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OZET

imipeneme direngli bulunan 6 Pseudomonas aeruginosa ve 1 Pseudomonas
vesicularis susunun, izoelektrik noktalarina, kloksasilin ve klavulanik asitle
inhibisyonuna bakilarak beta-laktamazlari, ayrica dig membrandaki D2 porin
proteinleri incelenmistir. 5 P.aeruginosa susunda D2 porin yoklugu ile kromozomal
beta-laktamaz direngten sorumlu bulunmus, D2 porini bulunan | P.vesicularis ve 1
P aeruginosa susunda, antibiyotigin hiicre digina ashiminin veya bagka
mekanizmalarin direngten sorumlu olabilecegi diigtiniitmiigtar.

SUMMARY
Resistance mechanisms in imipenem resistant Pseudomonas strains.

In imipenem resistant 6 P.aeruginosa and 1 P.vesicularis strains, beta-
lactamases with isoelectric focusing, inhibitien profile with cloxacilin or clavulanic
acid, and the outer membran D2 porin protein were investigated. Responsible
resistance mechanisms were attributed to D2 porin deficiency and chromosomal beta-
lactamases in 5 P.aeruginosa strains, whereas active efflux or other mechanisms
were considered to be responsible for resistance in | P.vesicularis and 1
P.aeruginosa strains which had D2 porins.

GIRIS

fmipenem, meropenem ve sadece Japonya’da kullanilan panipenem gibi
karbapenemler bilinen en genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerdir. Ycni
sefalosporinler ve monobaktamlardan farkll olarak, AmpC beta-laktamazlardan ve
plazmid kaynakl geniglemis spektrumlu beta-laktamazlardan (GSBL) etkilenmezler.
Bu nedenle bircok beta-laktam antibiyotige direngli Enterobacieriaceac Ve
Pseudomonas titleri ile olugan infeksiyonlarin tedavisinde dzel bir dneme sahiptirler
(14.15).

Metisiline direngli stafilokoklar, Enterococcus faecium, Stenotrophomonas
(Xanthomonas) maltophilia karbapenemlere direnglidir. Karbapenem direnci
Pseudomonas acruginosa ve  Acinetobacter haumannii suslarinda giderck
artmakta, diger Gram negatil bakteri suslarinda ise oldukga diiglik oranda
saptanmaktadir (1,13,15). _

Kromozomal mutasyon sonucu, imipenemin bakteri hiicresine girigini saglayan
kiigiik ¢apli D2 porininin kayb P.acruginosa suslarmda en dnemli direng
mekanizmasidir (13,15).

#172. Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM) Kongresi'nde sunulmugtur (2-6 Haziran 1997, Antalya).
istanbui Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Miksobiyeloji Anabilim Dall, Capa, istanbul.
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Bu caligmada 1996 yilinda gesitli muayene maddelerinden izole edilen imipeneme
direngli 6 P.aeruginosa ve 1 P.vesicularis susunda saptanan diren¢ mekanizmalari
bildirilecektir.

GEREC VE YONTEM

Klasik mikrobiyolojik yontemlerle P.aeruginosa veya Pseudomonas cinsi olarak
identifiye edilen ve NCCLS &nerilerine gire yapilan disk difiizyon testi ile imipeneme
ve meropeneme direngli bulunan 7 sus, Zeneca llag Sirketinin Ingiltere’deki
Antibiyotik Geligtirme Merkezi’ne gonderilmistir. Burada imipenem, meropenem ve
seftazidimin bu suslar i¢in MIC’lart saptanmig, suslardan elde edilen beta-
laktamazlar izoelekirik noktalarina, kloksasilin ve klavulanik asit ile inhibisyona
bakilarak identifiye edilmis ve ayrica dig mebrandaki porin proteinieri incelenmistir.

BULGULAR

Suglanin 6's1 P.aeruginosa, 1't P.vesicularis (9672 no'lu sug) olarak identifiye
edilmigtir, Tiimii imipeneme, 3’0 meropeneme direngli, 4’ii meropeneme orta derecede
duyarli bulunmustur.

P.aeruginosa suglannm izoclekirik noktalar pl > 7 olan ve/veya kloksasilin ile
inhibe olan kromezomal AmpC beta-laktamaz olusturduklari saptanmugtir.
P.vesicularis susunun izoelektrik noktast pl: 7.35 olarak sapianan beta-laktamazimin
diger ozellikleri belirlenememistir. 5 P.aeruginosa susunda D2 proteini bulunmadig
saptanmigtir. Bu suglardan biri seftazidime orta derecede duyarli, digerleri duyarh
bulunmustur. D2 porini bulunan 1 P.geruginosa susu ile yine D2 porini bulunan
P.vesicularis susu seftazidim, imipenem ve meropeneme direngli bulunmustur.

Sonuglar tabloda gosterilmigtir.

Tablo. imipeneme direngli Pseudomonas suslarmin dzelliklert.

MIC (mg/)

D2

SugNo.  Imipenem Meropenem Seftazidim porin pl Beta-laktamaz
1813 16 8 2 Yok - Kromozomal
48076* 32 8 i6 Yok 8.06, 7.68, 6.48 Kromozomal
48547 32 32 8 Yok - Kromozomal
[568 32 8 2 Yok - Kromozomal
1031 32 8 2 Yok 8.15 Kromozomal
96724 64 64 128 Var 7.35 7

9600 32 32 128 Var 8.3 Kromozomal

*  Yiksek diizeyde kromozomal beta-laktamaz oltgtuean (dereprese mutant) suy.
*+ Pyesicularis olarak identifiye edilmigtir. Diferleri P.aeruginosa’dir.

TARTISMA

Bakterilerde karbapenem direnci tiim diger antibiyotiklerde oldugu gibi intrinsik
{dogal) veya sonradan kazanilmis olabilir, . -
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Gram pozitif bakterilerden Bacillus cereus, Gram negatif bakterilerden
S.maltophilia, Flavobacterium odoratum ve Legionella gormanii suglarimn tiimd,
iirettikleri beta-laktamazlar nedeniyle dogal olarak karbapenemlere direngli olmakla
birlikte, S.maltophilia digindakiler klinik 6rneklerden seyrek olarak izole
edilirler(1,11,13,22). Burkholderia (Pseudomonas) cepacia suglarinin gogu
muhtemelen karbapenemaz aktivitesi olan kromozomal ve iy tantmianmammg bir
beta-laktamaz ile imipeneme intrinsik direng gosterirler (13). Aeromonas cinsi
bakteri suslarmm gofu sefalosporinlere ve penisilinlere etkisiz olmalan nedeniyle
nitrosefin ile saptanamayan ve “gergek karbapenemaz” olarak adlandinian beta-
laktamaz iiretmekle birlikte, kiinikie kullantlan imipenem dozlarina genellikle direng
gostermezler (22). Anaerop bakterilerden Bacteroides fragilis suglannin gok az (<
%1) bir kismunda karbapenemaz saptanmakitadir (13,22). Tim bu bakterilerin beta-
laktamazlar, Ambler siniflamasinda B grubunda, Bush siuflamasinda 3. grupta yer
alirlar. EDTA ile inhibe otup, klavulanik asitle inhibe olmazlar. Aztroenami hidrolize
edemezler. imipenemi ve meropenemi iyi hidrolize ederler. Cogu penisilin ve
sefalosporinleri de hidrolize ettiklerinden ve/veya dogal olarak karbapenemaz
olugturan suglarda geneﬁikle birden fazla beta-laktamaz bulundugundan, bu suglarin
gogu birgok beta-laktam antibiyotige de direngli bulunurlar. Bu bakterilerin enzimier:
aktif bolgesinde ginko iyonu bulundugundan metallo-beta-laktamazlar, karbapenemleri
de hidrolize ettiklerinden karbapenemazlar olarak adlandmlirlar. Bir B fragilis izolan
disinda tiim bu bakterilerde enzimler kromozomda kodlanirlar (11,13,15,22).

Bu sayiianlar digindaki bakterilerde karbapenem direnci sonradan kazanlir, Gram
pozitif bakterilerden metisiline direngli stafilokoklar PBP-2" ve E. faecium suglar
PBP-5 gibi tiim beta-laktamlara afinitesi az olan penisilin baglayan proteinleri ile
karbapenemler dahil beta-laktam antibiyotiklere direng kazanirlar (13).

