerrahi Yara 0,5 1,5 - - +
7 Dahiliye  Blg 1,5 32 - - +
8 Ortop. Yara 1,5 1 - - + o o = = - - - +
9 Anes. Kan 32 0,19 - + + +
10 Cerrahi Yara 48 1,5
11 Anes. T.A. 32 0,75
12 Anes. T.A. 1 0,75 - - +
13 Enf. Yara 32 0,5 - - - - - = = = = = +
14 Dahiliye  Plevra 3 32 - - +
15 Gogiis T.A. 1,5 32 - - +
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(0).V/ IPM

Sus  Servis  Ornek E E MBL
No Tiirii Test Test E
(ng/ml) (ug/ml)  Test

16 Ortop. Yara 1 1 - - + o o = = - - - +
17 Cerrahi Yara 0,5 0,38 - - + o o = = - - - +
18 Anes. Kan 48 1,5 - - + - - o o = + - +
19 Gogiis T.A. 32 1,5 - - + - - o - o o - +
20  Dahiliye Idrar 1,5 1,5 = = + - - - - - - _ +
21 Dahiliye  Yara 32 4 - + + + o = = - - - -
22 Dahiliye  Yara 32 1 - - + o o = = - - - +
23 Anes. T.A. 0,75 0,75 - - + = o = = = - - -
24 Anes. Blg 64 0,75 - + + + - o o = = - -
25 Anes. T.A. 64 32 s - + o o = = - - - -
26  Anes. Idrar 64 32 - 2 + = = . . - - - +
27 Ortop. Yara 0,38 32 s - + o = = - - - - -
28 Anes. Kan 1,5 1 - - + o o = = - - - -
29  Gogis  T.A. 64 32 + + o+ o+ - - + . } } B}
30 Gogiis T.A. 2 32 - - + - - o - o - - -
31 Anes. Kan 16 2 - + + - - - - - - - +
32 Dahiliye  Kan 0,19 1 - - + o o = = - - - +
33 Anes. Kan 32 3 - - + - - - - - - - +
34  Enf Blg 1,5 1 - - + - - o o = = - +
35 Cerrahi Yara 64 1,5 - + = = = = = = - - +
36 Cerrahi T.A. 32 32 + + + o - - - - - - +
37 Cerrahi Yara 64 32 + + + o - - - - - - +
38 Enf. Yara 1 24 - o + o o - - - - - L
39 Enf. Yara 128 32 - + + o - - - - - - +
40 Anes. T.A. 64 32 - + + - - - - - - - +
41 Cerrahi Yara 32 32 + o + o - - - - - - 45
42 Enf. Yara 24 24 - o + o o - - - - - 45
43 Gogiis Blg 2 2 - - + - - o - o - - -
44 Anes. T.A. 32 24 + + + o - - - - - - L
45 Ortop. Yara 48 32 + - + - - - - - - + +
46  Cerrahi Idrar 256 8 + + + - - - - s - - +
47 Cerrahi T.A. 3 1 - o + o o - - - - - 45
48 Gogiis Blg 2 24 + - + - o o o o - - -
49 Cerrahi T.A. 32 32 - o + o o - - - - - 45
50 Cerrahi BOS 48 1,5 - - + = = = = = = - +
51  Cerrahi  Idrar 1,5 2 = = + - - - - - _ _ 5
52 Gogiis T.A. 64 1,5 - - + - - o o o - - +
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(0).V/ IPM

Sus  Servis  Ornek E E MBL
No Tiirii Test Test E
(ng/ml) (ug/ml)  Test

53 Noro. T.A. 32 1,5 - - + - - o - o o - +
54 Cocuk BOS 16 2 S + o + = - - - - - -
55 Cerrahi Yara 32 2 - + - + o = = = - - -
56  Cerrahi Blg 192 48 + + + - o o = = + - +
57 Cocuk T.A. 2 1,5 - - + = = = = = = - +
58 Dahiliye  Kan 1,5 1 - - + o o = = - - - -
59 Dahiliye  Blg 32 4 - + + + = = = = = - -
60 Cerrahi Yara 32 24 - + + o = = = - - - -
61 Enf. Yara 64 32 + - + - o o o o - - +
62 Anes. T.A. 48 64 + + + + - o o = = - -
63 Cerrahi T.A. 64 64 - - + o o = = - - - -
64 Cerrahi Yara 24 32 + + + o - - - - - - +
65 Dahiliye  Yara 192 32 + + + + = - - - - - -
66 Cerrahi Yara 1 1,5 - - + - o = = - - - -
67 Ortop. Yara 8 1 - - + o o o o - - - -
68 Cerrahi T.A. 256 32 + + o o = = = - - - -
69 Ortop. Yara 8 1,5 - - + - o = = - - - -
70 Dahiliye  Kan 64 32 + - o o = = - - - - '
71 Dahiliye  Idrar 128 32 + + + - - - - - R R +
72 Gogiis Blg 256 96 - + + + - o - o - - -
73 Dahiliye T.A. 2 32 + - + o = = - - - - -
74 Anes. Kan 192 32 s - + o o = = - - - -
75 Gogiis T.A. 16 32 - - + - - o - o - - -
76 Gogiis T.A. 12 32 + + + - o - o - - - +
77 Cerrahi Yara 256 32 + + + - - - - - _ + +
78 Gogiis T.A. 256 32 + + + o o - o - - - +
79 Enf. Blg 3 32 - - + = = = = = = - -
80 Néro. Yara 32 32 - + + o o = = - - - -
81  Gogis  T.A. 24 24 . + 4 - . . B } ) B} B}
82  Enf Blg 3 32 + -+ - - - . - } . .
83  Dahiliye T.A. 32 12 . + o+ o+ . B B ) ) B} B
84 Anes. Kan 16 12 - - + - - - - - - - +
85 Cerrahi Yara 32 64 + o + o - - - - - - +
86 Dahiliye T.A. 6 8 - - + - o = = - - - -
87  Dahiliye Blg 0,5 32 . - + - - . . } } B} B
88 Noro. Yara 32 24 + - + - - - - - - - +
89 Gogiis Kan 24 32 + + o o = = - - - - -
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(0).V/ IPM

Sus  Servis  Ornek E E MBL
No Tiirii Test Test E
(ng/ml) (ug/ml)  Test

90 Noro. Blg 48 32 - - + = = = = = = - R
91 Cerrahi Yara 16 2 - + - + o = = - - - -
92  Cocuk Idrar 1 0,75 - = + = - - - - - _ _
93 Gogiis T.A. 24 32 - - + - - o - o - - -
94  Cerrahi Idrar 4 1 o = + - - - - - - R +
95 Cocuk Yara 48 2 - - - - o o o o - - +
96 Ortop. Yara 2 1 - - + o o o o - - - +
97 Cerrahi Kan 1 2 - - + o o = = - - - -
98 Dahiliye  Blg 16 1,5 - - + = = = = = = - +
99 Ortop. Yara 2 0,75 - - + - o = = - - - -
100 Dahiliye Yara 16 1 S + + + = - - - - - -
101  Gogis Kan 48 32 + - + - o o o o - - -
102 Cerrahi Yara 128 4 o + + o - - - - - 45 -
103 Cerrahi  Idrar 256 1 = + + o - - - - - - -
104  Noro. Blg 2 32 - - + - - o - o o - +
105 Noro. Idrar 3 24 + 2 + = . . - - - - -
106  Noro. Idrar 2 16 - - + 2 = . . - - - B
107 Gogis  Blg 2 48 + -+ - - . - } . .
108 Cerrahi Yara 48 1 - o + o o - - - - - 45
109 Dabhiliye Yara 2 1 - - + o o = = - - - -
110  Cerrahi Yara 48 12 + o + - - - - - - - +
111  Cerrahi Yara 64 2 - + - - - - - - + _ _
112 Anes. T.A. 256 4 - + + + - o - o - - -
113  Dahiliye Blg 96 16 - + + + - o - o - - -
114  Gogiis Idrar 3 16 - = + = - - - - - _ _
115  Noro. T.A. 4 32 + - + - o o o o - - -
116  Anes. Kan 0,5 6 - - + - o = = - - - -
117  Gogis Blg 16 32 + + + + - o - o - - -
118 Gogis  Blg 0,38 1 - . + - - . . } } B} B
119  Ortop. Yara 1,5 0,38 - - + - o = = - - - -
120 Dahiliye T.A. 1,5 1,5 . . + - - . . B } B} +
121  Noro. T.A. 64 32 + + - - - - + - o - -
122 Ortop. Yara 8 1,5 - - + - o = = - - - -
123 Cerrahi Yara 0,5 1,5 - - + - = = = = = - -
124 Dahiliye Blg 1,5 8 . . + - - . . B } B} B
125  Ortop. Yara 32 1 - - - o o o o o - - +
126  Anes. Kan 16 0,19 - s + + o = = - - - -
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127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

Servis

Cerrahi
Anes.
Anes.
Enf.
Dabhiliye
Gogiis
Ortop.
Cerrahi
Anes.
Gogiis
Dabhiliye
Dabhiliye
Dabhiliye
Anes.
Anes.
Anes.
Anes.
Ortop.
Anes.
Gogiis
Gogiis
Anes.
Dabhiliye
Anes.
Enf.
Cerrahi
Cerrahi
Cerrahi
Enf.

Enf.
Anes.
Cerrahi
Enf.
Gogiis
Anes.
Ortop.

Cerrahi

(0).V/

Ornek E
Tiirii Test
(ug/ml)
Yara 1
T.A. 1
T.A. 1
Yara 48
Plevra 3
T.A. 1,5
Yara 1
Yara 0,75
Kan 16
T.A. 16
idrar 1,5
Yara 32
Yara 0,38
T.A. 0,75
Blg 32
T.A. 64
Idrar 64
Yara 0,38
Kan 1,5
T.A. 64
T.A. 2
Kan 16
Kan 0,19
Kan 1,5
Blg 1,5
Yara 64
T.A. 32
Yara 64
Yara 1
Yara 128
T.A. 64
Yara 32
Yara 24
Blg 2
T.A. 3
Yara 16
Idrar 256

IPM
E
Test
(ng/ml)
1,5

0,75
0,75
0,5
32

32

0,75
0,75
32
32

32

32

32

1,5
32
32
24
32
32
32

24

24

32

MBL
E
Test
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(0).V/ IPM

Servis  Ornek E E MBL
Tiirii Test Test E
(ng/ml) (ug/ml)  Test
164 Cerrahi T.A. 3 1 - o + o o - - B B B i
165 Gogis Blg 2 24 + = + = = = = - - - -
166  Cerrahi T.A. 32 32 + o + = - - - - - - +
167 Cerrahi Yara 1,5 1,5 - - + = = = = = = - +
168 Cerrahi  idrar 64 2 - 2 + = = . . - . - +
169  Gogiis T.A. 2 1,5 - - + - - o - o o - +
170 Noro. TA. 48 1,5 . -+ - - - - - -+
171  Cocuk Kan 32 2 S + o + = - - - - - -
172 Cerrahi Yara 32 2 - + + + o = = - - - -
173 Cerrahi Blg 192 48 + + + = = = = = + - +
174  Cocuk BOS 2 1,5 - - + - - o o o o - +
175 Dahiliye Kan 1,5 1 - - + o o = = - - - -
176 Dahiliye Blg 32 6 . + -+ - - - - . . .
177  Cerrahi Yara 32 24 + + + o = = = - - - -
178 Enf. Yara 64 32 - o + o o - - - - - 45
179  Anes. T.A. 48 64 - + + + o o = - - - -
180 Cerrahi T.A. 64 64 - + + o = = = - - - -
181 Cerrahi Yara 24 32 + + + o - - - - - - 45
182 Dahiliye Yara 192 32 + + o + = - - - - - -
183  Cerrahi Yara 1 0,5 - - - - - = = = = - -
184  Cerrahi Yara 1,5 4 - - + o o = = - - - -
185 Dahiliye Blg 1 1 - - + = = = = = = - -
186  Enf Idrar 1,5 32 = = + - - - - - - _ _
187  Anes. Kan 0,5 1 - - + o o = = - - - -
188 Dahiliye idrar 1,5 0,5 = = + o - - - - - - R
189 Dahiliye Blg 1 0,1 - - + - - o o = = - +
190 Gogis  T.A. 1 0,5 . S - - . . } . B} B
191  Cerrahi  Idrar 64 32 + + = + o - - - - - -
192 Gogis Blg 0,5 0,5 - - + = o = = - - - -
193  Noro. T.A. 4 1 - - + - - o - o - - +
194  Noro. T.A. 16 12 - - + - - o - o - - -
195 Cerrahi Yara 1,5 0,5 - - + - = = = = = - -

