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II1. OZET

Amag: Seftazidim avibaktam duyarliligini giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in
alternatif yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada karbapenem direncli Pseudomonas
aeruginosa suslarinda seftazidim avibaktam duyarliligini degerlendirmek i¢in referans
yontem olan sivi mikrodiliisyon ile disk difiizyon yontemlerinin karsilagtirilmas: ve
polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle sik goriilen karbapenemaz genlerinin (KPC,
IMP, VIM, NDM, OXA-48, GES) arastirilmas1 amaglanmstir.

Gereg ve Yontem: Mart 2021-Ocak 2023 tarihleri arasinda Hitit Universitesi
Corum Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen karbapenem direngli 103 P. aeruginosa
izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir. Seftazidim avibaktam duyarliliginin belirlenmesi igin
disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Karbapenemaz tiretiminin
fenotipik tayini, karbapenem inaktivasyon yontemiyle yapilmistir. Genotipik tayin igin
DNA izolasyonu yapildiktan sonra polimeraz zincir reaksiyonu yontemi uygulanmus,
cogaltilan gen bolgeleri agaroz jel elektroforezi sayesinde vyiiriitiilmiis ve UV 151k

altinda goriintiilenmistir.

Bulgular: Izolatlarn %69’u sivi mikrodiliisyon sonuglarmna gore seftazidim
avibaktama duyarl,, %31°1 seftazidim avibaktama direngli bulunmustur. Disk difiizyon
yontemi uygulanan 98 izolat, sivi mikrodiliisyon sonuglariyla uyumlu sonu¢ vermis
olup iki izolat teknik belirsizlik alani i¢erisinde bulunmus, ¢ izolatta uyumsuz sonug
gozlenmistir. Teknik belirsizlik alani i¢inde bulunan izolatlar sivi mikrodiliisyon ile
duyarl bulunmustur. iki izolat disk difiizyon ile seftazidim avibaktama direncli bulunup
stvi mikrodilisyon ile duyarli bulunurken, bir izolat disk diflizyon ile seftazidim
avibaktama duyarli bulunup sivi mikrodilisyon ile direngli saptanmustir. Polimeraz
zincir reaksiyonu yontemi ile 2 NDM, 1 VIM ve 8 GES (reten izolat tespit edilmistir.
NDM ve VIM dreten ¢ izolatta karbapenem inaktivasyon metodu pozitifligi saptanmus,
karbapenem inaktivasyon metodu sonucu pozitif olan iki izolatta ise karbapenemaz geni

saptanamamuistir.



Sonug: Karbapenem direncli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda disk
difuzyon yontemiyle duyarl saptanan izolatlarin sonuglarinin referans yontem olan sivi
mikrodiliisyon ile uyumluluk gosterdigi tespit edilmistir. Disk diflizyon sonucunun
direncli veya teknik belirsizlik alani simirlar1 iginde bulundugu izolatlarda ise referans
yontemle duyarlilik sonucunun dogrulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Karbapenemaz
Uretimini saptamak icin karbapenem inaktivasyon metodu kullanilmakla birlikte kesin

tayin icin polimeraz zincir reaksiyonu yonteminin daha basarili oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: P. aeruginosa, Seftazidim avibaktam, Sivi mikrodilusyon,

Karbapenem direnci, Polimeraz zincir reaksiyonu



IV. ABSTRACT

Comparison of In Vitro Susceptibility Methods Against Ceftazidime
Avibactam in Carbapenem-Resistant Pseudomonas Aeruginosa Strains and
Investigation of some Carbapenemase Genes

Objective: Alternative methods are needed to ceftazidime avibactam sensitivity
detect reliably. In this study, it was aimed to compare the reference method broth
microdilution and disk diffusion methods to evaluate ceftazidime avibactam
susceptibility in carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa and to investigate the
common carbapenemas genes (KPC, IMP, VIM, NDM, OXA-48, GES) using the

polymerase chain reaction method.

Materials and Methods: Between March 2021 and January 2023, 103
carbapenem resistant P. aeruginosa isolates isolated from clinical samples sent to Hitit
University Corum Erol Olcok Education and Research Hospital Medical Microbiology
laboratory were included in the study. Disc diffusion and broth microdilution methods
were used to determine ceftazidime avibactam susceptibility. Carbapenem inactivation
method was used for the phenotypic determination of carbapenemase production. After
DNA isolation for genotyping determination, polymerase chain reaction method was
applied, the amplified gene regions were move by agarose gel electrophoresis and

viewed under UV light.

Results: According to the broth microdilution results of the isolates, 69% were
found to be susceptible to ceftazidime avibactam, and 31% were found to be resistant to
ceftazidime avibactam. 98 isolates to which the disk diffusion method was applied gave
results compatible with broth microdilution results, two isolates were found within the

area of technical uncertainty, and three isolates were observed discordant results.

Vi



Isolates within the area of technical uncertainty were found susceptible to broth
microdilution. While isolates resistant to ceftazidime avibactam by disc diffusion in two
isolates were found to be susceptible to broth microdilution, isolates susceptible to disc
diffusion and ceftazidime avibactam in one isolate were found to be resistant to broth
microdilution. With polymerase chain reaction method was detected isolate producing 2
NDM, 1 VIM and 8 GES. Carbapenem inactivation method positivity was detected in
three isolates producing NDM and VIM, but carbapenemase gene was not detected in

two carbapenem inactivation method positive isolates.

Conclusion: It was determined that the results of the isolates that were found
susceptible by the disc diffusion method in carbapenem resistant Pseudomonas
aeruginosa isolates were compatible with the reference method, broth microdilution. It
is thought that the susceptibility result should be confirmed with the reference method
in isolates where the disk diffusion result is resistant or within the limits of the technical
uncertainty area. Although the carbapenem inactivation method was used to detect
carbapenemase production, the polymerase chain reaction method was found to be more

successful for the definitive determination.

Keywords: P. aeruginosa, Ceftazidime avibactam, Broth microdilution,

Carbapenem resistance, Polymerase chain reaction
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1. GIRIS VE AMAC

Bakteriyel patojenlerde antimikrobiyal direng, yiksek morbidite ve mortalite ile
sonuglanan kiresel bir sorundur. Gram negatif bakteriler, diinya capinda giderek
yayginlasan ¢oklu ilaca direngli (CID) suslarm neden oldugu ciddi komplikasyonlara ve
tedavi basarisizligina neden olabilir. CID enfeksiyonlarin tedavisinde genis spektrumlu
bir antibiyotik smifi olan karbapenemler giderek daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir (1).
Geniglemis spektrumlu [-laktamaz (GSBL) Ureten bakterilerin yaygmlasmasindan
dolay1 karbapenem grubu antibiyotiklerin kullaniminda artis olmustur. Bu nedenle,
karbapenem direncli Pseudomonas aeruginosa (CRPA), Acinetobacter baumannii
(CRAB), ve Enterobacterales (CRE) suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi daha fazla
dikkat ¢ekmistir (2).

P. aeruginosa, yogun bakim {initelerindeki enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir.
Saglik hizmeti ile iligkili pndmoni, Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) veya
Kistik fibrozis (KF) olan bireylerde yiiksek morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Bu
nedenle P. aeruginosa, Diinya Saglk Orgiitii'niin (WHO) yeni antibiyotik
gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulan bakteriyel patojenler listesinde "kritik" kategoriye
dahil edilmistir (3). P. aeruginosa enfeksiyonunda antipsddomonal B-laktam
antibiyotikler, B-laktam B-laktamaz inhibitori (BL/BLI) kombinasyonlar1 ve
karbapenemler tedavide kullamlir. Karbapenemler, CID P. aeruginosa'ya kars: siklikla
tercin edilen seceneklerdendir (4). P. aeruginosa'da plazmid araciligi ile diretilen
karbapenemaz enzimlerinin varligi, porin kodlayan genlerdeki mutasyonlar ve disa atim
pompalarin1 kodlayan genlerdeki asir1 ekspresyon nedeniyle karbapenem direnci

gorulebilir (5).

Uciincii kusak bir sefalosporin olan seftazidim (CTZ), P. aeruginosa da dahil
olmak tizere gram negatif basillere karsi genis spektrumlu aktiviteye sahiptir.
Avibaktam, GSBL ve KPC karbapenemazlarm da dahil oldugu Ambler smf A (-

laktamazlara, Ambler sinif C B-laktamazlara (AmpC sefalosporinazlar) ve bazi Ambler



smif D B-laktamazlara (OXA-48) karsi giiclii in vitro aktiviteye sahip olan bir f-
laktamaz inhibitoridur, ancak aktif bolgesinde ¢inko atomu bulunan smif B
metallobetalaktamazlara (NDM, VIM, IMP vb.) karsi etkisizdir (6). Seftazidim
avibaktam (CZA), igiincii kusak sefalosporin olan CTZ ile PB-laktam olmayan [-
laktamaz inhibitorii avibaktamin intravendz olarak uygulanan bir kombinasyonudur.
Avrupa Birligi (AB) tarafindan yetiskinlerde komplike intraabdominal enfeksiyonlar
(KIAE), komplike iiriner sistem enfeksiyonlar1 (KUSE) ve ventilatdrle iliskili pndmoni

(VIP) tedavisi i¢in onaylanmustir (7).

CRPA enfeksiyonlarina yonelik tedaviyi kolaylagtirmak icin CZA in vitro
duyarlilik testi sonuglar: kritiktir. Antibiyotik duyarliligini belirlerken referans yontem
olan siv1 mikrodiliisyon (SMD) yontemi ile otomatize sistemlerin uygulanmasi pahali
veya zahmetlidir. Bu nedenle, CZA duyarliligin1 giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in

alternatif yontemlere ihtiyac vardir (8).

Calismamizin amaci mikrobiyoloji laboratuvarindaki CRPA suslarinda CZA
duyarliligmi degerlendirmek icin referans yontem olan SMD ile disk difiizyon
yontemlerini in vitro olarak karsilastirmak ve CRPA suslarinda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle sik goriilen direng genlerini (KPC, IMP, VIM, NDM,
OXA-48, GES) arastirmaktir. Bu c¢alisma CRPA suslarmm CZA duyarliliginin
degerlendirilmesinde otomatize sistem ve SMD kullaniminin yayginlasmadigi
laboratuvarlar igin basit bir yontem olan disk difiizyon yonteminin kullanilabilmesi ve

olas1 karbapenemaz direng genlerinin varligi agisindan katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa; toprakta, suda, bitkilerde ve insanlarda yasama
yetenegine sahip olan gram negatif bir bakteridir. Besin agisindan yetersiz kosullarda ve
genis bir sicaklik arahiginda (4°C-42°C) yasayabilen bir mikroorganizmadir. P.
aeruginosa, inat¢1 adaptasyonu sayesinde hastanelerdeki kuru ve cansiz yizeylerde 6
aya kadar canli kalabilir. Firsat¢1 nozokomiyal enfeksiyonlarin nedenlerinden biri olan
P. aeruginosa, ozellikle ciddi yanik/ameliyat yarasi bulunan, malignitesi olan veya

bagisikligi baskilanmis hastalar1 enfekte eder (9).

2.1.1. P. aeruginosa’mn Tarihcesi ve Simiflandiriimasi

P. aeruginosa ilk kez 1862'de Luke tarafindan mavi-yesil renkteki puyin
mikroskopik incelemesinde ¢omak parcaciklar olarak gozlemlenmistir (10). 1882'de
Carle Gessard, bandajlar1 mavi ve yesil renkte olan askerlerin yara enfeksiyonlarindan

P. aeruginosa'y1 ilk kez izole etmistir (11).

1894'te Walter Migula, Pseudomonas cinsini ilk olarak polar flajellali, gram
negatif, comak seklindeki aerobik basilleri kapsayacak sekilde tanimlamistir. Cinsin
taksonomisinde uzun yillar fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler kullanilmis olup
1984°te Palleroni, rRNA-DNA hibridizasyon calismalariyla psédomonadlar1 bes alt
gruba ayirmistir (12).

P. aeruginosa, Proteobacteria subesinin gama alt smifinda olup
Pseudomonadaceae ailesinin Pseudomonas cinsine ait olan nonfermentatif gram negatif
bir basildir (11). Tibbi 06nemi olan polar flajellali nonfermentatif basillerin

gruplandirilmasi Tablo 1’de agiklanmistir.



Tablo 1. Tibbi 6nemi olan polar flajellali nonfermentatif basiller (13)

rRNA homoloji grubu ve alt gruplar Cins ve Tir
Floresan Grubu Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
rRNA Grup |
Aile: Pseudomonadaceae Stutzeri Grubu Pseudomonas stutzeri
Cins: Pseudomonas Pseudomonas mendonica
Alcaligenes Grubu Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas pseudoalcaligenes
rRNA Grup II Pseudomallei Grubu Burkholderia mallei
Aile: Burkholderiaceae Burkholderia pseudomallei
Burkholderia cepacia kompleks
Cupravidius tdrleri
Pandoraea tirleri
Ralstonia tlrleri
rRNA Grup III Zayif Oksidan Grup Comamonas tirleri
Aile: Comamonadaceae Acidovorax tirleri
Delftia tlrleri
rRNA Grup IV Diminuta Grubu Brevundimonas diminuta
Aile: Caulobacteraceae Brevundimonas vesicularis
rRNA Grup V Stenotrophomonas maltophilia
Aile: Xanthomonadaceae

2.1.2. P. aeruginosa’nin Morfolojisi ve Kiiltiir Ozellikleri

P. aeruginosa, 0,6 x 2 um boyutlarinda, aerobik, hareketli ve spor olusturmayan
gram negatif bir basildir. Tek basma, ¢iftler halinde veya kisa zincirler halinde
bulunabilir. Genellikle dizgiin yuvarlak koloniler olusturur (14). Hareket igin tek bir
polar flagellaya sahiptir. P. aeruginosa kolonileri koyun kanl agarda siklikla beta
hemoliz yapar ve yesilimsi parlaklik gosterir. P. aeruginosa yaygim olarak kolonilere
mavi renk veren piyosiyanin pigmenti (demir metabolizmasinda goérevlidir) ile sari-yesil
bir pigment olan olan piyoverdini (floresan iireten ve diisitk demirli ortamlarda bir
siderofor gorevi gordr) Uretir. P. aeruginosa, kolonilere kirmizi renk veren piyorubin
veya kahverengi renk veren piyomelanin gibi suda ¢6zunir diger pigmentleri de
tiretebilir. Baska hi¢bir gram negatif nonfermentatif bakteri piyosiyanin tiretmedigi igin,

bu 6zellik P. aeruginosa varliginin saptanmasinda yardimci olur. P. aeruginosa nin en



belirgin Gzelliklerinden biri, organizma tarafindan 2-amino asetofenon (retiminden
kaynaklanan karakteristik meyvemsi veya tGzim benzeri kokusudur (15). P. aeruginosa,
secici olmayan besiyerlerinin ¢ogunda (Mueller Hinton agar, Nutrient agar, kanli agar
vb.) iyi Urer. P. aeruginosa’y1 segici olarak tiretmek amaciyla Cetrimide agarla birlikte

King A veya King B agarda kullanilabilir (16).

2.1.3. P. aeruginosa’mn Biyokimyasal Ozellikleri

P. aeruginosa’nin temel biyokimyasal 6zellikleri; katalaz ve oksidaz pozitifligi,
koyun kanli agarda f-hemoliz yapmasi, glukozdan oksidasyon yoluyla asit olusturmas,
nitrat rediksiyonu, 42°C'de iireme ozelligi, sitrat pozitifligi, asetamid kullanimi ve
arginin dihidrolaz pozitifligidir (17). Tibbi Onemi olan Pseudomonas tirlerinin

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Tibbi énemi olan Pseudomonas tirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (13, 17)

Pseudomonas tiirleri ve P. P. P. P. P.
biyokimyasal 6zellikler aeruginosa| fluorescens | putida | stutzeri | mendocina

Hareket (+) (+) (+) ) ()

Oksidaz (+) (+) (+) ) ()

Katalaz (+) (+) (+) ) ()

42°C'de tireme ) ) () /() ()

B-hemoliz ) () /) @) ()

MacConkey agarda iireme (+) (+) (+) () *)

Jelatinaz (/) (+) () () ()

Lesitinaz /) /) ©) @) ()

H.S iiretimi ©) () ©) @) @)

Piyosiyanin /) ©) ©) @) @)

Piyoverdin (+) () () @) @)

Nitrat rediiksiyonu (+) )/ (-) (+) (+)

Nitrattan gaz olusumu H/() () ©) *) *)

Arjinin dihidrolaz () 6) () () *)

Lizin dekarboksilaz () () () () ()

Ornitin dekarboksilaz ) () () () ()

Sitrat kullanimi (+) (+) (+) (/) (+)

1Qd01 () ©) ©) @) @)

Ure /) /) H/E) | D) /)

Asetamid kullanimi (+) () (-) (-) ()

Maltozdan asit olusturma (/) (H)/(-) (B | (B ()

Laktozdan asit olusturma () (-) ) () ()

Mannitolden asit olusturma (/) (+) HE) | (BIG) ()

Eskiilin ) ) ) () ()




2.1.4. P. aeruginosa’min Patogenezi

P. aeruginosa, pili araciligiyla mukozaya tutunup kolonize olur.
Lipopolisakkarit (LPS), Toll like reseptér (TLR) araciligiyla taninir. TLR4 ve TLRO;
Tip 3 sekresyon sistemini (T3SS) aktiflestirir. Bu durum, bakterinin gelisimi ve
biyofilm olusumuna yardimci olur. Epitel hiicrelerinin Interlokin-8 (IL-8) salgilamast,

proteazlar ve ekzotoksin A sayesinde notrofil infiltrasyonu ve doku hasar1 olusur (18).

2.1.5. P. aeruginosa’min Viriilans Faktorleri

P. aeruginosa'nin viriilans faktorleri, bakteriyel yiizey yapilari, salgilanan
faktorler ve hiicreden hiicreye etkilesim faktorleri olmak {izere {li¢ ana kategoriye ayrilir.
Bakteriyel yiizey yapilari; tip IV pili, LPS, aljinat ve flagella gibi yiizey uzantilari ile
bazi sekresyon sistemlerini (T1SS, T2SS, T3SS, T5SS ve T6SS) icerir. Sekresyon
sistemleriyle toksinler ve proteazlar salgilanirken ortama birakilan sinyal molekiilleri ve

hiicreler arasi iletisim sayesinde viriilans faktorlerinin tiretimi saglanir (9).

2.1.5.1. Aljinat

Bir ekzopolisakkarit olan aljinat, hiicre adezyonunda ve biyofilm olusumunda
gorev alir. Aljinatin asir1 iiretimi, KF hastalarindan elde edilen ¢ogu klinik izolattaki

mukoid fenotip icin karakteristiktir. P. aeruginosa’y: fagositozdan korur (21).

2.1.5.2. Kirpik (Flagella)

P. aeruginosa nin flagellasi; ylizme (swimming) ve kayma (swarming) hareketi,
biyofilm dagilimi ve konak hiicreye adezyon gibi onemli roller oynamaktadir.
Flagellanin yapisal bileseni olan flagellin, konak hiicrenin ylizeyindeki TLRS tarafindan

taninarak sitokin sentezinin artigina neden olur ve kemotaksisi artirir (9, 19).

2.1.5.3. Tip IV Pili

Tip IV pili, bakterinin hiicre ylzeyindeki GM-1 gangliozid reseptorlerine
tutunmasmi saglayan ylizey uzantisidir (3, 13). Segirme (twitching) ve kayma

(swarming) hareketi, adezyon ve biyofilm olusumundan sorumludur (20).



2.1.5.4. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit; lipid A, core (gekirdek) bolgesi ve O-polisakkarit zincirinden
olusan bir virllans faktoridir. Lipid A, hidrofobik yapisi sayesinde LPS’in diger iki
parcasint dig membrana baglayarak endotoksik aktiviteyle doku hasarma neden olur.
Lipid A, konak hiicrenin MD2 reseptoriine baglanarak TLR4 sinyal yolagmi aktive
eder. LPS; hava yolu epitel hiicrelerinde serbest oksijen radikalleri ve misinin tretimini
uyarir. TUmor nekroz faktori-o (TNF-a), Interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve Interferon-y (IFN-
v)’y1 uyararak pulmoner inflamasyonu indiikler. LPS ayrica antibiyotik direncine ve

biyofilm olusumuna katkida bulunur (3).

2.1.5.5. Tip 111 Sekresyon Sistemi (T3SS)

Sekresyon sistemleri, bakteriyel molekiilleri hiicre zarmm disina tasiyabilen
veya bu molekiilleri konak hiicreye enjekte edebilen yapilardir (22). P. aeruginosa nin
T3SS'i; bakteriyel hiicre zari, periplazmik bosluk, peptidoglikan tabakasi, hiicre disi
bosluk ve konakg1 hiicre zarin1 kapsayan protein yapida bir makromolekiler yapidan
olusur. Bu yapi, igne kompleksi (needle complex), translokasyon aparati (targeting
apparatus) ve salgilanan toksinlerden (effector protein) olusur. Bu yapiy1 saperonlar ve

dizenleyici (regulatuar) proteinler destekler (23).