Gram negatif bakteri suglarinda karbapenemlere karg sonradan kazamlan direng
P.aeruginosa ve A.baumannii suglart diginda gok seyrektir (1,13). Gram negatif
bakteriler kromozomda veya seyrek ofarak plazmidde kodlanabilen beta-laktamazlar /
karbapenemazlar, gegirgenlik azalmast (1,4,7,12,13), antibiyotigin aktif gekilde digan
atiimast (8,17) veya PBP’lerde olugan degisiklik (3,5) gibi mekanizmalarin tek bagina
veya birlikte bulunmasi ile karbapenemlere direng kazanabilirler.

Gram negatif bakterilerde, karbapenemazlara bagli olarak sonradan kazanilan
diren¢ Japonya, ingiltere, ABD, Fransa, Arjantin, Brezilya ve Kiiba gibi ilkelerde
izole edilen ¢ok az sayida P.aeruginosa, A.baumannii, S.marcescens, E.cloacae
suglarinda ve bir K.preumoniae susunda saptanmugtir (1,15,22). .

IMP-1 enzimi sonradan kazamian karbapenemazlar iginde en Onemlisidir ve
bugiine dek sadece Japonya'da izole edilen suglarda saptanmigtir (15). Ttk kez 1991
yilinda izole edilen bir S.marcescens sugunda (21), daha sona P.aeruginosa,
S.marcescens suglarinda kromozomda ve plazmidde kodlanan (7,14,15,22), bir
K pneumoniae sugunda da plazmidde kodlanan IMP-1 enzimi bildirilmigtir (22).
P.aeruginosa suglarinda plazmidde kodlanan ama heniiz karakterize edilmeyen
enzimler (18, 26), IMP-1 ile benzerlik gostermektedir ve IMP-1 olarak tanimlanmalan
giiglii bir olasiliktir. Enzimi kodlayan genin plazmidlerle Enterobacieriaceac ve
Pseudomonas’ lar arasinda taginabilmesi (7) ve integronla iligkili bulunmasi (2}
karbapenem direncinin gabucak yayilmasi gibi istenmeyecek bir olasthi akla
getirmekte ve bu suglarn karbapenemlerin kullanimi ile giderek yayilabilecegi
disiiniilmektedir (15,22). IMP-1 Ambler siiflamasinda B grubunda, Bush
stniflamasinda 3. grupta yer ahr ve bu gruptaki enzimlerle benzer ozellikler gosterir
(22). Bu gruptaki enzimler aztrocnama etkisiz olmakla birlikie, IMP-1 olusturan
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suglar baska mekanizmalarla aztroenama genellikle direnglidirler (15). Sonugta IMP-
1 olugturan suglar genellikle tiim beta-laktamlara ve eger IMP-1 integron iizerinde
tagintyorsa AAC (6')-Ib enzimi nedeniyle tobramisin, netilmisin ve amikasine de
direngli bulunurlar (15). IMP-1 geni tastyan suglarin bir kismi imipeneme duyarls
bulunabilmekte, bu da direngte gegirgenligin ve/veya genin ekspresyonunun da énemli
olabilecegini diigiindiirmektedir (15).

IMI-1, NMC-A ve Sme-1 olarak adlandiniian enzimler bugiine kadar ABD,
Ingiltere ve Fransa’da izole edilen 3’er Enterobacter cloacae ve S.marcescens’ ten
olmak {izere toplam 6 sugta saptanmigtit (13,16,22). Sme-1 S.marcescens, NMC-A
ve IMI-1 E.cloacae suglanndan izole edilmislerdir (14,19,20,22,27). IMI-1 ve NMC-
A genleri %90 homoloji gostermektedir. Bu genler Sme-1 ile %70 homoloji
gostermekiedir (22,23). Bu enzimier, Ambler simflamasinda A grubunda, Bush
sintflamasinda 2f grubunda yer alirlar. Aktif bélgelerinde serin bulunur ve serin beta-
laktamazlar olarak adlandiniirlar. Kromozomda kodlanan bu {ekzotik!) enzimler
molekiiler ve fonksiyonel olarak birbirlerine benzetler; aztroenami pargalar ve
klavulanik asit ite inhibe olurlar. Imipenemi meropenemden daha iyi hidrolize ederler
(13,16,22).

ARI-1 enzimi itk kez Ingiltere’de izole edilen bir A.baumannii susunda saptanan
ve plazmid iizerinde kodlanan, serin beta-laktamaz dzellifinde karbapenemazdir (24).
Son yillarda ARI-T’e benzeyen ARI-2 enzimi tammlannus, Arjantin, Kiiba ve
Brezilya’da imipenemi hidrolize edebilen bagka beta-laktamazlar da bildirilmistir (1).
A.baumannii suglarinda antibiyotigin hiicre igine aliminda azalma (15) ve PBP’lerde
olugan degisiklife bagh (5) imipenem direnci de bildirilmistir. Latin Amerika’da
Acinetobacter suglaninda %35 lere varan imipenem direnci bildiriimektedir (1).

) D2 porini imipenemin hiicre igine girigini saglar ve yaklagik 107 siklifinda olugan

kromozomal mutasyon sonucu D2 porininin kayb, P.geruginosa suglarinda imipenem
direncinden sorumlu en dnemli mekanizmadir (13,16). Porin kaybina bagh imipenem
direnci, boyle suslarin stabil olmamasi nedeniyle Enterobacteriaceae’de seyrektir
(13,15,16). Bu mekanizma ile tiim beta-laktamlarin MIC'u yitkselmekle birlikte, D2
porini bulunmayan P.aeruginosa suglan, eger baska direng mekanizmalar birlikte
bulunmuyorsa genellikle imipenem disindaki antipsédomonas dzellik gosteren beta-
laktamlara duyarly bulunurlar (13). D2 porinini kayben P.aeruginosa suglarindaki
imipenem direncinde, indiiklenebilir kromozomal AmpC (tip-1) enzimlerinin de katkis
olmaktadir (12,13).

CGalismamizda 7 susun 5’inde D2 porini yoklugu ve kromozomal AmpC beta-
taktamaz olusturma imipenem direncinden sorumlu bulunmustur. Bu suslarin 4°i
seftazidime duyarh bulunmustur. Yine bu suglarm 4’iinde kromozomal AmpC beta-
laktamazlardan imipeneme oranla daha az etkilenen meropenemin MIC'u, Livermore
(13) tarafindan da bildirildigi gibi imipeneme gére 1-2 diliisyon daha diisiik
bulunmugtur. D2 porini bulunan 2 susta ise imipenem ve meropenem direnci
antibiyotiklerin aktif digari atuhimi ile agiklanabilir (8,13). Ancak aktif atihm ile
meropenem ve birgok beta-laktamin MIC’0 artarken imipenemin MIC’u defismez
(13) ve bu nedenle bu iki sug igin doyurucu bir agiklama yapilmas: giiglesmektedir.
Birgok antibiyotigin P.aeruginosa suslaninda Enterobacteriaceae suslarindan daha
yiiksek MIC’u vermesi, onceleri bakterinin daha az gegirgen olmasi ile agiklantrken,
bugiin antibiyotigin aktif sekilde hiicre disina atilmasimn P.aeruginosa suslarindaki
bu goreceli intrinsik direncin en 6nemli nedeni oldugu diistinilmektedir (8,16). Aktif
atihm birbirleriyle yapisal benzerlik gostermeyen birgok antibiyotige kargi direngten
sorumlu bir mekanizma olarak da énem kazanmaktadir (8,9,10).
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Karadeniz Teknik Universitesi'nde izole edilen imipeneme direngli 4
P.aeruginosa susunda da D2 porini saptanmamig ve 3'ti meropeneme direngli, 11 ise
orta derecede duyarh bulunmugtur (28).

Kuzey Amerika'da 1988-1992 yillarmda 16 merkezden toplanan 1182
P.aeruginosa susu ile yapilan bir galismada imipenem direnci %13, meropenem
direnci %4 olarak bulunmustur. Imipeneme direngli bulunan 147 susun %44°0
meropeneme duyarl, %27’si orta derecede duyarli; meropeneme direngli bulunan 49
susun ise %86’s1 imipeneme direngli olarak saptanmigtir. Meropenemin MIC’u
genellikle imipeneminkinden daha diigiik bulunmugtur. Meropenemin daha etkili
bulunmasi, AmpC beta-laktamazlardan etkilenmemesi ve dis membrandan gegisinin
D2 porini ile olmamast ile agiklanmigtr. Aym galigmada meropenemin klinik faz
caligmas1 sirasinda izole edilen ilave 92 sasun 4'(i imipeneme, 3’ meropeneme
direngli bulunmug, 92 susun highirinde karbapenemaz saptanmaimigtir. Kuzey
Amerika’da izole edilen direngli suglarda, karbapenemaziar disinda diger gesitli
mekanizmalann karbapenem direncinden sorumiu olabilecegi sonucuna varilmigtr (6).

ingiltere’de 1993 yilinda izole edilen 1991 P.aeruginosa susunda azlosilin,
karbenisilin, seftazidim, imipenem ve meropeneme direng aragtirilousg, 4 mgfl
imipenem veya meropencm konsantrasyonlarina direngh 59 sug saptanmigir. Bu
suglardan 39’y imipeneme, 10°u meropeneme, 10’u imipeneme ve meropeneme
direngli bulunmugtur. Sadece imipeneme direngli bulunan 39 sugtan agin beta-
laktamaz iiretimi saptanmayan 27’sinde, meropenem diginda denenen beta-
laktamlarin MIC’u imipencme duyarh suglardaki gibi bulunmus, meropenemin
MIC unda ise 2-3 kat artis saptanmigtir. Sadece imipeneme direncli olan difer 12
susun asin beta-laktamaz {iretmeyen 7'si intrinsik direngli, 571 ise agmn beta-laktamaz
iiretimi (dereprese mutant) ncdeniyle denenen penisilinlere ve sefalosporinlere
direngli bulunmustur. Bu bulgularla suglardaki imipenem direnci D2 porini yoklugu ile
agiklanmistir. Meropeneme direngli bulunan 20 sugtan agin beta-laktamaz lretmeyen
17°si denenen penisilinlere ve sefalosporinlere direngti bulunmustur, fki sugda asin
beta-laktamaz Gretimi (stabil dereprese mutant) saptanmig, bir sus ise diger tiim
beta-laktamiara duyarhi bulunmustur. Meropencm direnci imipenem direncinden daha
diisiik bulunmakla birlikte, meropenem direnci anlamli sekilde diger beta-laktamlara
direngle birlikte bulunmugtur. Bu bulgular diger beta-laktamlara direng saglayan
intrinsik direncten meropenemin de etkilendigini diiglindiirmiigtiic (4).

Japonya’da 1992-1994 yillarmda izole edilen 3700 P.geruginosa sugunun
132’sinde imipenem direnci saptanmms, IMP-1 probu ile hibridizasyon veren 15 susta,
imipenem direncinin aktarilabilir oldugu belirlenmistir (25). IMP-1 saptanmayan 117
susda ise karbapenem direnci AmpC enzimlerinin yitksek diizeyde sentezi ile
agiklanmugtir (1)

Az sayida susla yapilmig olmakla birlikte, elde ettigimiz sonuglar,
P.aeruginosa’ da karbapenem direncinin D2 porini yokluguna ve kromozomal AmpC
beta-laktamazlarina bagh oldugunu ve iilkemizde de bu suglann bulundugunu
gostermektedir. fmipenem ile tedavi edilen hastalarin 9%10-15"inde bu gekilde direngli
suglarin secildigi bildirilmektedir (6). Bu nedenle imipenem veya diger
karbapenemlerin gereksiz kullammindan kagimimasi gerekir.

TESEKKUR 1 P.aeruginosa suglaninda karbapenemiere direng mekanizmalarinin aragtiriimasin

safitayan Zencca Abdi ibrakim flag Sanayi ve Ticaret A.§."ye tegekkiir ederiz.
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