* ATP-binding cassette (ABC) transporter permease
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5. TARTISMA

P. aeruginosa normal kosullarda insan florasinda bulunmayan gram negatif bir
firsat¢1 bir patojendir. Bu mikroorganizma genellikle toprak, su, sebze ve meyve ve
clirlimiis organik maddeler iizerinde bulunmaktadir (58). Normal kosullarda saglikli
bireylerde hastaliga sebep olmamasina ragmen, bir¢ok hastane enfeksiyonuna neden
olabilmektedir. P. aeruginosa 0Ozellikle savunma sisteminin zayifladigi immiin
yetmezlik durumlarinda, malign ve metabolik hastaliklarda, uzun siireli kemoterapi
ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir yanik durumlarinda hastalik olusturan ve
daha c¢ok hastane enfeksiyonlarina neden olabilen 6nemli bir firsat¢1 patojendir (59).
P. aeruginosa hastane enfeksiyonu etkenleri i¢cinde ilk siralarda yer almaktadir.
Cesitli antibiyotiklere direng gelistirebilmesi sebebiyle olusturdugu enfeksiyonlara

bagl yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir (60).

Bulgaristan’da 2001-2006 yillarin1 kapsayan bir siirveyans caligmasinda P.
aeruginosa suslarmin 6rnek dagilimi cerrahi, ortopedi, dahiliye, pediatri, néroloji ve
yogun bakim seklindedir. Calisilan 203 P. aeruginosa susunun 79’u idrar, 27’si
trekeal asparat, 26’s1 balgam, 2’si plevral sivi, 39’u cerrahi yara, 9’u kan ve 21’1
ornek diger vucut sivilarindan izole edilmistir (61). Ayn1 sekilde Kanada’da yapilan
bir calismada da 241 imipenem direngli P. aeruginosa susunun 103’4 (%43)
idrardan, 7’si (%3) kandan, 50’si (%21) yara’dan, 48’1 (%20) solunum sistemi
salgilarindan ve kalan 23’0 (%9) diger klinik salgilardan izole edilmistir (62).
Bonfiglio ve ark. 1998 yilinda 1153 P. aeruginosa susu ile yaptiklar1 calismada %35
solunum yolu sekresyonlari, %22 idrar, %18 deri ve yumusak doku, %4 kan, %3
kulak siiriintiisii, %15 diger, Hamze ve ark. 2004 yilinda 464 sus ile yaptiklar1
calismada %39,3 idrar, %21,2 yara ve %16,5 oraninda kulak siiriintiilerinden P.

aeruginosa 1zole ettiklerini bildirmislerdir (63, 64).

Ulkemizde de klinik 6rneklerden P. aeruginosa’mn izolasyonu ve antibiyotik
direng profillerinin belirlenmesi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Yiicel ve
ark. P. aeruginosa suslarini, trekeal asparat (%22), idrar (%22), yara (%15), balgam
(%14) ve kan (%8) drneklerinden saptamislardir (58). Ozdemir ve ark. 2009 yilinda
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yaptiklar1 bir caligmada ornek dagilimint %33 trakeal aspirat, %32 yara, %24
bronkoalveolar lavaj ve %6 kan kiiltiirii olarak bildirmiglerdir (65). Yine iilkemizde
2010 yilinda Aktas ve ark. yaptig1 bir calismada %47 trakeal aspirat, %20 yara yeri,
%13 kan kiiltiirii, %10 idrar seklinde dagilim tespit etmislerdir (66). Oztiirk ve ark.
2010 yilinda yaptig1 bi calismada 6rnek tiirlerinin dagilimi %52 trakeal aspirat, %26
yara yeri, %13 idrar, %6 kan kiiltiirii, olarak raporlanmistir (67). Calismamiza dahil
edilen o6rneklerde ise bu oran 67 (%34,4) yara, 53 (%27,2) trakeal aspirat, 29 (%14,9)
balgam, 23 (%11,8) kan, 18 (%9,2) idrar, 3 (%]1,5) beyin omirilik stvis1 ve 2 (%]1)

plevral siv1 olarak saptanmistir.

Tablo XVII. Ornek tipi dagilimi agisindan yurt i¢i ve yurt disi veriler

Bonfiglio ve ark. 1998 %35 %18 %22 %4 - %21
Hamze ve ark. 2004 - %21,2  %39,3 - - %39,5
Pitout ve ark 2005 %20 %21 %43 %3 - %13
Yiicel ve ark 2006 %22 %15 %22 %38 %14 %19
Strateva ve ark 2007  %13,3  %19,2 9%38,9 %44 %12,8 %114
Ozdemir ve ark. 2009 %33 %32 - %06 %24 %5
Aktas ve ark. 2010 %47 %20 %10  %l13 - %10
Oztiirk ve ark. 2010 %352 %26 %13 %6 - %3
Bu Calisma 2013 %27,2 %344 %9,2 %I11,8 %14,9 %25

P.aeruginosa birden fazla mekanizma ile ¢oklu ila¢ direncine neden
olmaktadir. Florokinolon direncine topoizomeraz II ve IV’de meydana gelen
mutasyonlar neden olmakta, penisilin, sefalosporin ve karbapenem grubu
antibiyotiklere diren¢ gelisimine ise kromozomal AmpC beta laktamaz iireten
suslarda enzimin dereprese olmasi sebep olmaktadir. P.aeruginosa’da pek g¢ok
antibiyotik grubuna ¢esitli kars1 direng gelisiminden ilag atim pompalar1 sorumludur.
Ornegin, MexAB-OprM pompas1 florokinolon, penisilinler, sefalosporinler ve
karbapenem grubu i¢inde yer alan meropeneme karsi direng gelisiminden

sorumludur. MexCD-Opr] ve MexEFOprN pompalar1 florokinolonlara, MexXY-
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OprM ise aminoglikozitlere dirence yol agan mekanizmalar i¢cinde yer almaktadir.
P.aeruginosa’da dis membran gegirgenliginin bozulmasi ise sadece imipenem
direncine neden olmaktadir (68). Ancak yapilan ¢aligmalarda MexEF-OprN atim
pompasinin regiilatorii olan mexT geninde meydana gelen mutasyonun MexEF-OprN
ekspresyonunu arttirrken dis  membran  gegirgenliginden sorumlu  OprD
ekspresyonunu azalttig1 saptanmistir. Bu durum izolatin florokinolonlarin yani sira

imipeneme kars1 da direng gelistirmesini saglamaktadir (69, 70).

P.aeruginosa’da ilag direncine neden olan diger bir mekanizma, antibiyotikleri
inaktive edebilen enzimlerin bulunmasidir. Aminoglikozit inaktivasyonuna sahip
olan aminoglikozit asetiltransferaz ve adeniltransferaz, 6zellikle seftazidim direncine
neden olan PER-1, sefalosporin, monobaktam ve penisilin direncine yol agan OXA

tipi genis spektrumlu beta laktamazlar bu enzimler i¢inde sayilabilir (71).

Amerika Birlesik Devletleri, Meksika ve Brezilya’dan 2000 yilinda yapilan ¢cok
merkezli bir calismada P.aeruginosa izolatlarinda, imipenem direnci %25,
meropenem direnci %23, seftazidim direnci %21, siprofloksasin direnci %25 ve
tobramisin direnci %19 olarak saptanmustir (72). Yunanistan’da 2003 yilinda yapilan
bir ¢alismada P.aeruginosa izolatlarinda anti-pseudomonal ajanlardan seftazidime
%27, siprofloksasine %35, amikasine %21, aztreonama %24 oranlarinda direng
bulunmustur. Ayrica ayni calismada Yunanistan’da 1996-1998 yillar1 arasinda
karbapenem direnci %19 iken 2003 yilinda yaymlanan raporda karbapenem
direncinin %35’e yiikseldigi belirtilmektedir (73, 74). Benzer sekilde Polonya’ da
yapilan bir ¢calismada 1997 yilinda P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem direnci
%7,9 iken 2001 yilinda bu oran %19.3’e yiikselmistir (75). Kore’de 1995°de
P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinin %3, 1997°de %16 2001°de ise %
21’e yiikseldigi saptanmustir (76, 77). Latin Amerika’da 1997-2001 yillar1 arasinda
hospitalize hastalardan 1izole edilen P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem
direncinin % 17°den % 35,6’ya yiikseldigi rapor edilmistir (78). Martinez ve ark.
Ispanya’da 2003 yilinda yaptig1 bir ¢alismada %20,2 gentamisin, %14,4
siprofloksasin, %18,2 levofloksasin, %9,6 imipenem, %6,1 meropenem, %40
seftazidim, %8 tazobaktam piperasilin, ve %28 sefepim direnci bildirmislerdir (79).

Brezilya’da 2012 yilinda hastanede yatan hastalardan izole edilen 61 P.aeruginosa
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susu ile yapilan bir ¢alismada %34 amikasin, %41 gentamisin, %41 siprofloksasin,
%29 aztreonam, %34 sefepim, %32 seftazidim, %32 imipenem ve %37 meropenem
direnci saptanmistir (80). Yine 2012 yilinda Pakistanda yapilan bir ¢alismada 120
susun %24’ imipeneme, % 35’1 amikasine, %45°1 tazobaktam/piperasiline ve %40°1
sefepime direngli olarak raporlanmustir (81). Iran’da 2013 yilinda yapilan bir
calismada yanik {initesinde yatan 182 hastanin 86’sinda Pseudomonas aeruginosa
iiremis ve antibiyotik direnci sefazolin %83,7, piperasilin %69,9, seftazidime %68,8,
siprofloksasin %66,3, tobramisin %58,2, amikasin %48,8, gentamisin %37,2 ve

imipenem %23,3 olarak tespit edilmistir (82).

Ulkemizde Yiicel ve ark. 2003, 2004 ve 2005 yillar1 arasindaki direng
artiglarin1  inceledigi  bir calismada  seftazidim, sefepim, aztreonam,
piperasilin/tazobaktam ve siprofloksasine anlamli bir direng artis1 bildirilmistir (58).
Oztiirk ve ark. 2010 yilinda yaptig1 bir calismada 97 Pseudomonas aeruginosa
susunun %10’u amikasin, %32’1 gentamisin, %87’si sefepim, %30’u seftazidim,
%16’s1 siprofloksasin, %25’1 imipenem, %?28’1 piperasilin direngli olarak
bulunmustur (67). Van bolgesinde Berktas ve ark. 2008-2009 tarihleri arasinda izole
ettikleri 75 susun direng oranlar1 %9 amikasin, %75 gentamisin, %40 seftazidim,
%32 siprofloksasin, %44 levoflokasasin, %60 imipenem, %79 piperasilin ve %55
aztreonam direnci saptanmistir (83). Tungoglu ve ark. 179 sus ile yaptig1 2005-2006
ve 2007-2008 yillar1 arasindaki direng artisim1 inceledigi ¢alismada sefepim
direncinin %29’dan %48’e, seftazidim direncinin %12’den %32’ye, aztreonam
direncinin %27’den %60’a imipenem direncinin %0’dan %15’e, meropenem
direncinin %2’den %15’e ¢iktig1 tespit edilmisitir. Ayni1 ¢alismada amikasin ve
gentamisin direncinde anlaml bir artis olmadig1 belirtilmistir (84). Ozdemir ve ark.
2009 yilinda 158 P.aeruginosa susu ile yaptiklar1 calismada %24 amikasin, %36
seftazidim, %43 sefepim, %44 siprofloksasin, %48 aztreonam, %50 levofloksasin,
%54 imipenem direcini bildirilmistir (65). Ozyurt ve ark. 2010 yilinda Istanbul
bolgesinde yaptiklari ¢galismada amikasine %17,6, gentamisine %44,9, levofloksasine
%21,2, siprofloksasine %?20, seftazidime %064,3, sefepime %45,1, aztreonama
%60,3, 1mipeneme 9%?22,9 ve meropeneme %18,9 oranlarinda direng

saptamislardir(85).
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Calismamizda seftazidime %100,0, gentamisine %11,8, tobramisine %6,2,
piperasilin  %44,1, amikasine %§8,7, aztroenama %60,5, sefepime %50,2,
siprofloksasine %26,2, levofloksasine 9%31,3, imipeneme %#48,2, meropeneme
%47,2, tazobaktam-piperasiline %90,8 ve ofloksasine %47,2 oranlarinda direng
tespit edilmistir. Calismamizda E test ile 105 izolatin seftazidim direngli oldugu
saptanmasina ragmen disk diflizyon ile 195 izolat direngli olarak rapor edilmistir. Bu,
IBL tespit edilen &rneklerin penisilinlere, sefalosporinlere ve beta laktam / beta
laktamaz  inhibitorii  kombinasyonlarina direngli olarak  raporlanmasindan

kaynaklanmaktadir.