P. aeruginosa'nin T3SS'i, epitel hiicre ve makrofaj hasarma katkida bulunarak
patogenezde rol oynar. P. aeruginosa'nin T3SS ile aktarildig bilinen dort farkl efektori
tanimlanmistir. Ekzotoksin U (ExoU), Ekzotoksin Y (ExoY), Ekzotoksin S (ExoS) ve
Ekzotoksin T (ExoT) olarak adlandirilan bu efektorler, yara onarimmi ve konak

bagisikligini engelleyerek kolonizasyonu artirirlar.

ExoU; nekroz, akut akciger hasari, sepsis ve mortalite ile iliskili olup hastalik
siddeti lizerinde en biiyiik etkisi olan efektordiir. Fosfolipaz A2 benzeri aktiviteye
sahiptir. ExoY, hiicre iskeletindeki aktin yapisint bozabilen konakg1 faktore bagimli bir
adenilat siklazdir. Aktinin mikrotiibiil yapisini bozarak endotel bariyer biitiinligiiniin
degismesi ve akciger hasarma neden olur. ExoT, guanozin trifosfataz aktive edici
protein (GAP) ve adenozin difosfat ribozil transferaz (ADPRT) aktivitelerine sahip olup

Klinik izolatlarda en yaygin goriilen efektordiir. Fagositozu, fokal adezyonu ve hiicre



apoptozu indiikler ve DNA sentezini engeller. Pulmoner vaskiiler bariyerin bozulmasina

neden olur. (3, 24).

2.1.5.6. Proteazlar

Serin proteaz (LasA) ve ¢inko metalloproteaz (LasB) isimli iki elastaz, akciger
parankimi ve damarlarda bulunan elastini pargalayarak akciger fonksiyonlarini bozar ve
pulmoner hemorajiye neden olur. Elastazlar ayrica kompleman komponentlerini

pargalar ve notrofil kemotaksisini bozar (9, 25).

2.1.5.7. Sideroforlar

Demir gelasyonu, P. aeruginosa kronik enfeksiyonu patogenezinin hayati bir
parcasidir. Sideroforlar, demir birikimine yardimci olmak i¢in bakteriler tarafindan
salgilanan demir selatlayici bilesiklerdir. P. aeruginosa, piyoverdin ve pyochelin adi
verilen sideroforlar sayesinde transferrin ve laktoferrinden demiriselatlayabilir (9, 10).
Piyosiyanin, Tip 2 sekresyon sistemi (T2SS) tarafindan salgilanan mavi-yesil pigmentli
bir siderofordur. Hiicre i¢i oksidatif stresi artirarak hiicre par¢alanmasina ve bakterinin
biyofilm olusturmasina katki saglar. Mukus olusumunu ve IL-8 iiretimini artirir, Siliyer

disfonksiyona neden olur (3, 10).

2.1.5.8. Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama)

Quorum Sensing (QS) olarak bilinen bir hiicre-hiicre iletisim mekanizmasinin,
P. aeruginosa'daki virtilans genlerinin ekspresyonunun dizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigi bilinmektedir. Bu sistemde g¢ogunlugu algilayan bakteriler bazi kimyasal
sinyalleri iiretip serbest birakirlar. Populasyon yogunlugunun yiksek oldugu ortamda
biriken bu sinyaller, virlilans faktorlerinin sentezi i¢in ayn1 kokenli reseptorlerle
etkilesime girerek ilgili genlerin ekspresyonunu tetikler. P. aeruginosa’da Las, Igs, Pgs
ve Rhl’nin dahil oldugu karmasik bir QS ag1 mevcuttur. Las sistemi, diger ii¢ sistemi
pozitif yonde kontrol eder ve sinyal hiyerarsisinin en dstiinde yer alir. Benzer sekilde,
Igs sisteminin Pgs (zerinde ve Pgs sisteminin de Rhl sistemi zerinde pozitif yonde
uyarici bir etkisi vardir, ancak Rhl sistemi Pgs sistemini negatif yonde duzenler (26).
QS; ayrica P. aeruginosada biyofilm olgunlagmasinin desteklenmesinde anahtar bir rol
oynar (9, 26).



2.1.5.9. Biyofilm Olusumu

Biyofilm, hiicre dis1 polimerik maddelerin olusturdugu matriks icerisinde
bulunan bakteri toplulugudur. Biyofilm olusumu; sicaklik degisimi veya besin yoklugu
gibi beklenmedik kosullarda bakterilerin hayatta kalmasi i¢in temel stratejilerden
biridir. Biyofilm icerisindeki bakteriler, konak immiin yanitindan kagabilir ve
antimikrobiyal direng gelistirebilirler. P. aeruginosa’nin  biyofilm matriksi;
polisakkaritleri, ekstraseliiler DNA'y1 (eDNA), proteinleri ve lipidleri kapsar. Biyofilm
kiitlesinin %90'mdan fazlas1 matriksten olusur. Matriks, ylizeylere yapisma icin bir
iskelet gorevi gorerek hilcreden hiicreye iletisimi saglar. Psl, pel ve aljinat,
ekzopolisakkarit yapida olup biyofilmin ylizeye tutunmasi ve stabilitesinden
sorumludurlar. Biyofilmdeki eDNA; bakteriler i¢in besin kaynagi olarak, segirme
hareketi yoluyla hiicresel organizasyonu saglayarak ve dis zar lizerinde iki degerli
katyonlarla etkilesime girerek virllansa katki saglar. eDNA ayrica enfeksiyon
bdlgesinin asidik hale gelmesine neden olarak antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonunu
smirlar. P. aeruginosa, biyofilm sayesinde tibbi malzeme (iiriner kateterler, implantlar,
kontakt lensler vb.) yizeylerinde kolonize olabilir. P. aeruginosa’da biyofilm gelisim

asamalar1 Sekil 1°de agiklanmistir (27).
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Sekil 1: P. aeruginosa’da biyofilm gelisim agamalar1 (27)




2.1.5.10. Diger Viriilans Faktorleri

Alkalin proteaz, tip 1 sekresyon sistemi tarafindan salgilanan bir viriilans
faktoradir (9). Kompleman aktivasyonunu ve nétrofil fagositozunu inhibe eder (10).
Tip IV proteaz, konak¢1 dokulara zarar verir ve fibrinojen, laktoferrin, transferrin ve
elastini pargalayip konak dokularni hasara ugratarak bakteriyel enfeksiyonu artirir. Tip
IV proteaz aym1 zamanda slrfaktan proteinlerini (SP-A, SP-B ve SP-D) parcalar ve
korneal enfeksiyondaki viriilansa katki saglar (3, 9). Ekzotoksin A (ExoA), P.
aeruginosa nin toksisitesi en yiksek olan virtilans faktortdur. ExoA, ADPRT yapisinda
olup T2SS yoluyla hiicre dismna salgilanir. Elongasyon (uzama) faktor-2'yi (EF-2)
etkisiz hale getirerek protein sentezini inhibe eder. Yaniklarda, korneada ve kronik
akciger enfeksiyonundaki doku hasarinda rol oynar (3, 25). Fosfolipaz C, T2SS ile
salgilanarak membran fosfolipitlerini ve sfingomiyelini yikar (3). Ayrica akcigerde
stirfaktan1 yikar ve opsoninleri inaktive eder (9, 13). Ramnolipid, surfaktan: ve solunum
epitelindeki siki baglantilar1 bozar, biyofilmlerin gelisimini destekler (3, 28). Lektin A,
P. aeruginosa'nin konak¢1 dokudaki galaktoza baglanmasini saglayarak epitel hicresi
adezyonuna yardimci olan bir proteindir (16). Lo6kosidin, notrofil ve lenfosit
fonksiyonlarmin inhibisyonunu saglar (13). Lipaz, P. aeruginosa nin T2SS’i tarafindan
salgilanir. Major sirfaktan lipidi olan dipalmitoilfosfatidilkolini ve hiicre zarmi bozarak
dokulara zarar verir (9). P. aeruginosa'daki viriilans faktorleri ve iliskili sekresyon

sistemleri Tablo 3’te agiklanmuistir.

Tablo 3. P. aeruginosa'daki viriilans faktorleri veiliskili sekresyon sistemleri (3, 18, 21)

Sekresyon sistemi Virllans faktori

T1SS Alkalin proteaz
LasA ve LasB (Elastaz)
Fosfolipaz C
Ekzotoksin A
Lipaz
Piyosiyanin
Tip IV proteaz
ExoS
ExoY
ExoT
ExoU
Piyoverdin
Diger sekresyon sistemleri Ramnolipid
Lektin A

T2SS

T3SS

10



2.1.6. P. aeruginosa’min Epidemiyolojisi

P. aeruginosa; Ssolunum ekipmanlari, temizlik soliisyonlari, lavabolar ve
paspaslar gibi nemli ortamlarda Greyebilir. P. aeruginosa ayrica yiizme havuzlari,
jakuziler ve kontakt lens soliisyonlar1 gibi hastane disindaki nemli ortamlarda da
bulunabilir (29). P. aeruginosa, VIP vakalarindaki izolatlarin %10-20'sini olusturur ve
Staphylococcus aureus'tan sonra ikinci sirada gelir. P. aeruginosa, nozokomiyal Uriner
sistem enfeksiyonlarmm (USE) ve kateterle iliskili USE'nin de yaygin bir nedenidir. P.
aeruginosa, yanik hastalarinda enfeksiyona yol acan en yaygin gram negatif
organizmadir. P. aeruginosa'nin neden oldugu kan dolagimi enfeksiyonu (KDE) da
yuksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile iligkilidir. KF veya bronsektazisi olan
bireylerde P. aeruginosa'nin aljinat {iretimi sonucu olusan mukoid fenotipin gelisimi,
akciger fonksiyonundaki azalma ve artmig mortalite ile iligkilidir. P. aeruginosa; steroid
kullanan, noétropenisi veya hematolojik malignitesi olan hastalarda da onemli bir
patojendir. P. aeruginosa'ya karsi antimikrobiyal direng ciddi bir sorun olmaya devam
etmektedir. Ozellikle karbapenem direngli olan izolatlarin %90'indan fazlasinda saglik
hizmeti 6ykisinin olmasi, nozokomiyal enfeksiyonlarda P. aeruginosa'nin énemli bir

patojen oldugunu gostermektedir (30).

2.1.7. P. aeruginosa Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, nozokomiyal enfeksiyonlara neden olabilen, ayrica epitel bariyer
biitiinliigiiniin ve mukosiliyer klirensin bozulmasi ya da tibbi cihazlarin kullanimi
sonucu normal fizyolojik fonksiyonun degistigi durumlarda genis bir enfeksiyon

yelpazesine sahip olabilmektedir (31).

2.1.7.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlar

P. aeruginosa nin neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonlar1; asemptomatik
kolonizasyon, trakeobronsit ve ciddi nekrotizan bronkopnomoni gibi hastaliklarla
iligkilidir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanilmasi veya mikroorganizmay1 alt
solunum yollarina tagiyan mekanik solunum cihazlarinin kullanilmasi, imman sistemi
bozuk olan hastalar1 enfeksiyona yatkin hale getirir (25). Akciger nakli olan hastalarin
P. aeruginosa ile kolonizasyonu sonucu kronik akciger rejeksiyonu ile seyreden

bronsiyolitis obliterans sendromu gelisebilir (32).
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2.1.7.2. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, ciddi yaniklarda ve yara enfeksiyonlarinda en sik izole edilen
bakteridir. Postoperatif yara enfeksiyonlarinda nozokomiyal P. aeruginosa salginlari
bildirilmis olup CID P. aeruginosa’nmin neden oldugu yara enfeksiyonlar1 yiiksek
morbidite ve mortalite oranlari ile iliskilendirilmistir (31). P. aeruginosa, ayakta delici
yaralanma sonrasi gelisen osteokondritlerin de en sik nedenidir. Nekrotik deri lezyonu
(ektima gangrenosum) ile karakterize olabilir (25). Siddetli diyabetik ayak
enfeksiyonlarida osteomiyelite neden olabilir (17).

2.1.7.3. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

P. aeruginosa'nin neden oldugu USE, genellikle kateterizasyon veya cerrahiye
sekonder olarak ortaya cikar. Uriner sistem Kateterizasyonu, P. aeruginosa'nin neden
oldugu nozokomiyal USE'nin ana sebebidir. Kateterin yerlestirilmesi epitel katmanlarin

bozarak biyofilm olusumu sayesinde bakteriyel kolonizasyonu kolaylastirir (31).

2.1.7.4. Kulak Enfeksiyonlar

P. aeruginosa, yiziicii kulagi adi verilen ve kontamine yiizme havuzlarinin
onemli bir faktor oldugu eksternal otit ile giiglii bir sekilde iliskilidir (31). Malign
eksternal otit ise daha ¢ok diyabetik yasl hastalarda gorilen bir formdur. P. aeruginosa

ayrica kronik otitis media ile de iligkilidir (25).

2.1.7.5. Goz Enfeksiyonlar:

Goz enfeksiyonlari, korneadaki travma sonrast P. aeruginosa ile kontamine
olmus suyla temas sonucu gelisir. Tedavi edilmezse korneal iilserler gelisebilir (25).

Kontakt lens kullanicilari, P. aeruginosa keratiti agisindan risk altindadir (17).

2.1.7.6. Diger Enfeksiyonlar

P. aeruginosa enfeksiyonuna bagl olarak travma veya cerrahi sonrasi menenjit
ve intravendz ilag kullanimina bagli endokardit gbzlenebilir. Yenidoganlarda sepsis ve

menenjite sebep olabilir (17, 33). P. aeruginosa bakteriyemisinde, primer enfeksiyon
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alanindan diger organ ve dokulara yayilim gézlenebilir (25).

2.1.8. P. aeruginosa’min Genom Yapisi ve Yiksek Riskli Klonlar

P. aeruginosa’nin tam genom dizilimi, ilk kez 1950'lerde Awvustralyali bir
hastanin yarasindan izole edilen PAO1 susu i¢in yapilmistir. P. aeruginosa’nin genom
yapist; ¢ekirdek (core) genom, aksesuar genom ve pan genom yapilarindan
olugsmaktadir. Cekirdek genom tim P. aeruginosa suslarinin sahip oldugu genom
bolgesini tanimlar. Aksesuar genom ise gesitli mekanizmalarla entegrasyonun oldugu
alanlardir. Bir smif i¢indeki tiim suslar i¢in tiim gen seti ise pan genom olarak
tanimlanmaktadir. Pan genom, ¢ekirdek genom ve aksesuar genomdan olusan dairesel
bir kromozomal yapiya sahiptir. Cekirdek genom bdlgesi, farkli suslar arasinda diisiik
dizeyde genetik gesitlilik sergiler ve genom yapisinin %90’1n1 olusturur. Bu bdlgedeki
mutasyonlarm sagkalimi etkilemesi nedeniyle asir1 degisiklikleri kabul etmez (20).
Aksesuar genom, genellikle ekstrakromozomal olan, korunmamais, degisken uzunluklu
ve belirli lokuslarda yerlesmis DNA bloklarindan olusur. Aksesuar genom
bakteriyofajlardan, transpozonlardan ya da diger sus ve tiirlerden plazmidlerin
entegrasyonu ile dinamik degisiklikleri kabul edebilir. Aksesuar genom, virllans
faktorlerini  kodlayan genleri barindirmasi nedeniyle patojenite adalar1 olarak
adlandimrilir. Ornegin, P. aeruginosa patojenite adasi PAPI-2'nin, artan viriilansla
baglantili bir tip 3 sekresyon sistemi efektor proteini olan ExoU'yu kodlayan geni
icerdigi bilinmektedir. Disa atim pompalar1 ve PB-laktamaz Gretimi gibi intrensek
ozellikler ¢ekirdek genomda bulunmasina ragmen, kazanilmis antibiyotik direng genleri
aksesuar genomdadir. Bu nedenle CID P. aeruginosa suslarinmn yayilmasi, genellikle

aksesuar genomda bulunan direng genlerine baghdir (20, 35).

Diinya capinda bircok hastanede CID ya da yaygin direngli (XDR) P.
aeruginosa suslar1 igin salgin raporlar1 mevcuttur. Klonal gesitliligin artmasi yiksek
riskli klonlar olarak da adlandirilan CID/XDR P. aeruginosa’mn diinya capinda
yayginlasmasma neden olmustur. Ug ana yiiksek riskli klon arasinda, O11 serotipiyle
iligkili ST235, en yaygin olanidir. ST235 bes kitanin tamaminda, ST111 (serotip O12)
dinya genelinde, ST175 (serotip O4) birgok Avrupa iilkesinde yaygmn olarak
goriilmektedir. ST235 ve ST111 klonlarinda GSBL ve metallobetalaktamazlar (MBL)
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sik olarak goriiliir (36, 37). ExoU (+) / ExoS (-) olan ST235 klonu yiiksek 6liim oranlari
ile iliskiliyken, ExoU (-) / ExoS (+) olan ST175'n dldiiriiciiliigii diisiiktiir. Ug ana
yiksek riskli klonun (ST111, ST175 ve ST235) motilite ve pigment (piyoverdin ve
piyosiyanin) tretiminde kusurlu oldugu ve biyofilm tretiminin bu klonlarda artmis
oldugu goézlenmistir. Liverpool Epidemik Susu (LES) ise, ST146 olarak bilinen ve KF
hastalarini kolonize eden yiiksek riskli bir klondur (37).

2.1.9. P. aeruginosa’min Laboratuvar Tanisi

P. aeruginosa’nin tanist igin gerekli ozellikler; oksidaz pozitif gram negatif
basillerin gérulmesi, tipik Gziimsu meyve kokusu, kanli agarda mukoid ya da purizli (R
tipi) koloni morfolojisi veya pigmentli B-hemolitik koloniler gorilmesidir. Tanida bu
konvansiyonel testlerle 6n tanimlamadan sonra Vitek (bioMérieux) ve Phoenix (BD
Diagnostic ~ Systems) gibi  otomatize sistemler, Matriks Destekli  Lazer
Dezorpsiyon/Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) veya
16S rRNA gen dizilemesi kullanilabilir (13).

2.1.10. P. aeruginosa’nin Tedavisi

P. aeruginosa tedavisinde BL/BLI kombinasyonlar1 (piperasilin tazobaktam),
Uclinct kusak (seftazidim, sefoperazon) ve dordiincii kusak (sefepim) sefalosporinler,
Sefiderokol, monobaktamlar (aztreonam), florokinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin,
delafloksasin),  fosfomisin,  karbapenemler  (imipenem/silastatin, meropenem,
doripenem), aminoglikozidler (tobramisin, gentamisin, amikasin, plazomisin), kolistin
ve yeni BL/BLI kombinasyonlar1 (seftazidim avibaktam, seftolozan tazobaktam,
imipenem/silastatin relebaktam, meropenem vaborbaktam) kullanilmaktadir. Etkinligi
artirmak ve direncin ortaya ¢ikmasini engellemek igin farkli siniftaki antibiyotikler
birlikte kullanilabilir (38, 39).

2.1.11. P. aeruginosa’da Antimikrobiyal Diren¢

P. aeruginosa’nin antimikrobiyal direncinden intrensek, kazanilmis ve adaptif

mekanizmalar sorumludur. Direncli fenotiplerde farkli mekanizmalar ayn1 anda mevcut

14



olabilir. OprD porin eksikligi, disa atim pompalarinin asir1 iiretimi, AmpC f-laktamaz,
GSBL ve karbapenemazlarin tretimi CID P. aeruginosa fenotiplerinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. CID P. aeruginosa, (¢ veya daha fazla antibiyotik grubundan en az bir ajana
karst direncgli izolatlar olarak tanimlanirken, XDR P. aeruginosa; birka¢ antibiyotik
haricinde tim antibiyotiklere direngli izolatlar olarak tanimlanir. Bu tanimlar, yeni
BL/BLI kombinasyonlar: kullanilmadan énce yapilmistir. Bu nedenle, son zamanlarda
piperasilin  tazobaktam, CTZ, sefepim, aztreonam, meropenem (MEM),
imipenem/silastatin, siprofloksasin ve levofloksasine direncli olan, ancak yeni BL/BLI
kombinasyonlarina ve kolistine karsi1 duyarli olan P. aeruginosa suslari igin tedavisi zor
direncli (DTR) P. aeruginosa adinda yeni bir tanim Onerilmistir. Kiresel SENTRY
Antimikrobiyal Surveyans Programi’na gore ¢oklu ilaca direncli (CID) P. aeruginosa
orant %25 civarmdadir. 2017'de WHO, CRPA'nin arastirma ve gelistirme igin kritik ve
kiiresel oncelikli patojen olarak belirttigi bir liste yaymlamustir (40, 87).

