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KISALTMALAR LISTESI

ATCC : American type culture collection

CAESAR : Central Asia and Europe antimicrobial resistance surveillance

annual report

CarbaNP : Carbapenemase Nordmann-Poirel

CCUG ; Culture Collection University of Gothenburg
CDC : Center for disease prevention and control

CiM : Karbapenem inaktivasyon metodu

CLSI : Clinical and laboratory standards institute

DPA : Dipiklonik asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

DTA : Derin trekeal aspirat

DTR : Tedavisi zor direngli

ECDC European centre for disease prevention and control
eCiM ; EDTA ilaveli karbapenem inaktivasyon metodu
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

EF-2: : Elongasyon Faktor-2

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FBA : Fenilboranik asit

GES : Guyana extended spectrum

GIM ; German imipenemase

GSBL : Genisletilmis spektrumlu beta laktamazlar

IMI ; Imipenemhydrolyzing

IMP : Imipenem-resistant Pseudomonas

KPC : Klebsiella pneumoniae carbapenemase



MALDI- Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus

TOFMS zamanh kiitle spektrometresi

MBL : Metallo beta-laktamazlar

mCIM : Modifiye Karbapenem Inaktivasyon Metodu
MDR ) Cok ilaca direngli

MHA : Mueller-Hinton agar

MHT : Modifiye Hodge testi

NCTC : National collection of type cultures

OXA : Oksasilinaz

PBP : Penisilin baglayan protein

PDR : Tiim ilaglara direngli

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

RND : Nodiilasyon boliimii

SiM ; Seoul imipenemase

SME : Serratia marcescens enzyme

TBE : Tris/Borate/EDTA

Vim : Verona integron-encoded metallo-beta -laktamase
XDR ) Iki veya daha az sayida antimikrobiyal kategorideki en az bir

maddeye duyarli olarak ilaglarin ¢coguna direncli

YBU ) Yogun bakim iinitesi
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1. OZET

Tezin bashgi : Cesitli Klinik Orneklerden Izole Edilen Pseudomonas aeruginosa'nin
Karbapenemaz Uretimi ve Tiplendirilmesinde Fenotipik ve Genotipik Yontemlerin
Degerlendirilmesi

Ogrencinin Ad1 Soyad : Hatice Karali

Damismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. M. Burak Aksu

Programin Adi : Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Yiiksek Lisans Programi

Amag: Son on yilda karbapenem direngli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin artisi
enfeksiyon tedavisinde onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Rutin laboratuvarda
karbapenem direncinin saptanmasi i¢in gereken siire yaklasik 48 saattir. Bu durum, 6zellikle
kritik hastalarda etkili tedavinin baslatilmasinda gecikmeye neden olur. Bu nedenle ¢alismalar
antimikrobiyal direncin daha erken tespit edilmesi i¢in yeni yontemlere odaklanmaktadir. Bu
calismada, karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz iiretimine bagl
direncin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda Ocak 2018 ile Subat 2023
tarihleri arasinda cesitli klinik orneklerden izole edilen 120 P. aeruginosa izolati rutin
antibiyogram sonuclarina bakilarak c¢alismamiza dahil edilmistir. Karbapenemaz iiretimi
fenotipik test olarak enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik yontem ve
genotipik test olarak polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit edilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada karbapenem direngli 100 izolatin 46'sinda (%46) genotipik yontemle
karbapenemaz kodlayan genler tespit edilmistir. Fenotipik test ile karbapenemaz enzimi tagiyan
46 izolatin 31’inde (%67) 1 saat iginde pozitif sonuglar kaydedilmistir. Geriye kalan 15 izolat
yanlis negatif olarak; molekiiler yontem ile direng genlerini tasimadigi belirlenen 2 izolat ise
yanlis pozitif olarak degerlendirilmistir. Fenotipik testin duyarlilbik ve ozgilligii sirasiyla;
%67,4 ve %97,3 (p<0,0001) olarak bulunmustur.