P. aeruginosa suslarinda artan antibiyotik diren¢ oranlar1 son yillarda dikkat
cekici boyutlara ulasmistir P. aeruginosa genellikle ¢oklu antibiyotik direnci
gosterebildiginden tedavilerde zorluklara neden olmaktadir. Bu nedenle kullanimda
olan antibiyotiklere kars1 duyarliligmmn izlenmesi uygun tedavi yOnteminin
saptanabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Cesitli diren¢ mekanizmalarma sahip
olan P.aeruginosa’nin hastane kaynakli suslarinin diren¢ oranlarmin belirlenmesinin,
bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarm ampirik tedavisine yardimeci olacagi

disiiniilmektedir (86).
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Tablo XVIIL. Yurt i¢i ve yurt dist ¢alismalarda bildirilen direng oranlari (%)

Pfaller ve ark. 19

2000 - 25 - 23 25 - 21 - -
Tsakris ve ark.

2000 21 25 35 . 11 38 24 27 26 .
Martinez ve ark.

2003 - 202 144 182 6,1 9,6 - 40 8 28
Yiicel ve ark.

2006 26 ) 30 . . 31 35 40 29 34
Ozdemir ve ark.

2000 24 52 44 50 - 54 48 36 - 43
};g“g‘“ veark. 5o 162 209 ; 95 7.8 447 229 ; 39,1
Oztiirk ve ark.

2010 10 32 16 - - 25 - 30 - 87
%’fg‘” veark. 17.6 449 20 212 189 229 603 643 ; 45.1
Berktas ve ark.

2011 9 75 32 44 - 60 55 40 - -
Nikokar ve ark.

2013 488 372 66,3 . . 23,3 . 68,8 . .
f(;‘lgahsma 87 11,8 262 31,3 472 482 60,5 1000 908 50,2

Yurt disinda Wolska ve ark. 2001 yilinda yaptig1 bir calismada %72 oraninda
IBL pozitifligi saptarken, 2008 yilinda yaptig1 calismada ise bu oran %98,5 olarak
tesbit edilmistir (87, 88). Yurt i¢inde yapilan ¢alismalara ait yapilan bildirimlerden
elde edilen verilerde; Elsi ve ark. 2007 yilinda 51 P.aeruginosa susunun %52 ’sinde,
Ozyurt ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 350 P. aeruginosa susunun
%62’sinde, Berktas ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 87 P. aeruginosa
susunun %74’iinde IBL pozitifligi bildirmislerdir (85, 89, 90).

Arastirmamiz kapsaminda gercgeklestirilen ¢alismalar sonucunda 174 (%89,2)
IBL pozitifligi saptanmistir. Bu oran iilkemizden gergeklestirilen bildirimlere oranla

oldukga ytiksektir.

Antibiyotik duyarliliklar1 ile iliskili olarak yurt i¢i ve yurt disindan yapilan
calismalardaki bir¢ok veri bizim verilerimizle uyumluyken o6zellikle seftazidim ve

tazobaktam/piperasilin direnci bélgemizde yiiksek saptanmistir. Bunun bedeni olarak
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IBL pozitif degerlendirdigimiz 6rneklerde seftazidim invitro duyarli olsa bile direngli
olarak raporlanmasi oldugu diisiiniilebilir. Imipenem direnci de smir degere yakin
bulunmustur. Bu farklilig1 ortaya ¢ikaran nedenlerin bolgesel farkliliklar, toplumsal
farkliliklar ve yasam tarzlari, hastanelerin uyguladig1 enfeksiyon kontrol dnlemleri,
ampirik tedavi tercihleri, hasta uyumu ve ila¢ kullanim politikalar1 olabilecegi

diistincesindeyiz.

Tablo XIX. Hastanemizde daha Once yapilan iki arastirmanin antibiyotik direng
oranlar1 (%) (91, 92)

Amikasin 15 4.9 8,7
Gentamisin 64 18,7 11,8
Siprofloksasin 35 33,3 26,2
Levofloksasin - 39 31,3
Meropenem 20 26 47,2
Imipenem 22 26,8 48,2
Sefepim 37 74,8 50,2
Seftazidim 43 69,9 100,0
Ofloksasin - 41,5 47,2
Aztreonam - 78,9 60,5

Calismamizda  imipenem, meropenem,  aztreonam,  siprofloksasin,
levofloksasin, tazobaktam/piperasilin ve ofloksasin antibiyotiklerinin yillara gore
dagilimi analiz edildiginde istatiksel olarak anlamli bir artis s6z konusu oldugu

saptanmistir.

Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelisen direngten bir¢ok mekanizma
sorumlu olabilmektedir. Bakterinin ilag atim pompasi, dig membran gegirgenliginin
azalmasi, bazi OXA tipi genis spektrumlu beta laktamazlar ve yiiksek diizeyde
kromozomal AmpC enzimi sentezleyen dereprese mutantlarin varligi nedeniyle
karbapenem direnci olusturabildigi bilinmektedir. Ancak son yillarda tizerinde en

cok durulan karbapenem direng mekanizmasi, metallo beta laktamazlarin varligidir
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(93). Metallo beta laktamaz enziminden sorumlu gen, integron igerisinde yer alan
gen kasetlerinde bulunmaktadir. Integronlar, kendi baslarma hareket kabiliyeti
olmayan, icinde bir veya birden fazla gen kaseti tasiyabilen genetik elemanlardir
(94). Metallo beta laktamaz genlerini tasiyan integronlarda, siklikla aminoglikozit
direncine neden olan enzimleri kodlayan gen kasetleri de bulunmaktadir. Bu
durumda bakteri beta laktam antibiyotiklerin yaninda aminoglikozitlere de direng

gelistirebilmektedir (95).

Walsh ve ark. 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢caligmada, daha 6nce metallo beta
laktamaz {irettigi saptanmis ve imipenem MIK degeri 4 ng/ml olan izolatlarin biiyiik
bir ¢ogunlugunun E-test ile pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Bu ¢alismanin
sonuclarina gore, E-testin metallo beta laktamazin fenotipik tayinindeki duyarlilig:
%94 ve 6zgiilliigii %95 olarak belirlenmistir (57). Italya’da 2004 yilinda yapilan bir
calismada imipenem direngli P.aeruginosa izolatlarinda metallo beta laktamazin
fenotipik tayininde kullanilan E-test ile yanlis pozitif sonug¢lar alindigi
belirtilmektedir (93). Walsh ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, E-test ile
pozitif bulunan 31 P.aeruginosa izolatinin 25’1 PZR analizi ile metallo beta laktamaz
acisindan dogrulanabilmistir (96). Latin Amerika {ilkelerini kapsayan bir ¢alismada
ise, E-test ile pozitif bulunan 54 P.aeruginosa izolatmin PZR analizi ile sadece
25’inde metallo beta laktamaz geni gosterilebilmistir (97). Cakar ve ark. 2005 yilinda
yaptig1 110 P.aeruginosa ile yapilan ¢alismada 25 susta E test ile metallo beta
laktamaz iiretimi tespit edilmis bu Orneklerin 11’inde VIM direng¢ geni molekiiler
olarak gosterilmistir (7). Bozcal ve ark. tarafinda Izmir bdlgesinde 2009 yilinda
yapilan ¢calismada 80 P.aeruginosa susunun 27’°sinin fenotipik olarak metallo beta
laktamaz iirettigi bulunmus bunlardan 7’sinde VIM, 1’inde IMP enzimleri molekiiler

olarak saptanmistir (98).

Metallo beta laktamaz varliginin tespitinde PZR analizi gilivenilir bir
yontemdir. PZR analizinde VIM veya IMP genlerinin korunmus bolgelerine 6zgii
farkli primer setleri kullanilabildigi gibi enzime 0zgil primer seti de
kullanilabilmektedir. Enzim tiplendirmesinde ise PZR sonucu elde edilen
amplikonun sekans analizinin yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii VIM benzeri ya da

IMP benzeri enzimler birbirlerinden genellikle bir veya iki aminoasit farkla
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ayrilmaktadir. Avrupa’da IMP benzeri enzimlerin ¢ok nadir, VIM benzeri enzimlerin
ise oldukc¢a yaygimn olarak bulundugu bilinmektedir. Calismamizda VIM ve IMP gen
bolgelerine ait iki adet konsensus primer seti kullanilmistir. Calismaya dahil edilen
195 P.aeruginosa izolatinin 52’sinde E test ile metallo beta laktamaz {iretimi
saptamig, PZR ile 4 izolatta VIM geni, 2 izolat ise IMP geni gosterilmistir. Bu
izolatlarm dizi analizleri sonuglarina gore bunlarim VIM-2 ve IMP-1 olduklar1 tespit

edilmistir. Bu sonuglar iilkemizde saptanan sonuglarla benzerlik gdstermektedir.

PER-1 enzimi, ilk kez 1991 yilinda Fransa’da bir Tiirk hastanin idrar
orneginden izole edilen P. aeruginosa susunda saptanmustir (52). Fransa, Italya,
Belcika ve Kore gibi iilkelerde de PER-1 enzimi saptanan P.aeruginosa,
Acinetobacter spp., Proteus mirabilis ve Alcaligenes faecalis suslart bildirilmistir
(99, 100). 2001-2002 yillar1 arasinda orta Fransa’da dokuz hastanenin katilimiyla
gerceklestirilen caligmada toplam 5304 seftazidim direngli P. aeruginosa izolatindan
37’sinde (%0,7) PER-1 geni varligi tespit edilmistir (101). 1991-1993 yillar1 arasinda
Ankara’da seftazidim direngli 14 P. aeruginosa susunda da PER-1 enzimine
rastlanmig, ardindan iilke capinda gerceklestirilen cok merkezli bir ¢alismada s6z
konusu enzimin P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. izolatlarinda da yaygin olarak
bulundugu anlagilmistir (102). Istanbul’da Celik ve ark. 2007 yilinda seftazidim
direngli 50 P.aeruginosa ile yaptigi bir yayinda 22 Ornekte PER-1 enzimi
saptamislardir (4). Samsun bdlgesinde 2008 yilinda Sogilit ve ark. yaptigir bir
calismada 50 seftazidim direngli P.aeruginosa izolatmin 23’iinde PER-1 enzimi
tesbit edilmistir (18). Bizim calismamizda 56 6rnekte GSBL saptamamiza ragmen

PER-1 direng geni saptanamamuistir.

OXA-10 tiirevi enzimlerden OXA-11, OXA-14, OXA-16 ve OXA-17, ilk
olarak Ankara’da Giir ve ark. tarafindan izole edilmistir (103). Istanbul Unversitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yapilan calismada, 50 adet seftazidime direngli P.
aeruginosa susunun 23’iinde (%46) OXA-10 tiirevi enzimler saptanmistir (4). OXA
tiirevleri, GSBL tipi OXA enzimlerini genel olarak igcerdigi i¢in calismamizda, OXA
gen bolgesine yonelik ortak primer kullanilmistir ve toplam 9 izolatta OXA tiirevi
GSBL enzimi pozitif olarak bulunmustur. Dizi analizleri yapilan izolatlarm 5’1 OXA-