Intrinsik antibiyotik direnci, toksik molekiillere ve antimikrobiyallere kars
bakteriye koruma saglayan, yapisal veya fonksiyonel ozellikler yoluyla belirli bir
antibiyotigin etkinligini azaltan 06zelliktir. Porinler, besinlerin ve bazi hidrofilik
antibiyotiklerin (B-laktamlar, aminoglikozidler, tetrasiklinler ve bazi florokinolonlar)
tasinmasinda onemli rol oynayan proteinlerdir. P. aeruginosa'da intrensek direng
mekanizmalarindan biri, porin proteinlerinin sayismin azaltilmasi ve porinlerin yalnizca
gerekli besinlerin gegisini saglayan spesifik kanallarla degistirilerek dis zar
gecirgenliginin azalmasi yoluyla hidrofilik antibiyotiklerin girisinin sinirlandirilmasidir.

Bagka bir intrensek direng mekanizmasi da disa atim pompalaridir (20, 21).

P. aeruginosa’da indiklenebilir ve kromozomal olarak kodlanmis B-laktamaz
olan AmpC’nin iretimi, intrensek direnci saglayan bir diger mekanizmadir. AmpC (-
laktamazlar aktif katalitik bolgesinde serin kalintisi igeren Ambler smif C -
laktamazlardir. Normalde diizenleyici bir protein olan AmpR, AmpC [-laktamaz
ekspresyonunu ¢ok diisiik seviyelerde tutar. Bazi B-laktamlar, degrade olan hiicre duvari
urdnlerinin  Gretimini indtkler. Olusan bu iriinler, AmpR'ye baglanan UDP-N-
asetilmuramik asit peptidi ile rekabete girerek AmpR’de konformasyonel degisiklige
neden olur ve AmpC’nin iretimini artirir. Aminopenisilinler, amoksisilin klavulanat,
birinci nesil sefalosporinler ve sefamisinler (sefoksitin) AmpC Uretiminin giclu

indikleyicileridirler. Piperasilin tazobaktam (TZP), aztreonam ve uglncu nesil
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sefalosporinler ise zayif indiikleyicilerdir, yeterli B-laktamaz {iretildigi takdirde
hidrolize ugrayabilirler. Sefepim (zayif indiikleyici) ve imipenem (giiglii indiikleyici)
kararli bir agil enzim kompleksi olusturmalart nedeniyle AmpC p-laktamazlarin
hidrolizine kars1 kararli yapida kalabilir. TZP ve sefepimin AmpC iireten suslara karsi
etkinligi tartismalidir. Karbapenemlerve yeni BL/BLI’ler (seftazidim avibaktam,
meropenem vaborbaktam vb.) AmpC Ureten P. aeruginosa izolatlarina karsi tedavide

kullanilabilen ajanlardandir (41).

P. aeruginosa, glikopeptid antibiyotiklere, daptomisine, linezolide, makrolidlere,
klindamisine, streptograminlere, rifampine, trimetoprim sulfametoksazole, tetrasikline,
aminopenisilinlere ve bunlarin B-laktamaz inhibitorleri kombinasyonlarma, birinci ve
ikinci kusak sefalosporinlere ve oral kullanilan ti¢iincii kusak sefalosporinlere intrinsik

olarak direnclidir (16).

Kazanilmis direng, antibiyotik maruziyetinin bir sonucu olarak kromozomal
genetik mutasyonlara veya genetik elementlerin (plazmidler, transpozonlar, integronlar
vb.) horizontal transferiyle edinilen direnctir. Horizontal gen transferi; transformasyon,
transdiiksiyon ve konjugasyon ile gergeklesir. Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda
GSBL’ler, karbapenemazlar, aminoglikozid modifiye edici enzimler ve 16S rRNA
metilazlar icin horizontal gen transferi yoluyla P.aeruginosa direnci rapor edilmistir.
Penisilin  baglayic1 proteinlerdeki (PBP) 06zgul modifikasyonlar, p-laktamlara
duyarliligin azalmasma yol acabilir, ancak bu mekanizma gram pozitif bakterilere
kiyasla daha az goriiliir. PBPI'deki degisiklikler genellikle sefalosporinler igin,
PBP2’deki degisiklikler sefalosporinler ve karbapenemler icin, PBP3'teki degisiklikler
imipenem (IPM) i¢in, PBP4’teki degisiklikler ise IPM ve MEM etkinligi i¢in 6nemlidir.
Polimiksin ailesinden bir antibiyotik olan kolistine direng, mcr-1 geninin plazmid aracili
mobilizasyonu yoluyla edinilir. Kinolon hedef bdlgelerinin modifikasyonu da bir
kazanilmis direng mekanizmasidir. Kinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV'i
hedefleyerek bakteriyel DNA replikasyonunu inhibe eder. DNA giraz ve topoizomeraz
IV'0 kodlayan gyrA-gyrB ve parC-parE genlerinde mutasyon meydana geldiginde,
kodlanan proteinlerin kinolonlara baglanma afinitesinde azalma meydana gelir. Bu
durum P. aeruginosa'da kinolonlara karsi1 direngle sonuglanwr. P. aeruginosa'da
kazanilmig direng¢ mekanizmalarindan biri de, karbapenemlere olan direnctir. OprD

geninde gelisen mutasyonsonucunda OprD ifadesi azalir ve karbapenemlere karsi
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yiiksek direng ortaya cikar. P. aeruginosa'da kazanilmis direncin bagka bir Ornegi,
antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin asir1 ekspresyonuna neden olan mutasyonlardir.
P. aeruginosa'da AmpC gen mutasyonu sonucu AmpC’nin asir1 ekspresyonu
gerceklesir. Buna bagli olarak, B-laktamazlarin asir1 iiretimi ve sefalosporinlere karsi

yiiksek diren¢ orani goriiliir (16, 20, 21).

Adaptif diren¢ ise hiicrede diizenleyici olaylar1 tetikleyen biiyiime kosullarina
baghdir. Adaptif direng temel olarak gevresel stresler ve 0zgul antibiyotiklerin varligi
ile indiklenir. Dig uyaranlarin ortadan kaldirilmasiyla duyarlilik durumu eski haline
doner. P. aeruginosa'da en iyi karakterize edilen adaptif diren¢ mekanizmasi;
polimiksinlere, aminoglikozidlere ve katyonik antimikrobiyal peptidlere karsi direncin

gelismesiyle iligkili biyofilm olusumu ve LPS’nin yapisal degisikligidir (20).

2.2. Karbapenem Direnci

Karbapenemler, bakteri hiicre duvarindaki PBP’lere baglanarak etki gosteren
bakterisidal etkili B-laktam antibiyotiklerdir. Konsantrasyondan bagimsiz o6ldiirme
etkisine sahip olup gram pozitif, gram negatif ve anaerob bakterilere etkilidirler. KIAE,
deri enfeksiyonlari, nozokomiyal pnomoniler, KUSE, menenjit ve febril nétropeni gibi

durumlarda kullanilirlar. Ertapenemin P. aeruginosa'ya kars1 etkinligi smirhidir (42).

P. aeruginosa’da karbapenem direncinin temel mekanizmalari; porin kaybiyla
birlikte asir1 iiretilmis AmpC p-laktamazlarm varhgi, disa atim pompalarinin asir

ekspresyonu ve karbapenemazlarin tiretimidir (43).

2.2.1. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar ve diger PB-laktamazlar; fonksiyonel ve molekdiler olarak
siniflandirilirlar.  Bush-Jacoby-Medeiros smiflandirmasi; substrat hidrolizi ve (-
laktamaz inhibitorleriyle inaktivasyon ozelliklerini 6lgiit alir. Karbapenemazlar, Bush-
Jacoby-Medeiros smiflandirmasma gore grup 2df, 2f ve 3’te bulunurlar (47). Beta

laktamazlarin siniflandirilmasi Tablo 4’te agiklanmustir.
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Tablo 4. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi (44-46)

. Sinifl .
Fonksiyonel e Enzim Substrat Inhibitdr
Mekanizma JBUSQ Ambler karakteristigi

acoby
AmpC, Sefamisinler, genislemis CAve TZB ile
1 C CMY-1, ACT-1, ’ . inhibisyona
FOX-1. MIR-1 spektrumlu sefalosporinler direncli
2a A PC1 Penisilinler CAve TZB ile
inhibe olur
2b A TEM-1, Penisilinler ve 1. kugak CAve TZB ile
TEM-2, SHV-1 sefalosporinler inhibe olur
Penisilinler,
TEM-3, SHV-2, oksiiminosefalosporinler .
2be A CTX-M, PER-1, (sefotaksim, seftazidim, Cﬁﬁ?blﬁﬁr”e
VEB-1 seftriakson, sefepim),
monobaktamlar
CA,SBve TZB
2br A EE"\\//I:?(S Penisilinler ile inhibisyona
direncli
TEM-50 Genislemis spektrumlu CA, SBve TZB
Serin 2ber A TEM—lSé sefalosporinler, ile inhibisyona
monobaktamlar direncli
PSE-1, - - CAveTZBIle
2c A CARB-3 Penisilinler, karbenisilin inhibe olur
2ce A RTG-4 Karbenisilin, Sefepim CA ve TZBile
inhibe olur
2d D 8;(’?\110 Kloksasilin Degisken
OXA-11, Genislemis spektrumlu ..
2de D OXA-15 sefalosporinler Degisken
OXA-23, Kloksasilin, oksasilin, o
2df D OXA-48 karbapenemler Degisken
26 A CepA Genislemis spektrumlu CA ile inhibe
P sefalosporinler olur
Karbapenemler,
2f A I}:/Iplcl C;IIE\ASE sefamisinler, Degisken
' oksiiminosefalosporinler
CA, SBve TZB
Metallo Monobaktamlar hari¢ tim | ile inhibisyona
(Cinko) 3 B IMP, VIM, NDM beta laktamlar direncli, EDTA
ile inhibe olur.

CA: Klavulanik asit, SB: Sulbaktam, TZB: Tazobaktam, EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit

Grup 1 p-laktamazlar, sefalosporinler Gzerinde benzilpenisiline gére daha aktif

etki gosteren sefalosporinazlar1 igerir. Molekiiler simf C’ye ait enzimlerdir. BL/BLI

kombinasyonlarina, penisilinlere, sefamisinlere, birinci, ikinci ve fgiincii kusak

sefalosporinlere ve aztreonama direnclidir. Kromozomal AmpC sefalosporinazlar

Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens ve P. aeruginosa gibi

bircok organizmada diisiik miktarda eksprese edilir; ancak amoksisilin, ampisilin, IPM
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gibi B-laktamlara maruz kalindiginda bu enzimlerin iiretimi indiiklenmektedir. CMY/,
ACT, DHA, FOX ve MIR gibi grup 1 B-laktamazlar plazmid araciligiyla aktarilabilir
(47-49). Grup 2 B-laktamazlar, en biyiik B-laktamaz grubu olup plazmid yoluyla
aktarilabilmektedir. Molekiiler simif A ve D’ye ait enzimlerdir. Grup 2a; Staphylococcus
spp. gibi gram pozitif bakterilerin penisilinazlarini i¢erir. Grup 2b; penisilin ve birinci
kusak sefalosporinleri hidrolize eden; ancak klavulanik asit (CA), sulbaktam (SB) ve
tazobaktam (TZB) tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edilen B-laktamazlar1 igerir. Grup
2b’nin en 1yi bilinen liyeleri TEM ve SHV'dir. Bir alt grup olan Grup 2be; TEM, SHV,
CTX-M, PER ve VEB gibi GSBL’leri igerir. Grup 2c, Kkarbenisilin ve tikarsilini
benzilpenisiline gére daha fazla hidrolize eden; CA ve TZB tarafindan inhibe edilen
penisilinazlar1 kapsar. Grup 2d, kloksasilin ve oksasilini hidrolize eden oxacillinase
(OXA) tipi B-laktamazlar1 igerir. Grup 2e, genislemis spektrumlu sefalosporinleri
hidrolize etme yetenegine sahip olan sefalosporinazlardir; CA veya TZB tarafindan
inhibe edilir. Grup 2f, karbapenemleri hidrolize edebilen p-laktamazlar: igerir (47, 49,
50). Grup 3 B-laktamazlar; monobaktamlar hari¢ tum B-laktam antibiyotikleri hidrolize
eden MBL’lerdir. CA, TZB ve SB gibi B-laktamaz inhibitorlerine direnclidir, ancak
etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) tarafindan inhibe edilebilir (50, 51). Daha yaygin
kullanilan Ambler smiflandirmasina gore; A, C ve D smfi B-laktamazlar aktif
bdlgelerinde serin bulundururken, sinif B'nin tiimi aktif bolgesinde ¢inko bulunduran

metalloenzimler olarak tanimlanir (47, 52).

2.2.1.1. Simif A Karbapenemazlar

Smif A karbapenemaz grubu; Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC),
Non metallo carbapenemase (NMC), Imipenem hydrolysing B-lactamase (IMI), Serratia
marcescens enzyme (SME) ve Guiana extended spectrum (GES) enzimlerini igerir (53).
NMC, IMI ve SME enzimleri genellikle kromozomal olarak kodlanirken, KPC ve GES
enzimleri plazmid tarafindan kodlanir. NMC, IMI ve SME kromozomal olarak
kodlanmast nedeniyle diinya capinda nadir olarak rapor edilmistir (54). KPC,
aktarilabilir plazmidlerde bulunur ve K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii'de
yaygin olarak goriilir. GES enzimlerini kodlayan genler ise, P. aeruginosa ve K.

pneumoniae'da aktarilabilir plazmidler {izerindeki integronlarda bulunur (54, 55).
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SME karbapenemazlar, blaSME geninin yer aldigir S. marcescens izolatlarinda
bildirilmistir. SME eksprese eden izolatlarin tanimlayict bir 6zelligi, karbapenemlere
direncli olup CTZ gibi genis spektrumlu sefalosporinlere duyarli olmalaridir (56). IMI
ve NmcA, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Fransiz Polinezyasi’nda E. cloacae
izolatlarinda saptanmistr. NmcA ve IMI-1 kromozomal olarak, IMI-2 plazmid

tarafindan kodlanan karbapenemazlardir (57).

KPC ilk olarak 1996 yilinda Kuzey Carolina bdlgesindeki bir K. pneumoniae
izolatinda tespit edilmistir. KPC, basta K. pneumoniae olmak U(zere diger
Enterobacteriaceae Uyelerinde, P. aeruginosa ve A. baumannii’de bulunabilir. KPC
karbapenemazlar sefalosporinlere, monobaktamlara ve karbapenemlere etkilidir. CA ve
TZB tarafindan inhibe edilemezler; ancak avibaktam, relebaktam ve vaborbaktam gibi
yeni B-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilirler (56-59). En sik bildirilen
varyantlar KPC-2 ve KPC-3'tur (60).

GES, ilk kez 1998 yilinda Fransiz Guyanasi'nda bir K. pneumoniae izolatinda
saptanmugtir. GES-1, -2, -4 ve -5, karbapenemlere karsi enzimatik aktivite gosterir. 2001
yilinda bir P. aeruginosa izolatinda GES-2'nin rapor edilmesiyle hidroliz spektrumlari
IPM’i igerecek sekilde genisletilmistir. GES karbapenemazlar esas olarak P.
aeruginosa'da bulunmakla birlikte Enterobacteriaceae lyelerinde de gbzlenebilir. GES-

5 Ureten P. aeruginosa izolatlar1 Avrupa iilkelerinden bildirilmistir (4, 52, 58).

2.2.1.2. Simf B Karbapenemazlar

Smif B karbapenemazlar (MBL), aztreonam diginda tiim B-laktamlar1 hidrolize
edebilir ve aktif bdlgesinde c¢inko bulundurur. MBL’ler EDTA tarafindan inhibe
edilebilir. MBL genleri; integron, transpozon, plazmid veya kromozom (zerinde
bulunabilir. P. aeruginosa da dahil olmak {izere ¢esitli bakteri tiirlerinde tanimlanmustir
(56).

Verona integron-encoded MBL (VIM), P. aeruginosa'da diinya ¢apinda en sik
tanimlanan karbapenemazdir (4, 63). Bunlarin disinda New Delhi MBL (NDM), Sao
Paulo MBL (SPM), Seul imipenemazi (SIM), Adelaide Imipenemase (AIM) ve German
imipenemase (GIM) da rapor edilmistir (56, 61, 62). Imipenemase (IMP), P. aeruginosa

tarafindan iiretilen en yaygin ikinci karbapenemazdir. Ilk olarak 1988 yilinda
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Japonya'daki bir P. aeruginosa izolatinda raporlanmistr. IMP-1, E. coli, K.
pneumoniae, ve A. baumannii’de de tespit edilmis; bu durumun plazmid Gzerindeki smnif
1 integronlarla horizontal olarak gen transferi sonucunda olustugu saptanmustir. IMP-
I’in bir aminoasit degisikligi ile olusan IMP-6, MEM direncini artrmustir (4, 64, 65).
VIM tipi karbapenemazlar da IMP gibi sinif 1 integronlarda yerlesmistir. VIM-1 ilk
olarak 1999 yilinda Verona’da bir P. aeruginosa izolatinda tanimlanmistir. Glniimiizde
VIM-2, P. aeruginosa'da en yaygin gorilen MBL'dir ve birgok salginin sebebi
olmustur. NDM-1, ilk olarak 2009 yilinda Yeni Delhi'de K. pneumoniae ve E. coli’den
izole edilmistir. NDM-1 Ureten P. aeruginosa suslari ise ilk olarak 2011 yilinda
Sirbistan'dan rapor edilmistir (65). SPM-1 lreten P. aeruginosa ilk kez 2001 yilinda
Brezilya’nin Sao Paulo kentindeki bir izolatta saptanmistir. SPM-1 plazmid Uzerinde
yer alir ve Giliney Amerika bolgesinde VIM ile beraber hakim olan karbapenemazdir.
GIM-1, 2002 yilinda Almanya’da tanimlanmis bir karbapenemazdir. GIM-1, IMP ve
VIM’e benzer sekilde plazmid tizerindeki sinif 1 integronlarda yer alir. SIM Ureten P.
aeruginosa Cin’de ve AIM dreten P. aeruginosa Avustralya’da tanimlanan diger
MBL’lerdir (4, 66).

2.2.1.2. Simf D Karbapenemazlar

Smif D karbapenemazlar, birka¢ istisna disinda CA, TZB ve SB tarafindan
inhibe edilmezler. Simf D karbapenemazlar, CRAB’nin karbapenem direncinden
sorumlu plazmid kodlu p-laktamazlarinin (OXA-23, OXA-40 ve OXA-58) ve
kromozomal kodlu B-laktamazlarin (OXA-51) tanimlanmasiyla ortaya c¢ikmistir (67).
2001 yilinda Tiirkiye’deki karbapenem direngli bir K. pneumoniae izolatindan plazmid
yerlesimli OXA-48 tanimlanmistir. Bu ilk OXA-48 iireten izolat; genis spektrumlu
sefalosporinler, sefamisinler, monobaktamlar ve karbapenemler dahil olmak Gzere tim

B-laktamlara kars1 yiiksek diizeyde direng gdstermistir (68, 69).

OXA tipi karbapenemazlar, P. aeruginosa'da nadiren goriiliir. Ispanya'da OXA-
40, Hindistan'da OXA-48, Birlesik Krallik'ta OXA-181 ve Belcika'da OXA-198 lreten
P.aeruginosa suslar1 tamimlanmigtir (4). 2021 yilinda karbapenemaz ureten P.

aeruginosa'nin diinyadaki dagilimi Sekil 2°te gdsterilmistir.

21



Smf D

OXA

o
¥

Sekil 2. 2021 yilinda karbapenemaz treten P. aeruginosa'nin diinyadaki dagilimi (4)

2.2.2. D1s Membran Porin Defekti

Gram negatif bakterilerin dis zarlari, antibiyotiklerin ve bir¢ok hidrofilik
maddenin gegisini saglayan porin proteinlerini icerir. Bakteriler karbapenemlerin,
PBP'lerin bulundugu periplazmik bosluga girisini sinirlayabilir. Bu mekanizma porin
ekspresyonunun modifikasyonu veya porin kodlayan gendeki degisikliklerle ilgilidir. P.
aeruginosa izolatlarinda karbapenemlere karsi direncin ana mekanizmalaridan biri,
OprD porini kodlayan genin down regulasyonudur. OprD miktarindaki azalma,
bakterinin IPM ve MEM’e duyarliliginin azalmasma neden olur (44, 70, 71). OprD
genindeki nokta mutasyonlar, gergeve kaymalar1 veya biiyiik delesyonlar karbapenem
direncine katkida bulunur (38). Yapilan bir ¢calismada OprD kaybmin P.aeruginosa'nin
MEM duyarliligin1 4-32 kat, IPM duyarliligin1 4-16 kat azalttig1 gosterilmistir (72).
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AmpC ya da GSBL'lerin hiperekspresyonu ve porin defekti sinerjizminin de,

karbapenemlere direng gelisimi ile ilgili oldugu gosterilmistir (73).

2.2.3. Disa Atim Pompa Sistemi

Disa atim pompalari, farkli tipte antibiyotikleri ve metabolik iiriinleri hiicre
disina ¢ikarmalarindan dolay1 ¢oklu ilag direncine katkida bulunur. Bakteriyel disa atim
pompalary; kiiciik ¢oklu ilag direnciyle iligkili protein ailesi (SMR), ana kolaylastirict
ust aile (MFS), diren¢c nodilasyon bolumi (RND), coklu ilag ve toksik bilesik
parcalama (MATE) ve adenozin trifosfat baglayan kaset (ABC) olmak iizere bes sinifa
ayrilir. P. aeruginosa’daki disa atim pompasi ¢ogunlukla RND smifina aittir (74). Bu
pompalar operonlarda kodlanan dis zar kanal proteini, periplazmik fuzyon proteini ve ig
zar tastyicisindan olusur (75, 76). P. aeruginosa’daki MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN ve MexXY-OprM disa atim pompalar1 antibiyotik direncinde énemli bir
rol oynar (77). MexAB-OprM, P. aeruginosa'nin intrensek direncinde 6nemlidir.
MexCD-OprJ ekspresyonu, NfxB diizenleyici geni tarafindan kontrol edilir. NfxB’de ve
mexD’de mutasyon gelismesi, MexCD-OprJ’nin asir1 ekspresyonuna sebep olarak CZA
ve seftolozan tazobaktama (CT) direng gelisimini saglayabilir. MeXEF-OprN’nin artan
ekspresyonu IPM’e direncle Kkarakterizedir (38). Disa atim pompalar1 disinda
PBP'lerdeki (PBP2, PBP3) mutasyonlar da karbapenemlere direngle iliskilendirilmistir
(73). P. aeruginosa disa atim pompasinin semasi Sekil 3’te gosterilmistir.

Antimikrobiyal ajanin
hilcre digina atilimi

O O Hiicre dig gevre

Antimikrobiyal ajan

Dy membran

Periplazma

Sitoplazmik (ig) membran

Aktive disa atim
pompasi

= 0 Hicre igl alan

Sekil 3. P. aeruginosa disa atim pompasinin semasi (78)
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2.3. Karbapenem Direngli P. aeruginosa’da Kullanilan Ajanlar

Karbapenemaz (reten patojenlerin (karbapenem direngli P. aeruginosa, A.
baumannii ve Enterobacteriaceae) yayilmasi biiyiikk bir sorun olusturmaktadir. Bu
sebeple CZA, CT, imipenem relebaktam, sefiderokol ve kolistin gibi antimikrobiyal
ajanlar, CRPA enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (79-81).

2.3.1. Seftazidim Avibaktam

CZA; KIAE, KUSE ve VIP tedavisi icin Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmis bir BL/BLI
kombinasyonudur. CTZ, P. aeruginosa dahil olmak tizere gram negatif basillere karsi
genis spektruma sahip olan ti¢iincii kusak bir sefalosporindir. Avibaktam ise, KPC ve
birgok GSBL’nin de dahil oldugu sinif A B-laktamazlari, sinif C B-laktamazlar1 (AmpC)
ve OXA-48’in dahil oldugu siif D B-laktamazlar1 inhibe eden bir non-BL/BLi’dir.
Ancak NDM ve VIM gibi MBL’lere kars: etkisizdir (82-84). CZA’nin aztreonam ile

kombine olarak kullanilmasi, MBL iireten suslara karsi etkinligini artirir (83).

CZA’ya karst en yaygm diren¢ mekanizmalari; siif B karbapenemazlarin
varligi, disa atim pompasindaki artan aktivite, porin kaybi ve KPC genindeki
mutasyonlardir. Ayrica, PBP2 ve PBP3’teki tek nokta mutasyonlari, avibaktam ile geri
dondurilemeyen CTZ direnci ile iligkilidir. Avibaktamin P. aeruginosa suslari i¢in

gucli AmpC indiiksiyonuna neden olmasi, CZA direncinin baska bir sebebidir (85, 86).

2.3.2. Seftolozan Tazobaktam

CT, CID P. aeruginosa’nin da i¢inde oldugu gram negatif mikroorganizmalara
kars1 etkili bir BL/BLI’dir. 2014 yilinda FDA tarafindan KiAE, VIiP ve KUSE tedavi
endikasyonu i¢in onaylanmustir (87). MBL’ler, KPC, GES ve OXA tipi B-laktamazlara
etkisizdir. Seftolozanin P. aeruginosa'nin PBP'leri i¢in afinitesi yiiksektir, bu nedenle
porin gecirgenligi ve disa atim pompalarindaki degisikliklerden etkilenme orani

distiktiir.

Ambler smif C p-laktamazlarda asmr1 ekspresyon veya mutasyonlar CT

direncinde biiyuk orana sahiptir (85, 88).
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2.3.3. Imipenem/silastatin Relebaktam

Imipenenysilastatin relebaktam, P. aeruginosa'ya kars: yiiksek aktivite gosteren
bir karbapenem-p-laktamaz inhibitdrii kombinasyonudur. Eriskin hastalarda KUSE, ViP
ve KIAE tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Relebaktam, Ambler A ve C sinifi
B-laktamazlar1 inhibe eder, smif D B-laktamazlara etkisi degiskendir. MBL {ireten P.
aeruginosa’ya etkili degildir. OprD kaybi, AmpC B-laktamaz ve disa atim pompa
mekanizmalarinin kombinasyonu imipenem/silastatin relebaktam direnci ile iliskilidir
(88). P. aeruginosa tedavisinde kullanilan BL/BLI antibiyotiklere kars1 gelisen direng

mekanizmalari Tablo 5’te agiklanmustir.

Tablo 5. P. aeruginosa tedavisinde kullanilan yeni BL/BLI antibiyotiklere kars1 gelisen direng

mekanizmalari (85)

Antibiyotik Diren¢ mekanizmasi

Smif B karbapenemazlar (metallobetalaktamazlar)
Disa atim pompalarinin asir1 aktivasyonu
Seftazidim avibaktam Porin degisiklikleri
KPC geninin asir1 ekspresyonu veya mutasyonlari
Penisilin baglayici proteinlerde mutasyon (nadir)
Sinif A beta laktamazlar (bazi GSBL 'ler ve KPC)
Smif B karbapenemazlar (metallobetalaktamazlar)
AmpC'nin asir1 tiretimi (P. aeruginosa harig)
Sinif D karbapenemazlar (OXA-48-like)
Smif B karbapenemazlar (metallobetalaktamazlar)
Sinif D karbapenemazlar (OXA-48-like)
Imipenem/silastatin relebaktam Spesifik simf A karbapenemazlar (Ornegin GES)
KPC geninin asir1 ekspresyonu
Porin degisiklikleri

Seftolozan tazobaktam

2.3.4. Sefiderokol

Sefiderokol bir siderofor sefalosporindir (89). 2019 yilinda FDA tarafindan
yetiskinlerde KUSE endikasyonu igin, 2020°’de VIP endikasyonu i¢in onaylanmistir
(90). Sefiderokol, difuzyonla porin kanallarindan gegebilir. Katekol yan zinciri,
siderofor gorevi gorerek ferrik demiri baglar ve PiuA adi verilen demir tasiyicisiyla

tagmarak periplazmik boslukta birikir. Sefiderokol periplazmik boslukta demirden

25



ayrildiktan sonra PBP3’e baglanarak hticre duvar sentezini inhibe eder. GSBL 'lere, serin

tipi karbapenemazlara ve MBL’lere kars1 gliclu aktivite gosterir (88, 91, 92).

2.3.5. Kolistin

Kolistin nispeten dar bir spektruma sahip olup, katyonik yapisi gram negatif
bakterilerin hiicre zarindaki kalsiyum ve magnezyumun yerini alarak anyonik LPS
molekiillerine baglanir. Bu durum hiicre zarinda gegirgenligi artirarak hiicre 6liimiine
sebep olur. Kolistin, MDR P. aeruginosa'ya kars1 oncelikli tedavi secenekleri arasinda
olmakla birlikte bobrege olan yan etkileri ve in vitro duyarlilik testlerinin
giivenililirligine 1iliskin endiseler nedeniyle siirli diizeyde kullanilmaktadir. P.
aeruginosa'da kolistin direnci, giinimiizde en kritik tehditlerden biridir. Kolistin direnci
kromozomal olarak, mcr-1 araciligiyla plazmidik olarak ya da GSBL ve KPC dretimine
bagl olarak gortlebilir (87, 93, 184).

2.4. Karbapenemaz Uretiminin Tayininde Kullamlan Fenotipik Yontemler

Karbapenemazlarin fenotipik tanisinda karbapenem hidrolizine bagh testler
(karbapenem inaktivasyon metodu, modifiye Hodge testi, kolorimetrik yontemler,
MALDI-TOF), inhibitor temelli testler (kombinasyon disk testi, cift disk sinerji testi,
gradiyent test) ve immunokromatografik yontemler kullanilabilir (94). Ayrica
karbapenemaz tarama yoéntemi olarak kromojenik (CHROMagar-KPC, ChromID
CARBA, Brilliance CREvVb.) ve kromojenik olmayan besiyerleri de kullanilir (94, 95).

2.4.1.Karbapenem Inaktivasyon Metodu (CIM)

Karbapenem inaktivasyon metodunda (CIM) bir 6ze dolusu (10 pl) bakteri
distile su ile stspanse edildikten sonra MEM diski ilave edilerek 35+2°C’de 2 saat
boyunca inkibe edilir,. MEM duyarli E.coli ATCC 25922 susu, 0,5 McFarland
bulanikliginda hazirlanip Mueller Hinton agara (MHA) yayildiktan sonra
slispansiyondan g¢ikarilan MEM diski MHA iizerine yerlestirilir. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra plak degerlendirilir. Karbapenemaz Uretimi varhiginda diskteki
MEM hidrolize edildigi i¢in standart susun disk ¢evresine kadar yayilmasi beklenir.

Basit ve ucuz bir fenotipik yontem olmasmma ragmen inkiibasyon siiresinin bir giine
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kadar uzamasi, alinan bakteri miktar1 ve zon ¢aplarinin standardize edilmemesi, yanlis

pozitif ve yanlis negatif sonuglar alinmasi gibi dezavantajlart mevcuttur (96-98).

2.4.2. Modifiye Hodge Testi (MHT)

Modifiye Hodge testinde (MHT) E.coli American Type Culture Collection
(ATCC) 25922, 0,5 McFarland bulanikliginda MHA’a yayildiktan sonra plagin ortasina
MEM diski konulur. Degerlendirilecek suslar disk ¢evresinden plak kenarma dogru
cizgi seklinde ekilir ve 35+2°C’de 18-24 saat inklbe edilir. Test edilen susun diske
dogru biiylirken olusturdugu yonca yapragi benzeri girinti, susun karbapenemaz
urettigini gosterir. GSBL ve AmpC f{ireten suslarda yalanci pozitif sonu¢ alinmasi bu
testin dezavantajidir (96, 99, 100).

2.4.3. Kolorimetrik Testler

Kolorimetrik testlerin ¢alisma prensibi, izolatin karbapenemaz aktivitesi sonucu
karbapenemin B-laktam halkasinin hidrolizin edilmesine dayanir. Bunun sonucunda pH
diiserek pH indikatoriinde (Carba NP i¢in fenol kirmizisi, Blue-CARBA ic¢in bromtimol
mavisi) renk degisimine yol acar. Bu testlerin avantajlarindan biri hizli sonug
alinmasidir. Duyarlih@i ve 6zgilligii iyi olmakla birlikte OXA-48 varhiginda diisiik
performans gostermektedir (94-96).

2.4.4. Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS yonteminde mikrobiyal numune ile bir matriks sollsyonu
karigtirilarak kristalize edilir ve ¢elik plakaya uygulanwr. Bu plaka cihazda lazer
1sinlarma maruz brrakilir ve ribozomal proteinleri ¢ézerek proteinlerin iyonlasmasina
yol acar. Iyonlar elektromanyetik bir alan kullanilarak ugus tiipiinde hizlandirilir ve
zamana gore kiitle agirliklar: tespit edilir. Ugus zamani bir dedektdr tarafindan olciiliir.
Olusturulan kiitle spektrumu veri tabanindaki referans spektrumlarla karsilagtirilir (115).
MALDI-TOF MS yontemi ile karbapenem ajanin bakteriyel protein ekstraktlariyla 1-4
saat inkiibasyonundan sonra karbapenemlerin ve bozunma drinlerinin kitle pikleri

saptanarak karbapenem hidrolizi ve karbapenemaz tipi belirlenebilir (96, 101, 102).
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2.4.5. Inhibitor Temelli Testler (Gradiyent Test, Kombinasyon Disk Testi,
Cift Disk Sinerji Testi)

Gradiyent test (E-test); Ozellikle MBL'leri tespit etmek i¢in kullanilir. Bu
yontem; bir tarafinda karbapenemin, diger tarafinda ise karbapenem ve karbapenemaz
inhibitérii kombinasyonunun bulundugu bir serit ile yapilir. Ug veya daha fazla cift kat
diliisyonda MIK azalmas1 durumunda MBL pozitif olarak yorumlanr (94).
Kombinasyon disk testinde, karbapenem diski ile karbapenem ve inhibitor
kombinasyonunu igeren diskin olusturdugu inhibisyonzon caplar1 arasindaki fark
olctlur (94, 101). Cift disk sinerji testinde ise karbapenem ve karbapenemaz
inhibitoriyle kombine olan diskler, belli mesafelere yerlestirilerek karbapenem ve
inhibitdri  arasindaki sinerji gozlemlenir. Bu testlerin diisik maliyetli olmalari,
uygulanmalar1 agisindan avantaj saglamaktadir. Bu testlerin duyarlilk ve o6zgiillik
oranlar1 yliksek saptanmakla birlikte karbapenemaz tipinin belirlenememesi, ESBL ve
AmpC fireten izolatlarda yanlis pozitif sonu¢ alinmasi ve degerlendirmenin zaman
almasi gibi dezavantajlarindan dolayi ileri galigsmalara ihtiya¢ olmaktadir (94, 101, 103).

Karbapenemazlara inhibitor temelli yaklasim Tablo 6’da agiklanmustir.

Tablo 6. Karbapenemazlara inhibit6r temelli yaklasim (94)

Meropenem ile sinerji Temosilin
DPA, EDTA |PBA | DPA + PBA | Kloksasilin direnci
KPC (@) *) ) ) d
MBL *) ) (@) ©) d
OXA-48 () () @) ) (+)
KPC + MBL d d () ) d
AmpC + porin kayb1 () () ©) *) d
GSBL + porin kayb1 () () () Q) ()

DPA: Dipikolinik asit, EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit, PBA: Fenilboronik asit

(+): Sinerjizm var, (-): Sinerjizm yok, d: Degisken

2.4.6. Immiinokromatografik Yontemler (Lateral Flow)

Lateral Flow adi da verilen immiinokromatografik yontemde karbapenemaz
enzimlerine 0zgl epitoplar1 yakalamasi ig¢in boya ile isaretlenmis (altin vb.) ve

nitroseliiloz membrana sabitlenmis antikorlar kullanilir. Antijenlerin immobilize edilmis
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antikorlarla birlikte siiriikklenip membrana sabitlenmis antikorlar tarafindan yakalanmasi
ile gorindr bantlar olusur. OXA-48, KPC, IMP, VIM ve NDM karbapenemazlarin
kolay ve hizli tespiti i¢in ticari olarak gelistirilmis yOontemler mevcuttur. Basit
uygulanmasi, 15 dakikada sonu¢ alinmasi, duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlarmin %95-100

arasinda olmasi testin avantajlarindandir (99, 104).

2.5. Karbapenemaz Tayininde Kullanilan Genotipik Yontemler

Molekiiler teknikler karbapenemaz {lireten bakterileri saptamada altin standart
yontemdir ve fenotipik yontemlerden daha guvenilirdir. Bu teknikler, PCR tabanli
yontemler, hibridizasyon temelli yontemler ve tim genom dizilemeyi (WGS) icerir
(105, 106). PCR yonteminde bir veya birden fazla primer kullanilarak etken ya da
diren¢ genlerinin tespiti yapilabilir. Real-time PCR ydnteminde DNA ¢ift sarmalin
ayrilmasi, diisiik sicaklikta primerlerin kalip DNA’ya baglanmas1 ve DNA polimeraz
aktivitesinin oldugu ii¢ asama; bir termal donguleyici cihazda gerceklesir. Floresan
boyanin bagli oldugi DNA problar1 sayesinde hedef DNA’nin amplifikasyonu floresan
sinyaldeki artis ile gergek zamanl olarak tespit edilebilir (95, 101, 107). Microarray,
ayni anda ¢ok sayida genin saptanmasini saglayan hibridizasyona dayali bir tekniktir.
Bakteri DNA's1, lamlardaki tamamlayic1 prob ciftleri ile hibridize edilir ve daha sonra
prob-hedef hibridizasyonunun gériinmesi igin taranir (105). WGS, yeni nesil dizileme
teknolojisidir. Bu yontemde kisa siirede tiim bakteri genomu analiz edilebilir.
Epidemiyolojik arastirmalarda kullanilir ve en kapsamli molekiiler teknolojidir. Ancak

pahalidir ve 6zel ekipman gerektirir (105, 108).

Bir bakteri tiirlindeki diren¢ mekanizmasini dogru bir sekilde ayirt etmek,
epidemiyolojik stirveyans ve yayilma potansiyeline sahip olan yiiksek riskli klonlarmn
tanmimlanmasi i¢in gereklidir. Pulse-field jel elektroforezi (PFGE) ve ¢oklu lokus sekans
tiplemesi (MLST), karbapenem direngli izolatlarin molekiler epidemiyolojisini
incelemede kullanilan yontemlerdendir (101, 103). PFGE yonteminde belli bir bakteri
hiicre yogunlugu olusturulduktan sonra olusan siispansiyon diisiik erime 1s1l1 agaroz ile
karigtirilarak kaliplara dokiiliir. Kaliplardaki agaroz bloklar1 bazi enzim ve deterjanlarla
proteoliz iglemine tabi tutularak bakteriyel DNA izolasyonu yapilir. Elde edilen
DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda DNA fragmanlar1 olusturulur.

Enzimatik pargalanmanin ardindan agaroz bloklar1 kuyucuklara uygulanir ve belli
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araliklarla yonii degistirilen elektriksel akima maruz birakilir. Etidyum bromir ile
boyanan jelde 5-20 kadar farkli biiyiikliikteki (10-800 kb) DNA pargalar1 bant seklinde
gorundr hale gelir. Olusan bant profilleri bilgisayar yazilimi sayesinde degerlendirilir
(13, 109, 110). MLST yonteminde ise, metabolik fonksiyonlarla ilgili olan ve yaklasik
450-500 baz ¢iftinden olusan housekeeping genlerinin fragmanlart kullanilir.
Housekeeping genlerindeki farkli diziler; farkli aleller olarak tanimlanmakta, bu aleller
MLST veri tabanina aktarilarak alel ve dizi profilleri tanimlanmaktadwr. MLST,
karbapenemazlarla iliskili epidemik klonlarin  ortaya ¢ikisini  belirlemede

kullanilmaktadir (103, 111).

2.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT); fenotipik (disk diflizyon, gradiyent
test, SMD, otomatize sistemler), genotipik (PCR, microarray, WGS) ve MALDI-TOF
gibi yontemlerle tespit edilebilir. Molekiiler yontemlerin kisa slirede sonu¢ vermesine
ragmen pahali olmasi ve ¢oklu direng mekanizmasi olan organizmalarda yalnizca hedef

direnc genini saptamasi dezavantajlaridir (112).

2.6.1. Disk Difuizyon (Kirby Bauer) Yontemi

Disk diflizyon yontemi, antibiyotik emdirilmis disklerin bakteri siispansiyonu ile
inokule edilmis MHA agar tizerine yerlestirilmesi sonucunda antibiyotigin agar
ortamindan yayilmasi prensibine dayanir. 35£2°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra
inhibisyon bolgeleriyle zon g¢aplar1 degerlendirilir. Diisiik maliyetli olmast,
tekrarlanabilir olmas1 ve 6zel bir ekipman gerektirmemesi bakimindan avantajhidir.
Ancak minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenemez ve inkiibasyon
stresi uzundur (112, 113).

2.6.2. Gradiyent Test Yontemi (E-test)

Gradiyent test, disk difiizyon ve dilisyon metodlarinin avantajli 6zelliklerine
sahip olan bir ADT'dir. Agar ortaminda MIK belirlenmesine olanak taniyan,
uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay olan bir yontemdir. Disk diflizyon testine

benzer sekilde inokiilasyon yapildiktan sonra belirli konsantrasyonlarda antibiyotik
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emdirilmis seritler yerlestirilir ve inkiibasyona birakilir. MIK degeri, elips seklindeki
inhibisyon alaninm alt kisminimn serit ile kesistigi yer olarak belirlenir. Gradiyent test,
MIK degerlerinin SMD ile uyumlu gozlenmesinden dolayr uluslararas1 kilavuzlar
tarafindan Onerilmektedir. Pahali ve uzun siirede sonu¢ alinmasi bu testin dezavantajidir

(112, 114).

2.6.3. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi (SMD)

SMD yontemi, 96 kuyucuk igeren steril tek kullanimlik polistiren mikrotitrasyon
plak kullanilarak yapilir. Her kuyucuk 0,1 ya da 0,2 ml hacim igerir. Plaktaki
kuyucuklara, antimikrobiyal ajanlarin ¢ift kat diliisyonlar1 uygulandiktan sonra, nihai
konsantrasyonu 1-5 x 10° koloni olusturan birim (CFU) olan seyreltilmis mikrobiyal
suispansiyon eklenir. 35°C’de en az 16-24 saat inkiibe edilen plaklarda MiK degerleri
gorsel olarak ya da fotometrik bir cihazla degerlendirili. SMD yodntemi standardize

edilmis bir yéntem olup ADT igin referans yontemdir (112, 114, 115).

2.6.4. Otomatize Sistemler

Disk diflizyon, gradiyent test ve SMD gibi yontemlerin sonu¢ alinma siirelerinin
uzunlugundan dolay1 bakteri tanimlanmasi ve ADT i¢in hizli ve giivenilir otomatize
cihazlar gelistirilmistir. VITEK 2 (bioMérieux, Fransa), MicroScan Walkaway (Dade-
Behring, ABD) ve Phoenix (BD Diagnostic Systems, ABD) gibi optik sistem kullanan
otomatize cihazlar ginimuzde yaygin olarak kullanilmaktadir. VITEK 2 sistemi bakteri
tanimlanmas1 ve MIK degerlerini 18 saate kadar verebilen diliisyon tabanli bir ADT
sistemidir (112).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismamn izni

Bu c¢alisma Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 06/04/2022 tarihli ve 2022-32 karar numaras1 ile etik agidan uygun

bulunmustur.

3.2. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Calismada %5 koyun kanli agar, Eosin Methylen Blue (EMB) agar, Brain Heart
Inflizyon (BHI) Broth, MHA ve Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB)
besiyerleri kullamilmigtir. Kanli ve EMB agar ig¢in ticari olarak hazir ikili besiyeri

(Beslab, Tirkiye) kullanilmis olup diger besiyerleri toz sekillerinden hazirlanmustir.

3.2.1. Brain Heart Infiizyon Broth

Firma Onerileri dogrultusunda hassas terazide toz halinde bulunan BHI
besiyerinden (Condalab, ispanya) 37 gram (gr) tartihp 1000 mL distile suda homojen
olarak ¢ozdiriilmiis ve toplam hacmin %215’i olacak sckilde gliserol eklenmistir.
Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca steril edilip yaklasik 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra ependorf tiiplerine dagitilmistir. Besiyerleri

kullanilacag1 zamana kadar +4°C’de saklanmustur.

3.2.2. Mueller Hinton Agar

Toz halinde bulunan MHA besiyerinden (Condalab, ispanya) firma onerileri
dogrultusunda 38 gr tartilip 1000 mL distile suda homojen sekilde ¢ozdiiriilmiistiir.
Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika boyunca steril edildikten sonra
yaklasik 45-50°C’ye kadar sogutulmustur. Besiyerleri, European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) Onerilerine gére 9 santimetre (cm)
capimdaki steril petri kaplarma yaklasik 25 mL olacak sekilde ve 15 cm c¢apindaki steril
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petri kaplarinda yaklasik 71 mL olacak sekilde, 4+0.5 mm derinlikte dokiilmiistiir.
Besiyerleri kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmigtir. MHA besiyerleri,
CIM ve disk difiizyon yonteminde kullanilmistir (116).

3.2.3. Katyon Ayarh Mueller Hinton Broth (KAMBH)

Hazir toz halinde bulunan besiyerinden (BD, Amerika Birlesik Devletleri) 21 gr
tartilip 1000 mL distile suda homojen olarak ¢ozdiirtilmiistiir. Otoklavda 121°C’de 15
dakika boyunca steril edildikten sonra yaklasik 45°C’ye kadar sogutulmustur.

Besiyerleri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Cahsmada Kullamlan izolatlarin Tammlanmasi Ve Antimikrobiyal

Duyarhhginin Belirlenmesi

Mart 2021-Ocak 2023 tarihleri arasinda Hitit Universitesi Corum Erol Olgok
Egitim ve Arastrma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 bakteriyoloji
bélumine gonderilen klinik drneklerden (kan, idrar, yara, doku, balgam, derin trakeal
aspirat, periton, plevra) izole edilen Vitek2 otomatize cihazindaki sonuca gore IPM
veya MEM direncli olan 103 adet P. aeruginosa izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir.
Hastalarin farkli 6rneklerinden ayni izolatin saptanmasi durumunda izolatlardan sadece
biri ¢alismaya dahil edilmistir. Toplanan izolatlar %15 gliserol iceren BHI broth
besiyerine almip -80°C’de saklanmustir. Izolatlar ¢alisilacagi zaman stoklanan suslar
oda sicakliginda bekletilerek ¢oziinmesi saglanmis ve kanli agara tek koloni ekim

teknigi ile pasajlar1 yapilip 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmigtir.

Ureyen koloniler; gram negatif boyanma o6zelligi, %5 koyun kanli agarda
hemoliz ve pigment olusturma, EMB agarda laktoz negatif koloni morfolojisi, oksidaz
pozitifligi ve karakteristik koku gibi konvansiyonel yontemlerle degerlendirilmis, bu
ozellikleri tasiyan izolatlar P. aeruginosa olarak tanimlanmustir. izolatlarin tiir
diizeyinde tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi igin Vitek 2
Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi, karbapenem direncinin belirlenmesi

icin Vitek 2 Compact otomatize sistemi ve Kirby Bauer disk difuzyon yontemi

33



kullanilmigtir. CZA duyarliliginin belirlenmesi igin disk difuzyon ve SMD yontemi

kullanilmistir.

3.4. Disk Difiizyon Yonteminin Uygulanmasi

Disk diftizyon yontemi EUCAST onerilerine gére MEM 10 ug ve CZA 10/4 ug
(Bioanalyse) diskleri ile yapilmistir (116, 117). 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonu hazirlandiktan sonra, steril bir ekiivyonla MHA plagina ii¢ farkli yonde
inokiile edilmis ve antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Plaklar 35+£1°C’de 18+2 saat
boyunca inkibe edildikten sonra degerlendirilmistir.

3.5. Vitek 2 Compact Otomatize Sistemi

Izolatlar %5 koyun kanl agarda iiredikten sonra tiir diizeyinde tanimlama i¢in
GN Kkart1, antimikrobiyal duyarlilik i¢in AST-325, AST-326, AST-420 ve AST-423
kartlar1 {iretici firma Onerisi dogrultusunda kullanilmigtir. Duyarlilik testlerinin

sonuglart EUCAST 6nerilerine gore degerlendirilmistir.

3.6. Karbapenemaz Uretiminin Fenotipik Olarak Arastirilmasi

Karbapenemaz iiretiminin arastirilmasinda fenotipik yontem olarak CIM
kullanilmistir. Kalite kontrolii i¢cin karbapenemaz iirettigi bilinen pozitif kontrol suslar1
ile karbapenemaz Uretmeyen P. aeruginosa ATCC 27853 (negatif kontrol susu)
kullanilmistir. Izolatlar %35 koyun kanli agarda saf olarak iiretildikten sonra 10
mikrolitre (ul) bakteri alinarak 400 ul steril distile su ile bir ependorf tlpl icerisinde
stispanse edilmistir. Bu siispansiyonun igerisine 10 pg’lik MEM diski ilave edilerek 2
saat 35+2°C’de inkiibe edilmistir. Karbapenem duyarli standart bir sus olan E. coli
ATCC 25922 kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanip steril
ekiivyonla MHA {izerine inokiilasyon yapilmigtir. 2 saat inkiibasyondan sonra MEM
diski almarak, standart susun inokiile edildigi MHA plagmna yerlestirilmisti. MEM
diski yerlestirilen plaklar 35+2°C’de 6 saatlik ve bir gece inkiibasyondan sonra
degerlendirilmistir. MEM diskinin standart susu inhibe edememesi ve inhibisyon zonu
goriilmemesi, karbapenemaz iiretimi lehine degerlendirilmis ve pozitif sonu¢ olarak

yorumlanmustir. Belirgin bir inhibisyon zonunun goriildiigii izolatlar karbapenemaz
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tretmeyen sus olarak degerlendirilmis ve negatif sonu¢ olarak yorumlanmistir (97).
Referans izolatla kiyaslandigi zaman inhibisyon zonunun kismi olarak dar g0zlenmesi
ise belirsiz sonug¢ olarak yorumlanmistir. Karbapenem inaktivasyon metodunun

uygulanigi Sekil 4°te gosterilmistir.

Bir 6ze dolusu Mueller Hinton agar tizerine E. coli
bakterinin steril distile 10 pg Meropenem diski 35°C-37°C'de 2 saatlik ATCC 25922 inokilasyonu ve
suyla stispanse ilave edilmesi inkabasyon siispansiyondaki meropenem
edilmesi diskinin besiyerine konulmasi

(+)

Karbapenemaz aktivitesi

()
Karbapenemaz aktivitesi
yok

35°C'de en az 6 saatlik
inkiibasyon inhibisyon zonunun varhg veya
yoklugunun degerlendirilmesi

Sekil 4. Karbapenem inaktivasyon metodunun uygulanmast (97)

3.7. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Sivi mikrodiliisyon c¢alismasinda Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth
(KAMHB) besiyeri (BD BBL Mueller-Hinton II Broth) ile Ceftazidime
(MedChemExpress, USA) ve Avibactam sodium (MedChemExpress, USA)
antibiyotiklerinin toz sekilleri kullanilmistir. Besiyeri ve antibiyotik stok c¢ozeltileri
hazirlanirken {iretici firmalarin talimatlar1 ile Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)’mn ve EUCAST’in 6nerileri dikkate alinmustir.

3.7.1. Antibiyotik Stok Cozeltilerinin Hazirlanisi

CTZ ve avibaktam igin ayri stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. CTZ igin 10240
pg/mL, avibaktam icin 160 pg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltisi elde edilmistir. CTZ
icin ¢Ozicl olarak tartilan antibiyotik miktarinin %10’u kadar sodyum karbonat
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(Na2COs) ve distile su, sulandirici olarak distile su kullanilmistir. Avibaktam i¢in
¢ozlicii ve sulandiric1 olarak distile su kullanilmustir. Stok ¢Ozeltileri, retici firma

talimatlarina gore hazirlanmstur.

Hacim (mL) x Istenen konsantrasyon (C, pug/mL)
Agirlik (mg) =

Potens (ug/mg)

e 2 mL hacimde 10240 pg/mL konsantrasyonda CTZ stogu elde etmek igin
yukaridaki formiil uygulanarak; 2 x 10240 / 996 = 20,63 mg CTZ tozu hassas
terazide tartilarak kullanilmistir.

e Ilk olarak 1 mL steril distile su ve 2 mg Na.COs karistirilmis, daha sonra 20,63
mg CTZ toz antibiyotik eklenip kalan 1 mL distile su ilave edilmistir. Homojen
cozelti elde edilene kadar karistirma islemine devam edilmistir.

e Elde edilen 2 mL hacimdeki CTZ stok c¢ozeltisinin 500 pL’si ¢alismada
kullanilmis, kalan 1500 pL ise ependorf tiiplerine ayristirilip -20°C’de muhafaza

edilmistir.

Agirlik (mg) x Potens (ug/mg)

Hacim (ml) = '
Istenen konsantrasyon (C, pug/mL)

e 5 mg avibaktam tozu kullanilarak 160 pg/mL konsantrasyonda avibaktam stogu
elde etmek igin yukaridaki formiil kullanilarak 5 x 986 / 160 = 30,8 mL steril
distile su kullanilmustir.

e Elde edilen 30,8 mL hacimdeki avibaktam stok ¢ozeltisinin 5 mL’si ¢alismada
kullanilmis olup kalan kismi ependorf tiiplerine ayristirilarak -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.7.2. Diliisyon Basamaklarn

Hazirlanan CTZ stok soliisyonu, degisen miktarlarda KAMHB kullanilarak
sulandirilmis ve farkli konsantrasyonlarda CTZ ¢ozeltileri elde edilmistir. Ornegin
10240 pg/mL konsantrasyondaki ana CTZ stogundan 500 pL alinarak 9,5 mL KAMHB
ile bir falkon tiiplinde karistirilmis, bu falkon tiipiine Falkon A ismi verilmistir. Sonug

olarak Falkon A’da 1/20 diliisyon sonucu 512 pg/mL olacak sekilde konsantrasyon elde
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edilmistir. Daha sonra Falkon A’daki ¢ozeltiden 2,5 mL alinarak 2,5 mL KAMHB ile
karigtirilip Falkon B’de 256 pg/mL konsantrasyonda baska bir ¢ozelti olusturulmustur.
Bu orneklere benzer sekilde A, B, C, D, E, F, G, H, I, J ve K ad1 verilen falkon
tiiplerinde farkli konsantrasyonlarda gozeltiler elde edilmistir. CTZ stok ¢Ozeltisinin

mikroplak kuyucuklarina dagitilma diizeni Tablo 7’de gdsterilmistir.

Tablo 7. CTZ stok ¢ozeltisinin mikroplak kuyucuklarina dagitilmasi

Antibivoti Eklenen Eklenen Olusan . Mi_kropl_ak
Kuyucuk | Konsantrasyon el antibiyotik | KAMHB FaJkgn konsantrasyon Uz Iilel 3 S
aktarilan yer mikiart mikiart tupad (ug/mL) konsantrasyon
(Hg/mL)

1 10240 SiTLgé;U 500u | 95mL | A 512 128

2 512 A 25mL | 2,5mL B 256 64

3 512 A 25mL | 7,5mL C 128 32

4 128 C 25mL | 2,5mL D 64 16

5 128 C 1,25mL | 3,75 mL E 32 8

6 128 C 1,25mL | 8,75 mL F 16 4

7 16 F 25mL | 2,5mL G 8 2

8 16 F 1,25mL | 3,75 mL H 4 1

9 16 F 1,25mL | 8,75 mL | 2 0,5

10 2 | 25mL | 2,5mL J 1 0,25

11 2 | 1,25mL | 3,75mL K 0,5 0,125

Besiyeri kontrolii
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3.7.3. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanisi

Bakteri siispansiyonu olusturmak amaciyla 0,5 McFarland bulanikliginda (108
cfu/mL) cozelti hazirlanmigtir. Bu ¢Ozeltiden 10 pl alinarak 990 pl KAMHB ile
sulandmrilmistir. 1/100 diliie olan bakteri slispansiyonunun konsantrasyonu 1 x 10°

cfu/mL olmustur.

Sekil 5. Sivi mikrodiliisyon hazirliklar

3.7.4. Mikroplak Uygulamasi ve MIK Degerlerinin Belirlenmesi

e Mikrodiliisyon yontemi i¢in U tabanli steril mikroplaklar kullanilmigtir.

e Bu uygulama sonrast1 mikroplakta CTZ konsantrasyonunun 128’den
0,125pg/mL’ye kadar seri diliisyonlar1 saglanmis, avibaktamin konsantrasyonu
4 mg/L’de sabit tutulmustur. Her bir bakteri silispansiyonu i¢in son
konsantrasyon 5 x 10° olmustur.

e Onceden hazirlanmis antibiyotik stok soliisyonlar1 -20°C’den ¢ikarilip oda
1s1sina getirildikten sonra dillisyon basamagi kisminda hazirlanan falkon tiipleri
icindeki CTZ soliisyonlari, sttundaki kuyucuklara 25’er pl dagitilmistir.
Ornegin; Falkon A’da 512 pg/mL konsantrasyondaki CTZ solisyonu Al
kuyucugundan A7 kuyucuguna kadar 25’er pl dagitilmis veya Falkon K’daki 0,5
pg/mL konsantrasyonundaki CTZ soliisyonu K1 kuyucugundan K7 kuyucuguna
kadar 25’er pl konulmustur.

38


https://www.nasil-yazilir.com/2017/10/10-uzeri-5-nasil-yazilir.html

160 pg/mL konsantrasyondaki avibaktam stok ¢ozeltisinden 5 mL kullanilip 45
mL distile su ile sulandirilarak 1/10 oraninda diliie edilmis, 16 pg/mL
konsantrasyonda 50 mL hacimde c¢ozelti elde edilmistir. Olusan bu ¢ozelti
kullanilarak Al’den K7 de dahil olmak Uzere tim kuyucuklara 25 pl
dagitilmistir.

Antibiyotik soliisyonlar1 dagitildiktan sonra 1 x 10° cfu/mL konsantrasyonda
hazirlanmig olan bakteri siispansiyonlar1 besiyeri ve (Ureme kontrolleri
haricindeki kuyucuklara (A1-K7), 50’ser il olacak sekilde dagitilmustir.

Son siitundaki kuyucuklarin besiyeri kontrolii olarak kullanilmasindan dolay1 bu
kisma CTZ ve avibaktam soliisyonlar1 konulmamis, 100 pl KAMHB
konulmustur. Son siradaki kuyucuklarin iireme kontrolii olarak kullanilmasindan
dolay1 bu kisimdaki kuyucuklara (A8-K8) 50 pul KAMHB konulup 1 x 10°
cfu/mL konsantrasyondaki 50 pl hacimde bakteri stispansiyonu eklenmistir.

CZA duyarlihigmin sivi mikrodiliisyon ile belirlenmesinde kullanilan mikroplak

diizeni Tablo 8’de ac¢iklanmuistir.

Tablo 8. CZA duyarliliginin sivi mikrodiliisyon ile belirlenmesinde kullanilan mikroplak diizeni

8

A B C D E F G H I J K L

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 4/4 | 2/4 | 1/4 |0,5/40,25/4|0,125/4| BK

UK | UK | UK | UK | UK |UK|UK | UK | UK | UK UK | BK

UK: Ureme kontrolii BK: Besiyeri kontroll
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e Mikroplaklardaki toplam hacim 100 ul’ye tamamlandigindan, kuyucuklardaki

CTZ konsantrasyonu her sutun igin falkon tuptindeki konsantrasyonun dortte

birine diismiis (6rnegin Falkon A i¢in 512->128), avibaktam konsantrasyonu da

yine dortte birine dismiistiir

(16>4).

Bakteri

konsantrasyonu ise 1 x 10¢’dan 5 x 10°’e diismiistiir.

stispansiyonunun  nihai

e Mikroplaklar 37°C’de 16-24 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir.

Pellet veya bulaniklik gériilmesi Ureme olarak kabul edilmis, berrak goziken ilk

kuyucuktaki konsantrasyon, MIK degeri olarak belirlenmistir (119).

MIK sonuglar1 degerlendirilirken EUCAST’in CZA icin belirledigi zon ¢ap1 ve

MIK smir degerleri kullanilmistir. CZA icin 16-17 mm araligindaki degerler teknik

belirsizlik alani (ATU) olarak belirlenmistir.

EUCAST’in P. aeruginosa i¢in belirledigi MEM ve CZA antibiyotiklerinin disk

difiizyon zon ¢ap1 ve MIK sinir degerleri Tablo 9°da agiklanmistir.

Tablo 9. EUCAST’in P. aeruginosa igin belirledigi MEM ve CZA antibiyotiklerinin disk

difiizyon zon ¢aplar1 ve minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) smir degerleri (117)

MiK (mg/L) Disk diflizyon zon ¢ap1 (mm)
S R S R
Meropenem <2 >8 > 20 <14
Seftazidim avibaktam <8 >8 >17 <17

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon, S: duyarh, R: direngli

3.8. Molekiiler Yontemle Karbapenemaz Genlerinin Arastirilmasi

Calismaya alinan

izolatlardan DNA

izolasyonu yapilmis,

stk goriilen

karbapenemaz genlerine 6zgu primerler sayesinde PCR yontemi uygulanmustir.

Cogaltilan DNA bolgeleri agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmustiir.
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3.8.1. DNA izolasyonu

Izolasyon calismasinda EURX GeneMATRIX TISSUE & BACTERIAL DNA

Purification kiti kullanilmistir. Her bir izolat tek koloni ekim yontemiyle kanli agara
ekildikten sonra 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Izolasyona baslamadan 6nce 30 pl Buffer T soliisyonu, spin kolumn igeren
mikrosantrifij tlplerindeki membranim ortasindan aktarildi ve oda sicakliginda
bekletildi.

Kiltiirden alinan bir 6ze dolusu bakteri, 500 ul steril distile su igerisinde
vortekslenerek cozdiriildikten sonra santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant
kisim atild1.

Kalan pellet Gizerine 300 ul Lyse BG eklenip vortekslenerek stispanse edildi.
Vortekslenen siispansiyona 50 pl Buffer BL pipetlenip bu karisima daha sonra 2
pl RNAase A solisyonu eklendi.

Olusan siispansiyon votekslendikten sonra 1s1 blogunda 37°C’de 15 dakika
inkbe edildi.

Suspansiyona 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra 3 saniye vortekslenerek
56°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra 350 ul Sol T eklenip 3 saniye vortekslendi ve 56°C’de 5
dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra karisim 15 saniye vortekslendi.
Siispansiyon 12000 xg’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra alttaki pellet kismi
almmaksizin tstteki slipernatant kissmdan 600 ul DNA baglayan spin kolumn
tupl tizerine aktarildi. Spin kolumn igeren mikrosantrifiij tiipleri 11000 xg’de 1
dakika santrifiij edildi. Spin kolumn ¢ikarilarak altta kalan sivi dokiildii.

500 pl Wash TX1 eklenerek 11000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolumn
cikarilarak alttaki sivi dokiildi.

500 pl Wash TX2 eklenerek 11000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolumn
¢ikarilarak alttaki sivi dokiildii.

Bu agsamadan sonra herhangi bir soliisyon konulmadan spin kolumn igeren tipler
11000 xg’de 1 dakika santriftij edildi ve sivinin tiipiin dip kismina siiziilmesi
sagland1.

Altta siv1 siiziilen tiip atildi, iistteki spin kolumn 1,5 ml hacim igeren yeni bir

ependorf tuptine konuldu. DNA’y1 spin kolumn’dan ayirmak igin daha dnce 1s1
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blogunda 80°C’de 1sitilan Elution Buffer soliisyonu, 100 pl olacak sekilde
aktarildi.

e 2 dakika oda 1sisinda inkiibasyondan sonra mevcut tiip 11000 xg’de 1 dakika
santrifilj edildi. Ustte kalan spin kolumn atild1, alttaki ependorf tiipiiniin kapag1
kapatilarak -20°C’de saklandi.

3.8.2. PCR Yontemi ile DNA Amplifikasyonu

Karbapenem direncli izolatlar icin; blaKPC, blaNDM, blalMP, blaVIM,
blaOXA-48 ve blaGES gen bolgeleri arastirilmistir. izolatlarda arastirilan genler igin
pozitif kontroller kullanilmistir. Primerler liyofilize halde temin edilmis olup
(Metabion), 100 uM konsantrasyon elde etmek amaciyla distile su kullanilmstir.
Olusturulan bu soliisyonlar tekrar 1/20 oranda sulandirilarak 5 uM konsantrasyonda
primerler elde edilmis ve calisma yapilana kadar -20°C’de saklanmistir. PCR islemi,
Eppendorf MasterCycler Nexus Thermal Cycler cihazinda uygulanmis olup toplam
hacim 25 ul olarak belirlenmis, reaksiyon karisimina 1 pl bakteri DNA’s1 konulmustur.
PCR drlnleri 0.2 mL lik ependorflar icerisinde yer almstir. Birincisi blakKPC, blaNDM
blaOXA-48 ve blaVIM igin, ikincisi blalMP icin, Gcuncist de blaGES igin olmak
uzere U¢ farkh protokol kullanilmistir. Kullanilan primer dizileri Tablo 10°da, kullanilan
protokoller Tablo 11°de, PCR igerigi ise Tablo 12’de agiklanmustir.

Tablo 10. Karbapenemaz Uretiminden sorumlu blakPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48,
blaIMP ve blaGES gen bdlgeleri igin kullanilan primer dizileri

Primer adi Nikleotid dizisi (5'-3") Gen bolgesi Kaynak
KPC-F TGTCACTGTATCGCCGTC blaKPC (900 bp)
KPC-R CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
NDM-F GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC blaNDM (782 bp)
NDM-R GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT (120)
VIM-F GTTTGGTCGCATATCGCAAC blaVIM (389 bp)
VIM-R AATGCGCAGCACCAGGATAG
OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaOXA-48 (438 bp)
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
IMP-F GAAGGCGTTTATGTTCATAC blalMP (587 bp) (121)
IMP-R GTACGTTTCAAGAGTGATGC
GES-F ATGCGCTTCATTCACGCAC blaGES (864 bp) (122)
GES-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG

42




Tablo 11. Karbapenemaz tretiminden sorumlu blakPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48,
blalMP ve blaGES gen bolgelerinin amplifikasyon kosullari

[k denatiirasyon 95°C 5 dakika 1 dongli
blakPC, Denatiirasyon 95°C 45 saniye
blaNDM, Ny o - N
blaVIM ve Baglanma 60°C 45 saniye 35 dongu
blaOXA-48 Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 8 dakika 1 déngl
[k denatiirasyon 95°C 5 dakika 1 dongi
Denatirasyon 95°C 1 dakika
blaIMP Baglanma 55°C 1 dakika 35 dong
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika 1 déngl
{1k denatiirasyon 94°C 5 dakika 1 dong
Denatlirasyon 94°C 1 dakika
blaGES Baglanma 55°C 1 dakika 30 doéng
Uzama 72°C 1,5 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika 1 déngl
Tablo 12. PCR karigimlarinin igerigi
PCR bilesenleri Her bir reaI§S|yondakl Konsantrasyon Karigimdaki Final
hacim Konsantrasyon
10X Tampon 2,5 ul 10x 1x
MgCI2 1,5 ul 25 mM 1,5 mM
Primer-F 1l 5uM 200 nM
Primer-R 1l 5uM 200 nM
dNTP 1l 5mM 200 uM
DNA polimeraz 0,25 pl 5 U/ul 0,05 U/ul
DNA 1l
dH20 16,75 pl
Toplam 25 pl
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3.8.3. Amplifikasyon Urtnlerinin Jel Elektroforezi ile Saptanmasi

e Daha Once hazirlanan 50x TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) ¢ozeltisinden (242 g
TRIS, 57,1 mL glasiyal asetik asit ve 50 mL 0.5 M EDTA, pH 8, su ile 1 litreye
tamamlandi) 20 ml alinarak 980 mL distile su ile karistirilmis ve 1 litrelik 1x
TAE tampon ¢o6zeltisi hazirlanmigtir.

e Hassas terazide 2,08 gr agaroz tartilp 160 mL 1x TAE tampon cozeltisinde
¢ozduriilerek konsantrasyonu % 1,3 olacak sekilde agaroz jel hazirlanmustir.

e Tampon c¢Ozeltisi igerisindeki agaroz, mikrodalga firinda eritildikten sonra
sogumaya birakilmigtir. Jel sicakligi 45-50°C’ye geldiginde 14 pl etidyum
bromid soliisyonu eklenmistir.

e Uygun taraklar elektroforez tankina yerlestirildikten sonraagaroz jel, ylzeyi
tamamen kaplayacak sekilde dokiilmiis ve katilagsmasi saglanmugtir.

e PCR drinlerinden 10 pl almarak loading buffer ile karistirilmis ve jeldeki
kuyucuklara sirasiyla yiiklenmistir. izolatlara ait DNA bantlar1 “Hibrigen 100 bp
DNA Ladder Plus” belirteci ile karsilastirilmistir.

e PCR driinleri elektroforez tankinda (Biorad) 140 voltta (V) 45 dakika
yuriitiilmiis, elde edilen DNA bantlari, transilliminator goruntiileme cihazinda

(Major Science) UV 1sik altinda incelenmistir.

3.9. istatistik

Verilerin degerlendirilmesinde istatistiksel analizler igin IBM-SPSS (Statistical
Package for Social Science-Version 22) programi kullanilmustir. Kategorik verilerin
karsilastirilmasinda Ki-kare testi ve Fisher kesin Kki-kare testi kullanilmistir. Anlamlilik
P<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir. CLSI yonergelerine gore kategorik uyum, biytk
hata ve ¢ok biiyiik hata oranlari belirlenmistir. Kategorik uyum (KU); 6lcilen testin
referans teste gore duyarli izolati duyarli ve direncgli izolat1 direngli saptayabilmesi
olarak tanimlanmis ve >%90 olmasi anlaml1 kabul edilmistir. Biiyiik hata oran1 (BH);
referans yontemle duyarli bulunup 06lgiilen testte direngli bulunan izolatlar ic¢in
tanimlanmis olup <%3 olmas1 anlamli kabul edilmistir. Cok biiyiik hata oran1 (CBH);
referans yontemle direngli bulunan izolatin dlgiilen testte duyarli bulunmasi olarak

tanimlanmistir ve <%3 olmasi anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Hitit Universitesi Corum Erol Olgok Egitim ve Arastirma hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar1 bakteriyoloji boliimiine Mart 2021-Ocak 2023 tarihleri
arasinda ¢esitli kliniklerden gonderilen ve karbapenemlere direncgli olan 103 P.
aeruginosa izolat1 ¢aligmaya dahiledilmistir. Bu izolatlarin 64’tinii (% 62) erkek
hastalarm ornekleri, 39’unu (%38) kadin hastalarin 6rnekleri olusturmustur. Calismada
en ¢ok izolat toplanan klinikler yogun bakim servisleri olmustur. izole edilen P.
aeruginosa suslarmm 13’ind (%13) kan, 42’sini (%41) derin trakeal aspirat (DTA),
2’sini (%2) balgam, 26’sin1 (%25) doku biyopsi 6rnegi, 7’sini (%7) yara, 7’sini (%7)
idrar, 5’ini periton (%4) ve 1’ini (%1) plevra 6rnekleri olusturmustur. Calismaya alinan
P. aeruginosa izolatlarmin Kliniklere gore dagilim yiizdeleri Sekil 6’da, izolatlarin

ornek turlerine gore dagilim yuzdeleri Sekil 7°de gosterilmistir.

39% o e oo

3% H Yogun bakim
m Dahili klinikler
i Cerrahi klinikler
Poliklinikler

50%

Sekil 6. CRPA izolatlarinin kliniklere gore dagilim yiizdeleri

m Solunum yolu 6rnekleri M Yara ve Doku 6rnekleri ®mKan = idrar W Steril Viicut Sivisi Ornekleri
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Sekil 7. CRPA izolatlarinin 0rnek tlrlerine gore dagilim ytizdeleri
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Calismaya dahil edilen 103 CRPA izolatinin VITEK 2 sonuglarina gore %96,1°1
piperasilin tazobaktama, %76,7’si seftazidime, %79,6’s1 sefepime, %80,6’s1

siprofloksasine, %51,5°1 ise amikasine direngli bulunmustur.

Izolatlarin SMD sonuglarma gére 717 (%69) CZA’a duyarh, 32’si (%31) CZA’a
direncli bulunmustur. Disk diflizyon yontemi ile izolatlarin 68’1 (%66) CZA’ya duyarl
bulunmus, 33’ (%32) direngli tespit edilmistir. Disk difuizyon ydntemi uygulanan
izolatlardan 98’1 SMD sonuglari ile uyumlu sonug vermis, ikisi teknik belirsizlik alani
icerisinde bulunmus, ii¢ izolatta yontemler arasi uyumsuzluk gozlenmistir. Teknik
belirsizlik alan1 i¢inde bulunan izolatlar SMD ile duyarli bulunmustur. U¢ uyumsuz
izolatin ikisi disk diflizyon ile CZA’a direngli olup SMD ile duyarli bulunurken, bir
izolat disk diftizyon ile CZA’a duyarli ve SMD ile direngli saptanmustir. Kategorik
uyum %95,1 olarak saptanmis, BH %5,7 ve CBH: %3 olarak bulunmustur.

103 CRPA izolat1 igerisinde PCR ile 2 NDM, 1 VIM ve 8 GES {reten izolat
tespit edilmistir. CIM ile fenotipik olarak karbapenemaz varhigi arastirilan izolatlarin
5’inde CIM pozitifligi saptanmistir. NDM ve VIM reten 3 izolatta CIM pozitifligi
saptanmis; GES iireten izolatlarin 6’sinda CIM sonucu belirsiz olarak tespit edilirken
ikisinde CIM sonucu negatif bulunmustur (Duyarlilik: %97.8, Ozgiilliik: %81.2,
P<0.001). CZA ve MEM duyarliliginin disk diflizyonla belirlenmesi Sekil 8°de, pozitif
ve negatif kontrol 6rnekleri ile pozitif, negatif ve belirsiz izolatlarin CIM sonuglar1 Sekil
9°da, CRPA suslarmda SMD ile MiK belirlenmesi Sekil 10°da gosterilmistir.

Sekil 8. CRPA izolatlarinda CZA ve MEM duyarliliginin disk difiizyonla belirlenmesi (sol:
CZA duyarli/MEM direncli, sag: CZA direngli/MEM direngli)
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Sekil 9. CIM sonucu pozitif, negatif ve belirsiz olan izolatlar ile pozitif ve negatif kontrol
ornekleri (1: IMP pozitif kontrol, 2,5 ve 9: CIM (+) izolat, 3: KPC pozitif kontrol, 4 ve 8: CIM
(-) izolat, 6: P. aeruginosa ATCC 27853 (Negatif kontrol) 7: CIM sonucu belirsiz izolat)

Sekil 10. CRPA suslarinda SMD ile MIK belirlenmesi
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Izolatlarm CZA disk difiizyon zon ¢aplar1 ve yorumlari, CZA MIK sonuglar1 ve
yorumlari, CIM sonuglar1 ve PCR sonuglar1 Tablo 13’te, agaroz jel elektroforezinde

tespit edilen PCR amplifikasyon tirtinleri Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13°te gosterilmistir.

Tablo 13. CRPA izolatlarmin CZA disk difiizyon, CZA MIK, CIM ve PCR sonuglari

CZA [ CZA [ on | CZA
Izolat Ornek Cinsiyet | Yattig1 servis zon zon | e MIK CIM PCR
capt | yorum yorum
CRPA-1 DTA E 3. basamak 21 s 4 s Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-2 KAN E 3. basamak 12 R 16 R | Negatif | (-
yogun bakim
CRPA-3 KAN K 3. basamak 17 | ATU | 8 S | Negatif | (9
yogun bakim
CRPA-4 KAN g | Divabetik Ayak | g R 16 R | Negatif | ()
Servisi
CRPA-5 KAN E 3 gk 11 R 8 S | Negatif | (9
yogun bakim
Gastroenteroloji .
CRPA-6 KAN K i 9 R 16 R | Negatif | ()
CRPA-7 KAN E 2. DggRpek 8 R 16 R | Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-8 KAN E Gas‘g’e”t?ro'o" 14 R 16 R | Negatif | ()
ervis
CRPA-9 KAN E 1. basayele 20 s 4 S | Negatif | (9
yogun bakim
CRPA-10 | KAN K Genel Cerrahi |5 R 16 | R | Negatif | ()
Servis
CRPA-11 | KAN K Ga“rsogrnvtiesro'o“ 13 R 16 R | Negatif | ()
Genel Cerrahi .
CRPA-12 | KAN E s 9 R 16 R | Negatif | ()
CRPA13 | PERITON | E | Cenglcemani |55 | g | 3 | R | Negatif | ()
CRPA-14 | PERITON E Ge”g:er%?;rah' 23 s 4 S | Negatif | ()
CRPA-15 | PERITON K Ge”f;r‘\ﬁgrah' 12 R 16 R | Negatif | ()
CRPA-16 | PERITON E Nefroloji servisi 22 S 8 S Negatif O]
CRPA-17 | DOKU E D'ya;’:rt\'/'i‘sﬁyak 24 s 2 S | Negatif | ()
CRPA-18 | DOKU g | DAY 4 | s | 8 | s | Negatif | ()
CRPA-19 | DOKU | DhebetkAk) g S 8 S | Negatif | ()
CRPA20 | DOKU K | Divebetik Ayak g S 8 s | Negatif | ()
CRPA21 | DOKU | DabetikAyak | gy R | 4 | s | Negatif | ()
Servisi
CRPA22 | DTA K 3. basamak 19 S 8 s | Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-23 | DOKU K D'yai’:rt\'/‘i‘sﬁyak 0 R |>128| R | Poztif | NDM
CRPA-24 | DOKU k| DWebRtKAYAK | | s | 16 | R | Negatif | ()
CRPA-25 | DOKU g | DivebetkAvak | g S 8 S | Negatif | ()
CRPA26 | DOKU K | Divebetik Avak | g S 8 s | Negatif | ()
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3. basamak

CRPA-27 DTA E : 18 4 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-28 | DOKU K Diyabetik Ayak | 5, 4 Negatif | (-)
Servisi
Diyabetik Ayak .
CRPA29 | DOKU E servis: 26 4 Negatif | ()
CRPA-30 DTA E 3. basamak 21 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-31 | DOKU g | DiyabetikAyak | op 4 Negatif | ()
Servisi
Diyabetik Ayak .
CRPA32 | DOKU E servis: 25 4 Negatif | ()
CRPA33 | DOKU k | Divabetik Ayak | o, 2 Negatif | ()
Servisi
CRPA-34 | DOKU g | DiyabetikAyak | 5, 4 Negatif | ()
Servisi
CRPA-35 | DOKU E D'ya?:rt\'/'i‘sfyak 15 16 Belirsiz | GES
CRPA-36 | DOKU E D'yai’::\'/'i‘sfyak 12 16 Belirsiz | GES
CRPA-37 | DOKU g | DiyabetikAyak | op 2 Negatif | ()
Servisi
CRPA-38 | DOKU E D'ya?:rt\'/'i‘siAyak 14 32 Belirsiz | GES
CRPA-39 | DOKU E D'yag’:rt\'/'i‘siAyak 13 64 Belirsiz | GES
CRPA-40 | DOKU E Diya?:rt\i/'i‘siAyak 14 16 Negatif | GES
CRPA-41 | DOKU K D'yag’:rt\'/'i‘siAyak 12 16 Negatif | GES
CRPA-42 | DOKU E DivglRIK Ayak g 128 Belirsiz | GES
Servisi
CRPA-43 | PLEVRA K E. basamalg 11 16 Negatif | ()
yogun bakim
Diyabetik Ayak .
CRPA-44 | DOKU K ervis: 21 4 Negatif | (-)
CRPA-45 DTA E 3. basamak 23 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-46 DTA E 3. basamak 22 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-47 DTA K 3. basamak 11 64 Pozitif | ()
yogun bakim
CRPA-48 DTA E 3. basamak 24 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-49 DTA E 3. basamak 25 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-50 DTA E 3. basamak 20 4 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-51 KAN K 1. basamak 18 4 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA52 | DTA E 2. basamak 22 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA53 | DTA E 3. basamak 20 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-54 DTA K 3. basamak 20 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPAS5 | DTA K Goglis Cerrahi |1 4 Negatif | ()
Servisi
CRPA56 | BALGAM E Kalp Damar 19 4 Negatif | (-)
Servisi
CRPA-57 DTA K 3. basamak 0 >128 Pozitif | NDM
yogun bakim
CRPAS58 | PERITON | K Genel Cerrahi |, 16 Negatif | ()

Servis




3. basamak

CRPA-59 DTA voam baln 19 4 Negatif | (-)
CRPA-60 DTA 3. basamak 18 2 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-61 DTA 3. basamak 21 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-62 DTA 3. basamak 18 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-63 DTA 3. basamak 19 8 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-64 DTA 3. basamak 20 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-65 DTA 3. basamak 27 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-66 DTA 3. basamak 11 16 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-67 KAN 2. basamak 15 16 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-68 DTA 3. basamak 21 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-69 DTA 3. bk 18 8 Negatif | (-
yogun bakim
Diyabetik Ayak .
CRPA-70 DTA o 13 16 Pozitif | ()
Diyabetik Ayak .
CRPA71 | DOKU ' 26 2 Negatif | ()
CRPA-72 DTA garsamak 18 4 Negatif | (-)
yogun bakim
CRPA-73 DTA 3. basageRe 18 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-74 DTA 3 fFmak 13 16 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-75 DTA k. basamelg 19 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-76 DTA 3. basamak 20 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-77 DTA 3. basamak 18 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-78 DTA 3. basamak 18 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-79 DTA 3. basamak 20 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-80 DTA 3. basamak 0 64 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-81 DTA 3. basamak 19 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA82 | DTA 3. basamak 21 8 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA83 | DTA 3. basamak 24 2 Negatif | ()
yogun bakim
Gogiis
CRPA-84 | BALGAM hastaliklart 21 4 Negatif -
servisi
CRPAS5 | DTA 3. basamak 22 4 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA86 | DOKU Diyabetik Ayak | 4 16 Negatif | ()
Servisi
CRPA87 | IDRAR 3. basamak 11 32 Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-88 IDRAR Palyatif servisi 21 4 Negatif 6]
CRPA-89 | IDRAR Enfeksiyon 25 4 Negatif | ()
Servisi
CRPA-90 | IDRAR Enfeksiyon 23 4 Negatif | ()

poliklinigi




) Gogiis
CRPA-91 IDRAR E hastaliklar1 26 S 2 S Negatif )
Servisi
CRPA-92 DTA E 3. basamak 18 S 4 S Negatif | ()
yogun bakim
) Gogiis
CRPA-93 IDRAR E hastaliklar1 20 S 8 S Negatif O]
servisi
CRPA94 | YARA K 3. basamak 22 S 8 S Negatif | ()
yogun bakim
CRPA95 | IDRAR E 3. basamak 19 S 8 s | Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-96 | YARA K D'yag’eert\'/'i‘sfyak 25 s 4 S | Negatif | (9
CRPA97 | YARA E E”:ee:‘\figo” 16 | ATU | 8 s Negatif | ()
CRPA-98 | YARA K D'yag’eert\'/'i‘sfyak 14 R 16 R | Belirsiz | GES
CRPA-99 DTA K 3. basamak 18 s 4 s Negatif | ()
yogun bakim
CRPA-100 | YARA E Enfalgigon 0 R | 64 | R | Pozitif | VIM
poliklinigi
CRPA-101 YARA K Palyatif servisi 18 S 8 S Negatif ()
CRPA-102 | DTA E . basanyly 20 s 8 S | Negatif | (9
yogun bakim
CRPA-103 | YARA K 3 gk 23 s 4 S | Negatif | (9
yogun bakim

CZA: Seftazidim avibaktam, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon, CIM: Karbapenem
inaktivasyon metodu, S: Duyarli, R: Direncli, ATU: Teknik belirsizlik alam, DTA: Derin

trakeal aspirat

900 bp
TEIDD

438 b]l _>
IBIDD

Sekil 11. blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 ve blaVIM pozitif kontrolleri ile NDM ve VIM (ireten
izolatlarin PCR firtinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goruntiisu (1: blakKPC pozitif kontrol
susu (900bp), 2: blaNDM pozitif kontrol susu (782 bp), 3: blaOXA-48 pozitif kontrol susu (438
bp), 4: blaVIM pozitif kontrol susu (389 bp), 5 ve 6: NDM pozitif izolatlar, 7: VIM pozitif

izolat)

o1



587 bp

Sekil 12. blalMP pozitif kontrollerinin agaroz jel elektroforezindeki gorintisi

Sekil 13. blaGES pozitif kontrolii ile GES iireten izolatlarm PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisi (1: blaGES pozitif kontrol susu (864 bp); 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9: GES

pozitif izolatlar)
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5.TARTISMA

Firsatg1 ve CID bir patojen olan P. aeruginosa, hastane kaynakli pnémoniler,
VIP, idrar yolu enfeksiyonu, yanik yeri enfeksiyonu ve KDE gibi yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip enfeksiyonlarin 6nemli bir nedeni olmaya devam etmektedir. P.
aeruginosa'nin inat¢t dogasi, dinamik antimikrobiyal direng yollar1 ve saglik hizmetleri
iizerindeki 6nemli yiikii nedeniyle, Diinya Saglk Orgiitii tarafindan kritik &ncelikli

patojen olarak tanimlanmis ve yeni tedavi segeneklerinin aciliyeti vurgulanmistir (123).

Karbapenemler, antipsodomonal B-laktamlara direngli P. aeruginosa'nin neden
oldugu enfeksiyonlar igin tercih edilen bir ila¢ grubudur. Son yillarda P. aeruginosa'da
karbapenem diren¢ orani hizla artmistir, bu ylizden karbapenem direncli P.
aeruginosa’nin (CRPA) yayilimi, diinya capinda bir halk sagli§i sorunu haline
gelmistir. P. aeruginosa’da karbapenem diren¢ mekanizmalar1; dis zar proteinlerinin
kaybi, disa atim pompalarinin ve kromozomal AmpC'nin asir1 ekspresyonu,
karbapenemaz genlerinin edinimi veya bunlarm birlikteligi gibi bir¢ok faktore baghdir.
Edinilmis karbapenemazlarin, 6zellikle MBL’lerin P. aeruginosa'da ortaya ¢ikmasi ve
yayilmasi, karbapenemlerin etkinligi i¢in tehdit olusturmaktadir. Simdiye kadar, P.
aeruginosa'da smif A, B ve D karbapenemazlar tanmimlanmistr. Simf B MBL, P.
aeruginosa tarafindan siklikla tretilmektedir. Verona Integron-encoded MBL (VIM),
imipenemase (IMP) ve New Delhi MBL (NDM); P. aeruginosa'da tanimlanmis olan en

yaygin karbapenemaz grubu enzimlerdir (124, 125).

CRPA enfeksiyonu icin tedavi segenekleri smirlidir. Polimiksinler ve
aminoglikozidler CRPA tedavisinde kullanilmakla birlikte, artan direng ve nefrotoksik
etkileri nedeniyle alternatif tedavi yaklagimlarinin bulunmasi zorunlu olmustur (126).
CZA, igiincii kusak bir sefalosporin olan seftazidim ve non-f-laktam -laktamaz
inhibitdri avibaktamin bir kombinasyonudur. Avibaktam, Ambler sinif A (genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlar, KPC'ler), simif C (AmpC) ve bazi smif D (OXA-48) (-
laktamazlara kars1 giiclii in vitro aktiviteye sahiptir. Bu nedenle CID Enterobacterales

ve P. aeruginosa suslarma etkilidir. Bu kombinasyonun 6nemli bir sinirlamasi, MBL
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iireten (NDM, VIM, IMP vb.) izolatlar1 inhibe edememesidir (127). CZA; KiAE, KUSE
ve VIP tedavileri icin onaylanmstir (128). Ayrica CZA; amikasin, Kolistin, MEM ve
aztreonam gibi antibiyotiklerle kombine edildiginde CID P. aeruginosa’ya Kkarsi

sinerjistik aktivite gostermektedir (129).

Rutin laboratuvarlarda CZA duyarliligi igin referans yontem olan SMD’nin
uygulanmast zahmetli ve otomatize sistemlere benzer sekilde pahalidr. CZA
duyarliligimi giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in alternatif yontemlere ihtiyag vardir (8).
Bu calismada CRPA izolatlarinda CZA duyarliligini belirlemek i¢in ekonomik ve kolay
uygulanan bir yontem olan disk difiizyon yontemi ile altin standart yontem olan SMD
yontemi EUCAST ve CLSI kilavuzlar1 referans alinarak Kkarsilagtirilmistir. Ayrica
karbapenemaz varhigini arastirmak igin fenotipik olarak karbapenem inaktivasyon
metodu (CIM) kullanilmis ve genotipik olarak PCR yontemiyle sik goriilen
karbapenemaz genleri (KPC, IMP, VIM, NDM, OXA-48, GES) arastirilmistir.

Calismaya 103 CRPA izolat1 dahil edilmis olup, bu izolatlar en sik yogun bakim
unitelerinden (%50) izole edilmistir. Calismamizdaki P. aeruginosa suslar1 en sik
solunum yolu ornekleri ve yara &rneklerinden izole edilmistir. Ulkemizde yapilan
calismalarda da benzer sekilde CRPA izolatlar1 en sik yogun bakim {initelerinden izole
edilmis olup solunum yolu &rneklerinden izolasyon sik goriilmiistiir (130-134).
Calismamizdaki izolatlarmm CZA haricindeki direng oranlar1 piperasilin tazobaktam i¢in
%96,1, seftazidim icin %76,7, sefepim icin %79,6, amikasin icin %515 ve

siprofloksasin i¢in %80,6 olarak bulunmustur.

Ulkemizde P. aeruginosa’da CZA duyarliigmi degerlendirmek icin yapilan
calismalar smirlidir. Aydemir ve ark. (131) tarafindan yapilan ¢alismada CID 32 P.
aeruginosa izolatmin CZA duyarlilign E-test ile degerlendirilmis, izolatlarin
%78,2’sinde CZA duyarlilig: tespit edilmistir. Cetinkol ve ark. (132), 24 karbapenem
direncli P. aeruginosa izolatinin CZA duyarhiligini disk diflizyon ve E-test yontemiyle
degerlendirmigler ve bu iki yontem igin tiim izolatlarin sonuglar1 uyumlu bulunmustur.
[zolatlarin 20’sinde (%83,3) CZA’a duyarhlik tespit edilmis olup, CZA’dan sonra en
yiiksek duyarlilik gésteren antimikrobiyal ajan %33 ile amikasin olmustur. Mirza ve
ark. (133), MEM direngli 102 P. aeruginosa izolatinin CZA duyarhligim E-test ile
degerlendirmislerdir. Izolatlarin 85’inde (%83,3) CZA’a duyarlilik tespit etmislerdir.
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Calismamizda 103 CRPA izolatinin 68’1 disk diflizyonla CZA’ya duyarli bulunmus ve

bu caligmalara kiyasla direng orani yiiksek saptanmistir.

Hosbul ve ark. (134) tarafindan yapilan ¢alismada 100 karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatinn CZA duyarliligt SMD ile degerlendirilmis, bu izolatlarm %90’1
CZA’a duyarhi bulunmustur. Zalas-Wiecek ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 98
CRPA izolatinda CZA duyarliligit SMD ile arastirilmistir. CZA’a duyarl izolatlarin
orani %54,8 bulunurken yeni nesil BL/BLI haricinde en fazla duyarlilik saptanan
antimikrobiyal ajan %52 ile amikasin olmustur (135). Tayvan’da yapilan bir stirveyans
calismasinda 34 IPM direngli P. aeruginosa izolatinda SMD yontemi ile %79,2
oraninda CZA duyarlilig1 tespit edilmis, CZA ve kolistinden sonra en fazla duyarlilik
amikasinde (%97,1) gozlenmistir (136). Almanya’da yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada
448 MEM direngli P. aeruginosa izolatmm 213’ (%47,5) SMD yontemi ile CZA’a
duyarli tespit edilmistir (137). Latin Amerika Ulkelerini kapsayan bir sirveyans
calismasinda 835 MEM direncli P. aeruginosa izolatinin %61,9’u SMD yontemi ile
CZA’a duyarh bulunmustur (138). Amerika’da yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada ise
290 MEM direncli P. aeruginosa izolatinin %81’i CZA’a duyarli bulunmustur (139).
Calismamizda 103 CRPA izolatinda CZA duyarlihigi referans yontem olan SMD ile
degerlendirilmis; izolatlarin 71’1 (%69) duyarli, 32’si (%31) direncli olarak tespit
edilmistir. CZA’dan sonra en yiiksek duyarlilik oran1 %48,5 ile amikasinde gozlenmis

ve bu caligmalarla benzerlik gostermistir.

CZA duyarhiligi icin SMD ile disk difiizyon yontemi karsilastirildiginda,
calismamiza dahil edilen 103 CRPA izolatinin 98’inde disk diflizyon ve SMD sonuglar1
uyumlu gozlenmistir. iki izolat disk difiizyon yontemi ile teknik belirsizlik alani
icerisinde tespit edilirken bu izolatlar SMD ile duyarli bulunmustur. iki izolat disk
difuzyon yontemi ile direngli goriilmesine ragmen SMD ile duyarl tespit edilmis olup
bu durum blyik hata (BH) olarak degerlendirilmistir. Bir izolat disk difuizyon yontemi
ile duyarli bulunmasina ragmen SMD sonucu direngli tespit edilmis ve bu durum ¢ok
biiyiik hata (CBH) olarak degerlendirilmistir. Zhang ve ark. (2) tarafindan yapilan bir
cift merkezli ¢alismada 74 P. aeruginosa izolatinin CZA duyarliligi, SMD ve disk
difuzyon (30/20 pg) ile belirlenmistir. Bu izolatlarm 60’1 (%86) SMD ile CZA’a duyarli
tespit edilmis, disk diflizyon ile SMD kiyaslandiginda kategorik uyum %95,95 olarak
tespit edilmis, 3 izolatta (%21,4) CBH bulunmus, BH bulunmamistir. Wang ve ark. (8)
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tarafindan yapilan bir ¢alismada 74 P. aeruginosa izolatinda disk diflizyon ve SMD
yontemleri karsilastiridlmistir. Kategorik uyum %93,5 saptanmus, 4 izolatta BH
saptanmis (%7,1), bir izolatta ise CBH saptanmistir (%4,8). Calismamizda bu
caligmalara benzer sekilde kategorik uyum %95,1 bulunmus, BH oran1 %5,7 ve CBH

oran1 %3 ile yiiksek saptanmustir.

Han ve ark. (140) tarafindan yapilan bir calisgmada 182 P. aeruginosa izolatinda
SMD ve disk difuzyon (30/20 pg ve 10/4 pg) yontemleri kiyaslanmistir. SMD ile
CZA’a %78 oraninda duyarlilik saptanmis olup, 30/20 pg diskler igin kategorik uyum
%91,8 olarak tespit edilmis, BH %9,9 ve CBH %2,5 olarak bulunmustur. 10/4 pg
diskler icin kategorik uyum %387,9 olarak tespit edilmis, BH %15,5 bulunmus, CBH
tespit edilmemistir. Disk diflizyon yontemi ile (10/4 pg) teknik belirsizlik alani
icerisinde bulunan (16-17 mm) 16 izolatin tamami SMD ile CZA’a duyarh
bulunmustur. Daragon ve ark. (141) tarafindan yapilan bir ¢alismada 200 P. aeruginosa
izolatinda CZA duyarlihig: disk difiizyon (10/4 pg), E-test, Vitek2 sistemi ve SMD
olmak tizere dort farkli in vitro yontem ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismada iki farkl
marka icin disk diflizyon yonteminin kategorik uyumu %85,5 olarak bulunmus, BH
orant %16,9 olarak tespit edilmistir. Schaumburg ve ark. (142) tarafindan yapilan
calismada 192 P. aeruginosa izolatinin SMD ile CZA duyarliligi %64,1 bulunmus,
ayrica SMD ile iki farkli markanin disk yOontemi karsilastirilmistir. Bu calismada
kategorik uyum %79,7 ve %88 bulunmus, BH oranlar1 %30,9 ve %17,9 olarak tespit
edilmis ve CBH oran1 %1,4 bulunmustur. Bu calismalar ile disk diflizyon testi i¢in
kabul edilebilir kategorik uyum degerleri degiskenlik géstermistir. BH oranlarinin fazla
olmasi nedeniyle, disk diflizyon yonteminin duyarl izolatlarda basarili oldugu, ancak
direncli izolatlarda mutlaka alternatif bir dogrulama yontemine bagvurulmas: gerektigi
anlasilmaktadir. Calismamizda bu ¢alismalara benzer sekilde ylUksek BH oram
bulunmus, ancak kategorik uyum sonucu bu c¢aligmalardan farkli olarak yiiksek

saptanmustir.

Bircok antibiyotik intrensek veya kazanilmig direngten dolayt P. aeruginosa’ya
etkili degildir. Ozellikle karbapenemlere direncli P. aeruginosa’'nin ortaya gikis kiiresel
bir saglik sorunu haline gelmistir. Karbapenem direnci gelisiminde bir¢ok mekanizma
rol oynamaktadir. OprD porin proteininde kayip veya azalma, karbapenem direncinde

en sik goriilen mekanizmadir ve gogunlukla IPM’e karsi azalmig duyarlilikla iligkilidir.
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MexAB-OprM gibi disa atim pompalarinin asir1 aktivasyonu MEM direnciyle iliskilidir.
Porin kaybi, disa atim pompalarmin aktivasyonu ve indiiklenebilir AmpC
sefalosporinazlarin asir1 iiretimi gibi mekanizmalarin kombinasyonu ile IPM MIiK
degeri 256 pg/mL ve MEM MIK degeri 128 pg/mL diizeylerine cikabilir. Bunun
disinda karbapenemaz genlerinin edinilmesiyle de karbapenemlere direng gelisebilir.
Yirmi yili agkin bir siire dnce P. aeruginosa'da plazmid kodlu, aktarilabilir IMP tipi
MBL’mn ilk kez tanimlanmasiyla birlikte, P. aeruginosa i¢in Ambler smnif A, B ve D'ye

ait ¢ok sayida karbapenemaz tanimlanmistir (4, 143).

GES ve KPC, esas olarak GSBL olarak tanimlanan bir smif A serin f-
laktamazdir. Birgok alt tipi tanimlanmasiyla birlikte GES-2 ve GES-5 varyantlarmin
karbapenem hidrolizinden sorumlu oldugu gosterilmistir (144). Enzimin karbapenemaz
aktivitesi ¢ok diistiktiir (58). Bu ylizden GES, rutin fenotipik yontemlerle saptanamaz ve
tanimlanmasi i¢in molekiiler metodlar gereklidir (145). Giliney Afrika Cumhuriyeti’nde
2000 yilinda GES-2 Ureten P. aeruginosa ve Kore’de 2004 yilinda GES-5 Ureten P.
aeruginosa nin neden oldugu salginlar gozlenmistir. GES-5 Ureten P. aeruginosa dinya
capinda Kore, Cin, Hindistan, Fransa, Ispanya, Meksika ve Brezilya’dan rapor
edilmistir (57, 58). KPC iireten P. aeruginosa ilk kez 2007°de Kolombiya’dan
bildirilmis olup son yillarda Brezilya, Cin ve Almanya’dan KPC-2 Ureten P. aeruginosa
izolatlar1, Porto Riko’dan da KPC-5 (reten P. aeruginosa izolat1 bildirilmistir (66, 143,
146). Avrupa iilkelerinde, Rusya’da, Tayland ve Cin’de KPC ve GES dUreten P.
aeruginosa izolatlar1 yiiksek riskli klonlar olan ST235, ST111, ST357 ve ST463’te

tanimlanmustir.

P. aeruginosa’da Smif D karbapenemazlar diinya ¢apinda yaygm degildir.
Siklikla A. baumannii’de bulunan OXA-23, OXA-40, OXA-48 ve OXA-58 P.
aeruginosa’da da nadiren goriilmiistiir (4, 147). OXA-48, Hindistan’da E. coli ve P.
aeruginosa koenfeksiyonu mevcut olan bir vakadan bildirilmistir. Plazmid (zerinde
tagman bir sinif 1 integron tizerinde tanimlanan OXA-198 Belgika’dan, OXA-181 ise
Birlesik Krallik’tan bildirilmistir (4, 148). Ulkemizden ilk OXA tipi karbapenemazlarm
bildirimi Esenkaya ve ark. (149) tarafindan yapilmis, bu ¢alismada 184 CRPA izolatinin
12’sinde OXA-23, 1’inde OXA-40 ve 1’inde OXA-58 tespit edilmistir.

Sinif B MBL enzimleri, P. aeruginosa izolatlar1 tarafindan iiretilen en yaygin

karbapenemaz trddur. Bunlar arasinda VIM en yaygin olanidir, ardindan IMP ve NDM
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gelir. P. aeruginosa nin bdlgesel yayilimlar: sonucu AIM, GIM ve SPM bildirimleri de
olmustur (4, 163, 166).

VIM-1 dreten P. aeruginosa, ilk kez 1997’de italya’nin Verona bdlgesinde
Lauretti tarafindan kromozomal yerlesimli olarak izole edilmistir. Daha sonra alt tip
olan VIM-2, Poirel tarafindan smif 1 integron yerlesimli olarak tespit edilmistir. VIM-2,
diinya genelinde baskin olan subtiptir, VIM-1’¢ kiyasla IPM ve MEM’i 10 kat fazla
hidrolize edebilme yetenegine sahiptir. Su ana kadar 66’dan fazla VIM varyant
tanimlanmistir. Bu varyantlarin ¢ogu VIM-2 nin nokta mutasyonlar1 veya aminoasit
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. VIM-2’nin Gretimi 6zellikle Avrupa Ulkelerinde
ST111 riskli klonunda sik olarak goriilmektedir. IMP, ilk olarak Watanabe ve ark.
tarafindan 1988 yilinda Japonya’da bir plazmiddeki smif 1 integron {izerinde
bulunmustur. IMP, VIM’den sonra Avrupa’da en sik ikinci goriilen MBL tipidir.
IMP’nin 79’dan fazla varyant1 vardir, bunlarin iginde yaygin goriilen subtipi IMP-1"dir,
ancak Asya Ulkelerinde IMP-6 ve IMP-9 6n plana ¢ikmaktadir. IMP-6, diger subtiplere
gbre MEM’i IPM’den daha iyi hidrolize edebilmektedir. Yiksek riskli klonlardan
ST357 siklikla IMP iiretmektedir.

NDM, ilk olarak Hindistan’a seyahat hikayesi bulunan bir hastada K.
pneumoniae izolatindan tanimlanmistir. NDM iireten P. aeruginosa ise, ilk kez Jovcic
ve ark. tarafindan 2013’te Sirbistan’da tanimlanmis ve bu izolatin ST235 yiiksek riskli
klonuna ait oldugu ortaya ¢ikmistir. NDM’nin 27’den fazla varyanti bulunmaktadir,
bunlardan en sik goriilen alt tip NDM-1dir. Diinya ¢apinda yaygin olan NDM iireticisi
ST235 klonuna ek olarak 2021 yilinda NDM-1 iireten ST308 klonu tanimlanmis ve
diinya ¢apmnda kiiresel bir risk haline gelmistir. VIM, NDM ve IMP kitalararasi
yayilima neden olsa da baz1 MBL’ler, bolgesel yayilimla smurli kalmistir. SPM, AIM,
GIM ve SIM gibi simif B MBL’ler daha az siklikla gézlenmektedir (4, 66, 143).

P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz Uretimini saptamak Enterobacterales
uyelerine gore zordur. Karbapenemaz retimini saptamak icin bircok fenotipik yontem
mevcuttur. CIM ve mCIM, karbapenemaz saptanmasi i¢in basit ve diigiik maliyetli olan
yontemlerdir. Nonfermenter gram negatif bakteriler icin CIM ile ilgili sinirli sayida
caligma vardir. P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz {iiretimi igin altin standart
yontem molekdiiler metodlardir (150). Calismamizda 103 CRPA izolatinin 5’inde CIM
pozitifligi tespit edilmistir. PCR yontemi ile, CIM sonucu pozitif tespit edilen 5 izolatin
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ikisinde NDM geni, birinde VIM geni tespit edilmistir. CIM sonucu pozitif olan iki
izolatta ise karbapenemaz geni saptanamamistir. CRPA izolatlar1 igin CIM sensivitesi
%97,8, spesifitesi %81,2 bulunmustur. Calismamizda P. aeruginosa’da sik goriilen
karbapenemazlar arastirilmis, yaygin goriilmeyen GIM, SIM, AIM, SPM gibi MBL
genleri ile OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA-181, OXA-198 gibi D smnifi
karbapenemaz genleri arastirilmamistir. Bu yiizden CIM pozitif olup karbapenemaz
geni saptanamayan izolatlarin, arastirdigimiz genlerin disinda bir karbapenemaz geni
bulundurdugunu diisiinmekteyiz. Calismamizda bulunan verilere benzer sekilde
Gutiérrez ve ark. (150) tarafindan yapilan bir ¢alismada karbapenem direngli ancak
karbapenemaz (NDM, VIM, IMP ve KPC) uretmeyen 95 P. aeruginosa izolatinin
4’linde CIM pozitifligi tespit edilmistir.

Calismamizda PCR ile GES iiretimi saptanan 8 izolatin 6’sinda CIM sonucu
belirsiz olarak yorumlanmis, ikisinde CIM sonucu negatif bulunmustur. Bu ¢alismalara
benzer sekilde Gill ve ark. (151) tarafindan yapilan bir ¢alismada 126 P. aeruginosa
izolatinin 57’sinde GES karbapanemaz tespit edilmis, bu izolatlarin 15’inde modifiye
karbapenem inaktivasyon metodu (mCIM) negatif tespit edilmistir. Lisboa ve ark. (152)
tarindan yapilan bir ¢alismada karbapenemaz iirettigi bilinen 31 P. aeruginosa izolati
calismaya dahil edilmis ve mCIM performans1 degerlendirilmistir. izolatlardan 2’sinde
mCIM sonucu pozitif ¢ikmasina ragmen karbapenemaz geni tespit edilememistir.
[zolatlarin 4’tinde mCIM sonucu negatif bulunmus, bu izolatlardan 2’sinde GES-5,
birinde NDM ve birinde VIM tespit edilmistir. Ferjani ve ark. (153) tarafindan yapilan
bir c¢alismada GES iirettigi bilinen 15 izolatin 10’unda mCIM sonucu negatif
bulunmustur. Gill ve ark. (154) yaptig1 baska bir caliymada 12 GES dreten P.
aeruginosa izolatinin 6’st mCIM pozitif bulunurken 6’s1t mCIM negatif bulunmustur.
Yapilan bu calismada GES iireten izolatlarin inokuliim miktar1 ve inkiibasyon siireleri
artirildiktan sonra mCIM sonuglarinda pozitiflesme goriilmiistiir. Bu ¢alismalar, mCIM
veya CIM pozitifligi saptanamamasmin nedenini GES karbapenemazlarin diisiik
katalitik aktiviteye sahip olmasi ve bu nedenle karbapenem hidrolizinin tam

gerceklesmemesi olarak agiklamaktadir.

Song ve ark. (155) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 20 IMP-6 Ureten ve 11 VIM-
2 Ureten P. aeruginosa izolatinin tamaminda CIM pozitif saptanmustir. Zwaluw ve ark.

(97) tarafindan yapilan baska bir calismada bir IMP {ireten ve ti¢ VIM dreten P.
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aeruginosa izolatinda CIM pozitifligi saptanmistir. Akhi ve ark. (98) tarafindan yapilan
calisgmada 29 IMP iireten P. aeruginosa izolatmin 28’inde ve 6 VIM iireten P.
aeruginosa izolatinin tamammda CIM sonucu pozitif bulunmustur. Gill ve ark. (154)
yaptig1 calisgmada 96 karbapenemaz iirettigi bilinen (KPC, GES, VIM, NDM, IMP,
SPM) P. aeruginosa izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir. NDM iireten 13 izolatin 12’sinde
mCIM sonucu pozitif saptanirken VIM, IMP, SPM ve KPC iireten suslarin tamaminda
MCIM sonucu pozitif saptanmistir. Calismamizda da bu ¢aligmalara benzer sekilde PCR
ile VIM iirettigi saptanan bir izolatta ve NDM f{irettigi saptanan iki izolatin tamaminda

tamaminda CIM sonucu pozitif bulunmustur.

CRPA izolatlarinda karbapenemaz genlerinin arastirilmasi ile ilgili tilkemizde ve
diinyada pek cok ¢ahisma mevcuttur. Ulkemizde Malkogoglu ve ark. (156) 84 CRPA
izolatinda KPC, IMP, VIM, NDM, OXA-48 ve GES genlerini PCR yontemiyle
arastirmistir. Bu calismada ii¢ izolatta CIM ile karbapenemaz iiretimi saptanmis ve PCR
ile 2 VIM ve 1 GES izolati tespit edilmistir. Bu suslarin ileri sekans incelemesinde ise
izolatlarda sirasiyla VIM-1, VIM-2 ve GES-5 tespit edilmistir. Vural ve ark. (157)
tarafindan yapilan ¢calismada 58 CRPA izolatinda IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2, GIM-
1 ve SPM genleri PCR ile arastirilmis, bu izolatlarin 6’sinda VIM-1 ve birinde GIM-1
tretimi saptanmistir. Cekin ve ark. (158) tarafindan yapilan ¢alismada P. aeruginosa
icin ilk yiiksek riskli klon bildirimi yapilmistir. Bu ¢alismada KPC, NDM, VIM, IMP,
SIM, GIM, GES, OXA-48, OXA-23 ve OXA-198 genleri PCR ile arastirilmistir. Bu
izolatlarin birinde VIM geni tespit edilmis ve ileri sekans incelemesinde VIM-5 {irettigi
saptanarak ST308 yiiksek riskli klonuna ait oldugu gosterilmistir. Bir diger izolatta ise
mevcut c¢alisilan karbapenemaz genleri saptanamamis ancak CIM pozitif saptanmis,
ileri sekans incelemesinde ise IMP-7 irettigi ve ST357 klonuna ait oldugu
gosterilmistir. Iraz ve ark. (159) tarafindan yapilan calismada CRPA izolatlar1 IMP,
VIM, OXA ve GES karbapenemazlar agisindan taranmis ileri sekans analizi sonucunda
siif 1 integronda yerlesimli VIM-38 ve GES-5 saptanmistir. Besli ve ark. (160)
tarafindan yapilan calismada 334 CRPA izolatindan 32’sinde MBL iiretimi tespit
edilmis, bu izolatlardan IMP, VIM, GIM SIM ve SPM genleri arastirilmustir. Izolatlarm
16’sinda VIM ve 8’inde IMP tespit edilmis, bir hastada ise hem VIM hem de IMP
saptanmustir. Vatansever ve ark. (161) tarafindan yapilan ¢alismada kolistin direngli 11
P. aeruginosa izolatinda IMP, NDM, OXA, VIM ve KPC karbapenemazlar taranmis,
iki izolatta NDM saptanirken 11 izolatta ise NDM ve OXA-48 birlikteligi tespit edilmis
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ve ST235 klonu ile iliskili bulunmustur. Bu ¢aligma P. aeruginosa igin Avrupa ve
Tiirkiye’de NDM ve OXA-48 birlikteligi agisindan ilk bildirim olmustur. Cayc1 ve ark.
(162) tarafindan yapilan ¢alismada 200 CRPA ¢alismaya dahil edilmis olup IMP, VIM,
NDM, GES, SPM, GIM ve SIM genleri arastirilmistir. Bu izolatlardan birinde NDM,

birinde ise VIM tespit edilmistir. Calismamizda da iilkemizde yapilan ¢aligmalara

benzer sekilde 103 CRPA izolatinin 8’inde GES, 2’sinde NDM ve birinde VIM

saptanmistir. Dinyada P. aeruginosa izolatlarindaki karbapenemazlar1 bildiren bazi

calismalar Tablo 14’te aciklanmistir.

Tablo 14. Diinyada P. aeruginosa izolatlarindaki karbapenemazlari bildiren baz1 galigmalar

Karbapenemaz
Calisma Yil Ulke ureten izolat Molekuler karakterizasyon Referans
sayisl
KPC (3), AIM (3), GIM (&),
D";ekt V& 2012 Fransa 22 IMP (4), NDM (2), SPM (1),  (163)
' VIM (5)
T';ftk"e 2013 Kanada 13 GES (2), IMP (5), VIM (6) (164)
Huang ve GES (2), KPC (1), GIM (1),
arlf 2014  Belcika 77 IMP (9), NDM (1), SPM (1),  (165)
' VIM (58), OXA-198 (4)
Soirel ve _ GES (2), KPC (1), FIM (1),
iy 2015  isvicre 15 GIM (1), IMP (4), NDM (1),  (166)
' SPM (1), VIM (4)
KaDYVe 2016 lsveg 13 IMP (2), VIM (11) (167)
GES (3), KPC (5), AIM (1),
Bernabeu GIM (1), IMP (9), NDM (2),
veark, 2017 Fransa 30 SPM (1), VIM (7), OXA-198 (168
€]
Rudresh ve - IMP + NDM (6), NDM (7),
ark. 2017 Hindistan 16 VIM (2), OXA-48 (1) (169)
H‘;';E Ve 2019 Kore 7 GES-5 (1), GES-24 (6) (170)
Huveark. 2021 Cin 180 KPC-2 (171)
Nakavama IMP-1 (16), IMP-7 (2), VIM-2
y 2022  Japonya 21 (2), IMP-10 + IMP-34 + IMP-41  (172)
ve ark. (1)
Wendel ve VIM-1 (1), VIM-2 (17), VIM-4
ark. 2022  Almanya 20 (1), NDM-1 + GES-5 (1) (173)
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CRPA izolatlarinda karbapenemaz enzimleri haricinde karbapenem direncinden
sorumlu baska mekanizmalar da vardir. OprD porin kayb1 ve disa atim pompalarinin
asir1 aktivasyonu karbapenemazlar diginda sik gorilen direng mekanizmalaridir. Bu
direng mekanizmalarini konu almis pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Terzi ve ark. (174)
tarafindan yapilan bir ¢alismada IPM’e direngli 18 P. aeruginosa izolatinin 13’iinde
onemli Ol¢lide azalmis OprD ifadesi tespit edilmistir. Fournier ve ark. (175) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada IPM direngli 109 P. aeruginosa izolatinin 94’iinde (%86,2)
mutasyon kaynakli OprD kaybi tespit edilmistir. Dobrevska ve ark. (176) tarafindan
yapilan bir calismada ise 29 CID P. aeruginosa izolatinda %97 oraninda OprD kaybi ve
%72 oraninda MexXY-OprM diga atim pompasinda agir1 ekspresyon tespit edilmistir.
Muderris ve ark. (177) tarafindan yapilan bir ¢calismada 80 CRPA izolatinin %55’ inde
OprD kaybi, %47,6’sinda MexAB-OprM disa atim sisteminde asir1 ekspresyon tespit
edilmis, 4 izolatta ise karbapenemaz Uretimi, porin kayb1 ve disa atim pompasinin asir1
ekspresyonu birlikte tespit edilmistir. Calismamizda PCR ile karbapenemaz Uretimi
saptanamayan 92 izolat mevcut olup, bu izolatlarin karbapenem direncinde buyiik paya
sahip olan porin kaybiyla birlikte disa atim pompalarmin ve AmpC’nin asiri
ekspresyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada arastirilan
genler (KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48 ve GES) disinda saptanamayan baska
karbapenemaz genlerinin (SIM, GIM, AIM, SPM vb. ) de karbapenem direncine katk1

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

CRPA izolatlarinda CZA direng oranlar1 diinya genelinde %38-%52 seviyelerine
ulagsmustir. CZA, sinif B MBL Ureten P. aeruginosa izolatlarina etkili degildir ve MBL
Ureten izolatlara %95’in iizerinde diren¢ bildirilmistir. CRPA izolatlarnda CZA
direncinin sebepleri; antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu, kimyasal modifikasyon ile
hedef bolge degisikligi (PBP2/PBP3), OprD porin kaybi, disa atim pompalarindaki ve
AmpC ekspresyonundaki artis gibi mekanizmalardir (86). Fraile-Ribot ve ark. (178)
tarafindan yapilan bir ¢alismada OXA-2 mutanti oldugu gosterilen OXA-539’un CZA
direncinde rol oynadig1 gosterilmistir. Lahiri ve ark. (179), yaptiklar1 ¢alismada CZA
direngli P. aeruginosa izolatlarinda kromozomal AmpC mutasyonlari tespit etmiglerdir.
Bu izolatlarda CZA MIK degerleri 64-256 pg/mL arasinda bulunmustur. Atkin ve ark.
(180) tarafindan yapilan ¢alismada CZA direngli izolatlarda edinilmis karbapenemazlar,
AmpC gen ekspresyonu, OprD porin kaybi ve disa atim pompalarinin varhgi

arastirilmig; izolatlarin %77,8’inde OprD porin kayb1 gdzlenirken, %66,7’sinde artmis
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AmpC ekspresyonu, %?22,2’sinde yiiksek MexC ekspresyonu, %22,2’sinde orta
diizeyde MexX ve MexA ekspresyonu saptanmistir.

Calismamizda 2 NDM ve 1 VIM iirettigi gosterilen izolatta MBL Uretimi
nedeniyle CZA MIK degerleri 64 pg/mLve iizerinde bulunmustur. GES (reten 8
izolattave karbapenemaz saptanamayan 21 izolattada SMD ile CZA’a direng tespit
edilmistir. GES {ireten izolatlarin, serin karbapenemaz grubunda olmasi nedeniyle
CZA’a duyarh olmasi beklenmektedir. Ancak bu izolatlarda karbapenemazlar disinda
cesitli mekanizmalarin birlikteligi (OprD kaybi, AmpC ekspresyonundaki artis, disa
atim pompasi aktivasyonu vb.) nedeniyle CZA direnci goriilebilmektedir. Calismamiza
benzer sekilde Nichols ve ark. (181) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 2840 CRPA
izolatinin 85’inin MBL {iretmeyen GES iireticisi oldugu saptanmig ve bunlarin 28’inin
CZA’a direngli oldugu tespit edilmistir. Latin Amerika iilkelerini kapsayan bir
sirveyans c¢alismasinda 750 P. aeruginosa izolatmin 33’iinde GES karbapenemaz
Uretimi tespit edilmis, GES {ireten izolatlarin 24’tinde CZA direnci saptanmistir (182).
Kiratisin ve ark. (183) tarafindan yapilan bir siirveyans c¢alismasinda ise GES tipi
karbapenemaz (reten P. aeruginosa izolatlarinda %37 oraninda CZA’a direng tespit

edilmistir.

Seftazidim avibaktam duyarliliginin hizli bir sekilde belirlenmesi rutin
laboratuvarlar icin 6nemlidir. Rutin laboratuvarlar CID P. aeruginosa nin etkin
tedavisine katkida bulunmak amaciyla disk diflizyon gibi maliyet agisindan uygun olan

yontemleri kullanmalidir.

Karbapenemaz ureten P. aeruginosa izolatlari, 6nemli bir kiiresel saglik tehdidi
olmaya devam etmektedir. Bakteriler arasindaki horizontal gen transferi sonucunda CID
P. aeruginosa’daki edinilen karbapenemaz genleri nozokomiyal enfeksiyonlar ve
enfeksiyon kontrol onlemleri acisindan 6nem arz etmektedir. Karbapenemazlari ve
CZA’a diren¢ mekanizmalarmin tanimlanmasi epidemiyolojik agidan diren¢ yayilimini
Onlemede ve yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesinde yol gosterici olacaktir. Direng
mekanizmalarmm tanimlanmasi; uygun antibiyotigin kullanilmasinin  yanm1 sira
hastanedeki yatis siiresinin, mortalitenin ve morbiditenin azalmasmi saglamada katki

saglayacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Referans yontem SMD ile 103 CRPA izolatinin 71’1 (%69) seftazidim
avibaktama (CZA) duyarl, 32’si (%31) CZA’a direngli bulunmustur. Disk diftizyon ile
izolatlarm 68’1 (%66) CZA’ya duyarli bulunmus, 33’1 (%32) direngli tespit edilmistir.
CZA’dan sonra en fazla duyarlilik gézlenen antimikrobiyal ajan amikasin olmustur.

2. 103 CRPA izolatinda disk diflizyon ve SMD yontemlerinin sonuglar1 98 izolatta
uyumlu gdzlenmistir (Kategorik uyum: %95). Iki izolatin disk difiizyon duyarhlik
sonucu teknik belirsizlik alani olarak yorumlanmus, iki izolat disk diflizyon yontemine
gore direncli bulunurken SMD yontemine gore duyarli bulunmus (BH: %35,7), bir izolat
ise disk diflizyon yontemine gore duyarli bulunurken SMD yontemine gore direncli
saptanmustir (CBH: %3).

3. Daha once yapilan calismalarla benzer sekilde, calismamizda disk diflizyon
yonteminin BH orami yiiksek bulunmustur. Bu nedenle CRPA izolatlarinda CZA
duyarliligi arastirilirken disk difiizyon yonteminin CZA duyarli izolatlarda givenilir
oldugu, direncli veya teknik belirsizlik alani smirlar1 i¢inde bulunan izolatlarda ise
referans yontemle bu duyarlilik sonucunun dogrulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

4. Karbapenemaz Uretimi fenotipik olarak karbapenem inaktivasyon metodu (CIM)
ile arastirilmis ve PCR yontemi ile karsilastirilmistir. 103 CRPA izolatinin besinde CIM
sonucu pozitif bulunmustur. PCR yontemi ile bu izolatlarin ikisinde NDM geni ve
birinde VIM geni tespit edilirken iki izolatta karbapenemaz geni saptanamamistir.
Karbapenemaz geni saptanamayan izolatlarda, ¢alismamizda PCR ile arastirilmayan
karbapenemazlarin CIM sonucunda pozitiflige yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

S. PCR ile GES iireten 8 izolatin 6’sinda CIM sonucu belirsiz olarak yorumlanmis,
ikisinde ise negatif bulunmustur. Bu sonuglarm, GES iireticisi izolatlarin kismi veya
yavas karbapenemaz aktivitesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

6. CIM, uygulanmasi kolay ve ucuz bir yontemdir. Ancak yanlis negatif veya
yanlis pozitif sonu¢ alinabilmesi nedeniyle CRPA izolatlarinda karbapenemaz
uretiminin Kesin tayini icin PCR ydnteminin kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir
(Duyarhilik: %97,8, Ozgiilliik: %81,2, P<0.001).
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7. NDM ve VIM tipi MBL iireticisi ii¢ izolatta CZA MIK degerleri 64 pug/mL ve
iizerinde saptandi. GES fiireticisi izolatlarda MIK degerleri 16-128 pg/mL arasinda
saptand1. GES iireten izolatlarda karbapenemaz aktivitesine ek olarak porin kaybi ve
disa atim pompalarinm asir1 aktivasyonu gibi mekanizmalarin CZA direncine katki
sagladig1 diistiniilmektedir.

8. Calismamizda 103 CRPA izolatinda, sik goriilen karbapenemaz genleri PCR
yontemi ile arastirilmis, bir izolatta NDM, bir izolatta VIM ve 8 izolatta GES Uretimi
saptanmistir. Bu karbapenemaz genlerinin, Ulkemiz ve dinya genelindeki CRPA
izolatlarinda sik goriilen genler oldugu tespit edilmistir. Karbapenemazlarin ve CZA’a
diren¢ mekanizmalarinin  tanimlanmasinin  enfeksiyon kontroliinii  saglamada,
epidemiyolojik acidan diren¢ yayilimmi Onlemede ve yeni antimikrobiyal ajanlarin
gelistirilmesi agisindan 6nem arz ettigi diistiniilmektedir.

9. Calismamizin CRPA izolatlarindaki CZA duyarliligi ve karbapenemaz direng
genlerinin yayginligr acgisindan bolgemiz ve {lilkemiz adina katki saglayacagini

disiinmekteyiz.
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