Sonu¢: Sonug olarak, karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarimin hizli ve dogru
tanimlanmasi, zamaninda uygun tedavinin verilmesi ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin
basarili bir sekilde uygulanmasi agisindan oldukca onemlidir. Calismamizda kullandigimiz
enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin performansinin

degerlendirilebilmesi igin daha fazla 6rnek igeren in vitro ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik direnci, karbapenem,

karbapenemaz, fenotipik test



2. SUMMARY

Title of Thesis: Evaluation of Phenotypic and Genotypic Methods for Carbapenemase
Production and Typing In Pseudomonas aeruginosa Isolates from Various Clinical Samples
Student Name, Surname: Hatice Karali

Supervisor Name : Assoc. Prof. Dr. M. Burak Aksu

Program Name : : Microbiology and Clinical Microbiology Master's Program

Objective: The increase in carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa isolates has become
an important health problem in infection treatment in the last decade. The time required to detect
carbapenem resistance in the routine laboratory setting is about 48 hours. So, it causes a delay
in the initiation of effective treatment, especially in critically ill patients. For this reason, studies
focus on new methods to detect antimicrobial resistance earlier. It aimed to investigate
carbapenemase-dependent resistance by phenotypic and genotypic methods in carbapenem-
resistant clinical P. aeruginosa isolates in this study.

Materials and Methods: A hundred twenty P. aeruginosa isolates obtained from clinical
samples between January 2018 to February 2023 in in our hospital microbiology laboratory,
were included in our study based on routine antibiogram results. Carbapenemase production
was detected by enzyme-substrate reaction-based colorimetric method as a phenotypic test and
polymerase chain reaction as a genotypic test.

Results: In this study, carbapenemase-coding genes were detected in 46 (46%) of 100
carbapenem-resistant isolates by genotypic method. With the phenotypic test, positive results
were recorded within 1 hour in 31 of 46 isolates (67%) carrying the carbapenemase enzyme.
The remaining 15 isolates were false negatives; 2 isolates determined not to carry the resistance
genes by molecular method were evaluated as false positives. The sensitivity and specificity of
the phenotypic test were 67,4% and 97,3%, respectively (p<0,0001.

Conclusion: In conclusion, rapid and accurate identification of carbapenem-resistant P.
aeruginosa isolates is very important for the timely administration of appropriate treatment and
successful implementation of infection control measures. In vitro studies with a larger number
of samples are needed to evaluate the performance of the enzyme-substrate reaction-based

colorimetric test that we used in our study.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance, carbapenem, carbapenemase,

phenotypic test



3. GIRIS ve AMAC

Pseudomonas aeruginosa, karbapenem grubu da dahil bir¢ok sinifta yer alan antibiyotiklere
kars1t hizla gelistirdigi diren¢ nedeni ile tedavide 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir
(Zhang ve ark., 2016). Antibiyotik direnci, ulusal ve uluslararasi kuruluslarin raporlarina gore,
enfeksiyon hastaliklarinin tedavi etkinligini biiyiik 6l¢iide sinirlamistir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’niin 2017 yilinda yayimlanan raporuna gore, karbapenem direngli P. aeruginosa'nin
antibiyotik diren¢ sonuglarinin 20 bakteri tiirii arasinda ikinci sirada yer aldigi ve kritik 6ncelikli
bir bakteri oldugu bildirilmistir (Tacconelli ve ark., 2018). Ek olarak, P. aeruginosa Amerikan
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin (CDC) ’Insan Saghg i¢in Ciddi Tehdit Olusturan
Bakteriler’ listesinde yer almaktadir (CDC, 2019).

P. aeruginosa’da karbapenemlere direng gelisiminde Operon D (OprD) porin proteini kaybi,
disa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu ve karbapenemaz iiretimi gibi farkli direng
mekanizmalari rol oynar (Jean ve ark., 2022). Son yillarda P. aeruginosa'da karbapenemlere
kars1 gelisen diren¢ oranmin hizla arttigi bildirilmistir. Bununla birlikte, karbapenemaz

tiretimine bagh diren¢ gelisimi de sik sik rapor edilmektedir (Copur ve ark. 2021).

Karbapenem direnci daha yiiksek morbidite ve mortalite oranlari, maliyetin artmasi ve
hastanede yatis siliresinin uzamasi ile sonuglanmaktadir (Shaaban ve ark., 2017). Dolayisiyla
karbapenemaz enzimlerinin varliginin hizli tespit edilmesi antimikrobiyal yonetimin ve
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin erken asamada etkili olabilmesi igin 6nemlidir (Osei ve ark.,
2015). Genotipik testler, diren¢ genlerinin tespit edilmesinde altin standarttir. Genotipik
yontemler deneyimli personel gerektirmesi ve pahali olmasi gibi dezavantajlara sahiptir
(Malkogoglu ve ark., 2017). