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DOGAL IZOLATLARDA iMIPENEM (TIENAM)
DIRENCLILiIGI VE DAGILIMI
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OZET

Dogal izolatlarda imipenem (Tienam) direngliliginin arastirildigi bu ¢aligmada
toplam 1279 bakteri ile ¢aligilmis ve izolatlardan 168’inin (%13.13) imipeneme direngli
olduklar1 belirlenmistir.

Direngliligin cinslere gore dagilmi ise Pseudomonas sp.,’de %22.98,
Acinetobacter sp.,’de %16.6, Klebsiella sp.,’de %2.21, Escherichia coli’de (E.coli)
%1.15 ve koliformlarda (tiplendirilemeyen) %2.83 seklindedir. Kanalizasyon
izolatlarinda en yiiksek siklikta direnglilik Acinetobacter sp.,de (%100) gozlenirken
Enterobacter sp.,de direnglilik saptanamamustir (%100 hassas). Toprak izolatlarinda
sadece Pseudomonas sp.,de direnclilik (%9.55) saptanmig diger izolatlarda ise
(Acinetobacter sp., Klebsiella sp., ve Proteus mirabilis) direnglilik saptanamamustir.

Izolatlar arasinda B-laktamaz iiretimi en yiiksek diizeyde topraktan izole edilen
Pseudomonas sp.,de (%100) saptanirken en diisiikk oran kanalizasyondan izole edilen
E.coli’de (%4.6) bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Imipenem Direngliligi, Dagilimi, Dogal izolatlar, B-
laktamaz Uretimi.

RESISTANCE TO IMIPENEM (TIENAM)
ANDDISTRIBUTION OF NATURAL ISOLATES

ABSTRACT

In this study in which the imipenem resistance in natural isolates was searched,
totally 1279 bacteria were studied and among the isolates 168 of tem (13.13%) were
found to have imipenem resistance.

The distribution of resistance in species are 22.98% in Pseudomonas sp., 16.6%
in Acinetobacter sp., 2.21% in Klebsiella sp., 1.15 % in E.coli and 2.83%
coliforms (Unidentified) respectively. Among the sewage isolates; the highest resistance
was found to be in Acinetobacter sp., (100%) and no resistance in Enterobacter sp., was
detected.

The highest p-lactamase production was detected in Pseudomonas sp., (100%)
isolated from soil and lowest was found to be E.coli (4.6%) isolated from sewage.

Key Words: Imipnem Resistance, Distributions, Natural Isolates, f-lactamase
Production.
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GiRiS

Imipenem, pB-laktam antibiyotiklerin ~yeni grubu karbapenem smifi
antibiyotiklerin ilki olup 1978 yilinda bir toprak organizmasi olan Streptomyces
cattleya’dan izole edilen Thienamycin’den sentetik olarak elde edilmistir. Imipenem
mikrobiyal B-laktamazlar tarafindan hidrolize edilememelerinden dolay1 aerobik veya
anaerobik gram-pozitif ve gram-negatif organizmalar {lizerine bakterisit etki gostermekle
beraber karaciger ve diger dokular tarafindan sentezlenen Dehidropeptidaz I (DHP-I)
enzimi ile B-laktam halkas1 agilarak hidrolize olmaktadir (1,2). Bu hidrolizi engellemek
amactyla DHP-I enziminin 6zel inhibitorii olan Cilastatin ile birlikte kullanilmaktadir.

Imipenem bakterisit etkisini diger p-laktamlar gibi hiicre duvari olusumundaki
peptidoglikan sentezinde Penisilin Baglayan Proteinlere (PBP) baglanarak meydana
getirir ve genellikle PBP-2’ye baglanir. Bu nedenle imipenemle karsilasan organizmada
once sfer olusumu sonra lizis gozlenir. Penisilin ve Sefalosporinlerde ise 6dnce flaman
olusumu sonra lizis olusmasindan dolay1 ayrilirlar.

Her ne kadar bu kadar etkili bir bakterisit ajan olmasina ragmen bakterilerde son
yillarda imipeneme karsi bir direnglilik problemi ortaya c¢ikmustir. Bakterilerdeki
imipenem direncliligi klinik izolatlar arasinda olduk¢a yogun bir sekilde arastirilmistir
(3-6). Ogzellikle Pseudomonas tiirlerindeki imipenem direngliliginin dis membran
proteinlerinin  (OMP), o6zellikle OMP-D2, eksikliginden kaynaklandigi ortaya
cikartilmigtir (4,7-9). Diger bir direnglilik mekanizmasi ise plazmid-kodlu B-laktamaz
sentezlenmesinden (metaloenzim) kaynaklanmaktadir (10). Ozellikle Pseudomonas
tirleri arasinda imipenem direnglilik determinantlarinin transdiiksiyonla tasinabildigi
(11), Bacterioides tiirleri arasinda ise konjugasyonla ve transformasyonla transfer
edilebildigi ortaya ¢ikartilmistir (10).

Dogal ortamlardaki (yiizey sulari, toprak, kanalizasyon, v.s.) bakterilerdeki
imipenem direncliligi ise heniiz genis bir sekilde arastirmalara konu olmamustir. Bu
alandaki a¢181 gidermek amaciyla bu aragtirma yapilmustir.

MATERYAL VE METOD

Materyal

Bakteri suslari

Arastirmada  kullamlan bakteri suslarn C.U. Tip Fakiiltesi Hastanesi
kanalizasyonundan ve C.U. kampiisii igindeki topraktan izole edilmislerdir.

Antibiyotikler ve Besiyerleri

Bakterilerin direncliliginin belirlenmesinde Imipenem (Tienam) 10ugr/mL
konsantrasyonda (Merck), pB-laktamaz {retiminin belirlenmesinde Penicillin G
(I.E. Uluagay) 10.000 Unite/mL konsantrasyonda kullanilmustir.

Kanalizasyon ve toprak Orneklerinin tagimmasinda ve Oninkiibasyonunda Jela
buyyon (12), izolatlarin tiplendirilmesinde MDCLS agar (13), ¢ogaltma ve
antibiyogram testlerinde N1 agar (12) kullanilmistir.
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Metod

Bakteri izolasyonu ve Antibiyogram Testleri

1-10mL kanalizasyon suyu veya 5 gram toprak 10 mL’lik jela buyyona inokiile
edilerek 4 saat 6ninkiibasyona birakilir.

2-inkiibasyon sonunda 10”-10"® oraninda sulandirmalar yapilarak MDCLS agara
ekilir ve 1 gece inkiibe edilir.

3-Inkiibasyon sonunda bakteriler cogaltmak amactyla N1 agara ¢izgi metoduyla
(14) ekilir ve 1 gece inkiibe edilir.

4-Cizgilerden kiiciik bir 06ze ile alinan bakteriler igerisinde 10pgr/mL
konsantrasyonda imipenem iceren N1 agara ¢izgi metoduyla ekilir ve 1 gece
inkiibasyona birakilir.

5-Cizgi boyunca iireme gosteren suslar direngli, géstermeyen suslar ise hassas
olarak degerlendirilir.

Not: Inkiibasyon 37°C de yapilmistir.

B-laktamaz determinasyonu
B-laktamaz tiretimi iyodimetrik metodla belirlenmistir (15).

BULGULAR
Izolatlarin cinslere gore dagilimi ve imipenem direnclilikleri ¢izelgelerde
verilmistir.

Cizelge 1. izolatlarin Cinslere Gore Dagilimi ve Direnclilikleri.

Organizma Izolat say1si Imipenemde iireyen % Direnclilik
Pseudomonas sp. 435 100 22.98
Acinetobacter sp. 240 40 16.6
Klebsiella sp. 271 6 2.21
E.coli 173 2 1.15
Enterobacter sp. 13 0 0
Proteus mirabilis 7 0 0
Koliform 140 20 2.83
Toplam 1279 168 13.13

En yiiksek direnglilik frekans1 %22.98 ile Pseudomonas sp.’de (100 izolat)
gozlenirken, Enterobacter sp., ve Proteus mirabilis’de imipenem direncliligi
saptanamamustir. Caligmada toplam 1279 bakteri test edilmis ve bunlar arasinda 168
susun imipenem direngliligi tagidig1 (%13.13) saptanmustir.

Kanalizasyondan toplam 773 sus izole edilmis olup Pseudomonas sp. 278 sus ile
dominant bakteri olurken, FEnterobacter sp. 13 sus ile en az diizeyde temsil
edilmektedir. Izolatlar icerisinde en yiiksek direnglilik Acinetobacter sp.’de (%100)
gozlenirken
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Cizelge 2. Kanalizasyon izolatlarindaki Imipenem Direngliligi ve Cinslere Gére

Dagilimi
Organizma [zolat say1s1 Imipenemde iireyen % Direnclilik

Pseudomonas sp. 278 85 30.5
E.coli 173 2 1.15
Klebsiella sp. 129 6 4.65
Acinetobacter sp. 40 40 100
Enterobacter sp. 13 0 0
Koliform 140 20 2.83
Toplam 773 153 19.79

Cizelge 3. Toprak Izolatlarindaki imipenem Direngliligi ve Cinslere Gore Dagilimi

Organizma izolat sayis1 | Imipenemde iireyen % Direnglilik
Acinetobacter sp. 200 0 0
Pseudomonas sp. 157 15 9.55
Klebsiella sp. 142 0 0
Proteus mirabilis 7 0 0
Toplam 506 15 2.96

Enterobacter sp.’de direnglilik saptanamamustir. Kanalizasyon ortamindan izole

edilen diger izolatlardaki imipenem direnglilik dagilimi ise sirasiyla Pseudomonas sp.
(%30.5), Klebsiella sp. (%4.65), koliform (%2.83) ve E.coli (%1.15) seklindedir.

Toprak izolatlarinda Acinetobacter sp. 200 sus ile en yiliksek diizeyde temsil
edilirken Proteus mirabilis 7 sus ile en diisiik diizeyde temsil edilmektedir. izolatlar
arasinda sadece Pseudomonas sp.’de imipenem direngliligi (%9.55) gozlenirken diger
organizmalarin tamami1 hassas bulunmustur.

Cizelge 4. Imipeneme Direngli Kanalizasyon ve Toprak Izolatlarinda B-Laktamaz

Uretimi
. Izolasyon Denenen -Laktamaz Ureten S
Organizma Ortal}r]n Sus Sayist P Sus Sayist VoUretim
Pseudomonas sp. Toprak 15 15 100
Pseudomonas sp. | Kanalizasyon 20 17 85
Koliform Kanalizasyon 20 11 55
Toplam 55 43 78.18

B-Laktamaz fiiretimi arastirilan toplam 55 direngli sustan 43’tinde (%78.18)
B-laktamaz tiretimi saptanmigtir (Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir). Topraktan izole
edilen Pseudomonas sp.’de iiretim %100 bulunurken kanalizasyondan izole edilen
koliformlarda bu oran %55 olarak saptanmustir.

Imipeneme hassas olan 423 izolat B-laktamaz iiretimi yoniinden arastirilnis ve

49 izolatta (%11.58) p-laktamaz iretimi gozlenmistir (Sonuglar ii¢ tekrarin
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ortalamasidir). En yiiksek frekans kanalizasyondan izole edilen Klebsiella sp.’de
(%16.6) gozlenirken bunu sirasiyla toprak izolatt Acinetobacter sp. (%]15.5),
kanalizasyon izolati1 Enterobacter sp. (%7.6) ve kanalizasyon izolati olan E.coli (%4.6)
izlemistir.

Cizelge 5. imipeneme Hassas Kanalizasyon ve Toprak izolatlarinda PB-Laktamaz

Uretimi
Organizma Izolasyon | Denenen Sus | B-Laktamaz Ureten o Uretim
Ortami Sayis1 Sus Sayisi

Acinetobacter sp. Toprak 200 31 15.5
E.coli Kanalizasyon 150 7 4.6
Klebsiella sp. Kanalizasyon 60 10 16.6
Enterobacter sp. Kanalizasyon 13 1 7.6

Toplam 423 49 11.58

SONUC VE TARTISMA

Imipenem direncliligi klinik izolatlar arasinda genis bir sekilde arastirmalara
konu olmustur (3-6). Imipenem direngliliginde dis membran proteinlerinin, 6zellikle
OMP-D2, eksikliginden kaynaklandigi bildirilmektedir (4). Diger bir direnglilik
mekanizmasi ise plazmid-kodlu bir B-laktamaz (metallo-enzim) sentezlenmesinden
kaynaklanmaktadir (10). Bu plazmidin Pseudomonas tiirleri arasinda bakteriofajlarla
(F-116)  (11), koliformlar arasinda konjugasyon ve elektroporasyonla transfer
edilebildigi belirtilmektedir (10 ).

Toprak izolatlarinda diisiik diizeyde (%2.96) direnclilik saptanmis olmast bu
organizmalarin herhangi bir sekilde bu ajanla karsilagmamasindan kaynaklanacagini,
zira imipenem direngliliginin bakterilerin bu antibiyotikle muamele edilmesi ile
olusabildigi ortaya cikartilmistir (16). Toprak izolatlarinda sadece Pseudomonas sp.’de
direngliligin saptanmis olmasit bu ajanlarin organizmaya dis membran proteinleri
lizerinden giris yapmasi ve Pseudomonas’larin bazilarinda dogal olarak OMP-D2
proteinin eksikliginden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (9).

Kanalizasyon izolatlarinda direnglilik acgisindan en dikkati ¢eken bakteri
Acinetobacter sp., olup izole edilen 40 izolatin tamaminda (%100) direnglilik saptanmis
olmast hayli ilgingtir. Direngliligin bu kadar yiiksek oranda tesbit edilmesi bu
bakterilerin  pB-laktam ve Aminoglikozitlere karst ¢ok ¢esitli  direnglilik
mekanizmasindan kaynaklanacagi seklinde belirlenmistir (17). Cesitli ortamlardan izole
edilen 576 Acinetobacter’lerle yapilan bir arastirmada izolatlarin %99’unun imipeneme
hassas olduklari, direngli izolatlarin ise hastane ¢evresinden izole edilen bakterilerden
kaynaklandig1 ve bunlarinda Acinetobacter baumannii ve A.junii oldugu belirlenmistir
(5). Diger bir arastirmada ise uluslararasi enterik izolatlarin %16’simin imipeneme
direncli olduklari, enterik olmayan organizmalarin ise (Pseudomonas sp.,, Xanthomonas
sp., ve Acinetobacter sp.) %72 oraninda direngli olmalar1 (3) bulgularimizi dogrular
niteliktedir. Acinetobacter sp., disindaki organizmalar arasinda en yiiksek oranda
direnclilik Pseudomonas sp.’de %30.5 oraninda saptanmistir. Bu bulgu organizmalarin
dis membran proteinlerinin eksikliginden ve bu ajan ile karsilasma olasiliginin
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yiiksekliginden ve aynmi ortamda bulunan ve antibiyotiklere karsi ekstrakromozomal
direnclilik determinantlar1 tasiyan diger organizmalarla ve bu organizmalardan
herhangi bir sekilde disg ortama verilen genetik determinantlarla kargilagsma sikliklarinin
yiikksek olmasi neticesinde yeni genetik materyal kazanimindan (Konjugasyon,
transformasyon ve transdiiksiyon) kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (16). Diger
organizmalarda ki, E.coli (%1.15), Klebsiella sp. (%4.65), Enterobacter sp. (%0) ve
koliform (%2.83), diisik diizeydeki direnglilik diger arastiricilarin bulgulart ile
paralellik gostermektedir (18,19).

Imipeneme direngli izolatlarm (Topak ve kanalizasyon) biiyiik bir kisminda
(%78.18) B-laktamaz iiretimi gozlenmistir. Bu bulgu diger arastiricilarin bulgulari ile
paralellik gostermektedir (20). Imipeneme hassas olan organizmalar arasinda da P-
laktamaz sentezleme oranlar1 Klebsiella sp. (%16.6), Acinetobacter sp. (%15.5),
Enterobacter sp. (%7.6) ve E.coli (%4.6) seklinde belirlenmis olup diger arastiricilarin
bulgularina oranla daha diisiik bir seviyede olup (20) &zellikleri ¢alistimamustir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, bakteriler arasindaki antibiyotiklere karsi
diren¢ probleminin ortaya ¢ikmasinda birincil rolil toprak bakterilerinin oynadigr (21)
ve bu mikroorganizmalardan diger mikroorganizmalara gesitli gen transfer yollariyla
aktarildig: fikrini desteklemektedir.

Her ne kadar kanalizasyon izolatlarindaki imipenem direngliligi yiiksek olsa da
bu yiiksek direnclilik, orijini toprak olarak bilinen Acinetobacter sp., ve Pseudomonas
sp.'den kaynaklanmaktadir. Enterik olan bakterilerdeki Imipenem direngliligi ise son
derece diisiik diizeyde (< %2) saptanmustir.
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