10 olarak saptanirken 4’ii OXA-14 olarak belirlenmistir.
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Ik GES tipi GSBL enzimi 1998 yilinda Fransa’da izole edilen bir
K.pneumoniae susunda bulunmustur. GES-1 Fransa’dan; GES-2 Giiney Afrika’dan;
GES-3, GES-4, GES-7 ve GES-8 Yunanistan’dan; GES-5 ve GES-6 Japonya’dan
bildirilmistir. GES-3 Yunanistan’dan sonra Kore’de de saptanmistir (104, 105, 106).
2004 yilinda Japonya’da Wachino ve ark.’nin yaptigi ¢alismada bir yenidogan yogun
bakim iinitesinde genis spektrumlu sefalosporinlere direng gosteren alti
K.pneumoniae klinik izolatinda GES-3 enziminin varligi gosterilmistir (45). Poirel ve
ark.’nin 2000°de yaptig1 ¢alismada Giiney Afrikada Zimbabwe’li bir hastanin kan
kiiltiirtinden izole edilen P.aeruginosa susunda GES-2 enzimi bulunmustur (107).
GES tipi enzimler Enterobacter cinsi bakterilerde goriilen IBC tipi enzimlerle
yapisal olarak biiyiik benzerlik tagimaktadir. GES ve IBC enzimleri, her iki grubu
birlikte saptayan GES/IBC ortak primerlerinin kullanildigi PZR deneyleriyle
tanimlanmakta, ancak GES tipi ve IBC tipi enzimlerin ayrimi i¢in mutlaka dizi
analizi gerekmektedir. GES-1 geni Fransa’da bir P.aeruginosa susundan izole
edilmis ve Yunanistan’da izole edilmis olan IBC-2 geni ile yapisal olarak iligkili
bulunmustur. IBC-2; GES-1’den bir, IBC-1’den iki aminoasit farklilig1 gostermekte;
GES-2 de GES-1’den bir aminoasit farklilig1 gostermektedir. Ancak GES-2, GES-
I’den farkli olarak genislemis spektrumlu sefalosporinlerin yani sira imipenemi de
hidrolize etmektedir ve karbapenemaz 6zelligindedir; GES-1 ise GSBL enzimidir ve
sefoksitine yiiksek afinite gosterir ancak diger GSBL enzimlerinden farkli olarak
aztreonama kars1 hidrolitik aktivitesi yoktur (47). Ulkemizde 2007 yilinda Celik ve
ark. seftazidim direngli 50 P.aeruginosa izolat1 ile yaptig1 bir ¢alismada 43 6rnekte
GES enzimi pozitif olarak bulunmustur (4). Calismamizda 195 6rnekten 113’linde
GES pozitifligi saptanmistir. Ancak dizi analizi sonuglarinda 113 izolattan 26’sinin
GES-1 GSBL enzimi tasidig1 geri kalan 87 izolatn ayn1 primer dizileri ile saptanan
ABC transporter permease proteini tagidigi gosterilmistir. Bu proteinin efluks pompa
sistemi araciliftyla antibiyotik direncinden sorumlu olabilecegini gosteren yaymlar
mevcuttur (108). Ayrica bu proteinin siderofor 6zellik gdsteren pigment iiretiminden
sorumlu oldugu ve bakterinin virulans faktorleri ile iliskli oldugunu gosteren yaymlar
mevcuttur (109, 110, 111). Tim bu veriler GES/IBC enzimlerinin lilkemizde de
yaygin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle bu konu ile ilgili daha detayli

ileri calismalar yapilmasi, daha net sonuglar alinmasina olanak saglayabilecektir.
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6. SONUC

Antibiyotik direnci tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ciddi bir saglk
sorunudur. Bu nedenle antibiyotik direng mekanizmalar1 bilinmeli ve direng gelisimi
onlenmelidir. Beta laktamazlarin ve bu beta laktamazlar1 kodlayan genleri tagiyan
kokenlerin  saptanmasi  enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklerin seciminde, tedavinin takibinde, enfeksiyon hastaliklarinin
onlenmesinde ve enfeksiyon kontrol programlarinin gelistirilmesinde yol gdsterici

olacaktir.

Calismamizin sonuglari, Diinya literatiirii ile benzer olarak direngli P.
aeruginosa izolatlar1 ile olusan enfeksiyonlarin giderek arttigmi gostermektedir.
P.aeruginosa’nin klinik materyallerden artan izolasyon sikligiyla birlikte antibiyotik
direng profillerinin de degistigi goriilmektedir. Hastane enfeksiyonu etkeni izolatlar
arasinda ¢oklu ilag¢ direngli suslarin artis gostermesi, hastane kokenli P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin takip edilmesini gerektirmektedir. Bu sayede profilaktik
antibiyotik seciminde dogru yaklasimim, dogru tedavinin uygulanmasi miimkiin

olabilecektir.

Calismamiz dahilindeki suslarda yapilan disk diflizyon testi sonuclarma gore;
beta laktam halkasi igeren antibiyotiklere yliksek oranlarda direng saptanmistir.
Hastanemizde saptanan P.aeruginosa enfeksiyonlarinda en etkili antibiyotiklerin

aminoglikozid ve kinolon grubu oldugu tespit edilmistir.

P.  aeruginosa hastane enfeksiyonlarinda sik rastlanan, kullanilan
antimikrobiyallere hizla diren¢ gelistirebilen ve bu direnci aktarabilen bir bakteridir.
Tedavide 6nemli bir segenek olan karbapenemleri de i¢ine alan antimikrobiyal direng
ve ¢oklu direng paternleri nedeniyle bir P. aeruginosa susunun hangi antibiyotiklere

duyarl olabilecegini kestirmek zordur. Bu yiizden kombine tedaviler diistiniilmelidir.

MBL’ler aztreonam digindaki beta laktam antibiyotiklere diren¢ olusumunun

onemli nedenlerinden biridir. Giintimiizde MBL rutin olarak tespit edilmemektedir,
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bu enzimlerin epidemiyolojik agidan tanimlanarak diren¢ yayilimmm kontrol
edilmesi biiylik 6nem tasidigindan karbapenem direngli kokenlerde MBL varligi
akilda tutulmahdir. Caligmamizda imipenem direngli 94 (%48,2) sus olmasina
ragmen 52 (%26,6) kokende E test yontemi ile MBL iiretimi saptanmistir. MBL
iretimi tespit edilmeyen suslardaki karbapenem direncinin eflux pompa sistemleri

gibi diger mekanizmalardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

PZR analizi sonucunda 4 izolatm VIM-2, 2 izolatin ise IMP-1 metallo beta
laktamaz geni tasidigi saptanmistir. Hastane ortaminda direngli izolatlarin
yayilmasmi onlemek olduk¢a onemlidir. Bu nedenle bundan sonraki hedef metallo
beta laktamazlar1 giivenilir, hizli ve kolay tanimlayabilecek testlerin gelistirilmesi

icin ¢aligmalarin devam etmesi olmalidir.

OXA grubu gen bdlgeleri saptanan tiim suslarda seftazidim MIK degerinin 16
ug/ml ve iizerinde olmasi OXA grubu enzimlerin seftazidime karsi yiiksek

etkinliginin oldugu sonucunu desteklemistir.

PZR analizi sonucu 113 izolatta tespit edilen GES gen bdlgesinin dizi analizi
sonucu 26’smin GES-1 gen bolgesi tasidigi gosterilmistir. Bu oran iilkemiz icin
P.aeruginosa’larda  GES-1 enziminin antibiyotik direncinde etkili oldugunu
gostermektedir. Diger 87 izolatta ise aymi1 primer dizileri ile saptanan ABC
transporter permease gen bolgesi tespit edilmistir. Bu proteinin bakterinin pigment
iretiminden sorumlu oldugu ve bakteriyel direng gelisiminde etkili olan efluks

pompa sistemleri ile igilkisinin olabilecegi diisiintilmektedir.
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7. OZET

Pseudomonas aureginosa dogada ¢ok yaygin olarak bulunur ve organik materyalin
yeniden diizenlenmesinde, 6nemli rol oynar. Cogu tiirler bitki ve hayvanlar i¢in
patojendir. P.aeruginosa firsatg1 patojen enfeksiyonlara neden olmaktadir. Saglikli
kisilerde nadiren hastaliga sebep olur. Saglikli bireylerde perine, dis kulak yolu,
aksilla, alt gastrointestinal sistem gibi nemli alanlarda kolonize olabilir. Mekanik
ventilasyon altindaki eriskinler veya notropenik hastalar, 6zellikle genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi swrasinda veya sonrasinda P.aeruginosa’ya baglh ventilator

kaynakli veya diger pndmoniler agisindan biiyiik risk altindadirlar.

Bu calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinde yatmakta
olan hastalardan izole edilen P.aeruginosa suslarmin antibiyotik duyarliliklarmin
tespit edilmesi, PER, GES, KPC, VIM, IMP ve OXA gibi diren¢ enzimlerinin

fenotipik ve genotipik olarak saptanmasi amag¢lanmistir.

Calismaya alinan 195 P.aeruginosa 6rneginin antibiyotik direng oranlar1 seftazidime
%100, gentamisine %11,8, tobramisine %6,2, piperasilin %44,1, amikasine %38,7,
aztroenama %60,5, sefepime %50,2, siprofloksasine %26,2, levofloksasine %31,3,
imipeneme %48,2, meropeneme %47,2, tazobaktam-piperasiline %90,8 ve
ofloksasine %47,2 sekilnde tespit edilmistir. Cift disk indiiksiyon yontemi ile 195
sustan 174’inde indiiklenebilir beta laktamaz tespit edilmistir. Cift disk sinerji
yontemi ile taranan 195 6rnegin 60’inda GSBL pozitifligi saptanmistir. 52 susta
MBL E test ile metallo beta laktamaz enzimi fenotipik olarak tespit edilmistir.
Molekiiler calismalar ve dizi analizlari sonucunda 5 izolatta OXA-10, 4 izolatta
OXA-14, 4 izolatta VIM-2, 2 izolatta IMP-1, 26 izolotta GES-1 ve 87 izolatta ABC

transporter permease geni saptanmistir. PER ve KPC enzimlerine rastlanmamistir.

Antibiyotik direnci tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ciddi bir saglik
sorunudur. Bu nedenle antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 bilinmeli ve direng gelisimi
onlenmelidir. Beta laktamazlarin ve bu beta laktamazlar1 kodlayan genleri tasiyan
kokenlerin  saptanmasi  enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklerin seciminde, tedavinin takibinde, enfeksiyon hastaliklarinin
onlenmesinde ve enfeksiyon kontrol programlarinin gelistirilmesinde yol gosterici

olacaktir.
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8. SUMMARY

Molecular Epidemiology of Beta Lactamases in Ceftazidime Resistant

Pseudomonas aeruginosa Isolates

Pseudomonas are widely distributed in nature and plays an important role in the
regulation of organic material. Most species are pathogenic for plants and animals. P.
aeruginosa causes opportunistic infection and rarely causes disease in healthy
people. It may be colonized in healthy individuals with the perineum, the external
auditory canal, axilla, sub-humid areas, such as the gastrointestinal tract. Neutropenic
patients or adults under mechanical ventilation are at greater risk, especially, during
or after treatment with broad spectrum antibiotics, P. aeruginosa due to ventilator

associated pneumonia.

In this study, we aimed to submit antibiotic susceptibilities of P. aeruginosa strains
and was to determine phenotypic and genotypic resistance enzymes such as PER,
GES, KPC, VIM, IMP and OXA in hospitalized patients at Afyon Kocatepe

University School of Medicine.

Antibiotic resistance rates in the study with 195 samples of P. aeruginosa
ceftazidime 100%, gentamicin 11.8%, tobramicin 6.2%, piperacilin 44.1%, amikacin
8.7%, aztroenam 60.5%, cefepime 50.2%, ciprofloxacin 26.2%, levofloxacin 31.3%,
imipenem 48.2%, meropenem 47.2%, tazobactam piperacillin 90.8% ve ofloxacin
47.2%. Inducible beta lactamase studied with double disk induction method and 174
strains were pozitive. 60 of 195 samples were positive for ESBL scanned by double-
disk synergy test. Metallo beta lactamase enzymes were determinated by
phenotypically MBL E test in 52 strains. OXA-10, OXA-14, VIM-2, IMP-1, GES-1
and ABC transporter permease gene were detected 5, 4, 4, 2, 26 and 87 samples

respectively, by molecular methods and sequencing.

Antibiotic resistance is a serious public health problem in our country, as well as all
over the world. Therefore, the antibiotic resistance mechanisms should be known and
prevent the development of resistance. Strains carrying genes encoding beta
lactamases and detection of beta lactamases leads the selection of antibiotics used in
the treatment of infectious diseases, treatment follow-up, the prevention of infectious

diseases and the development of infection control programme.
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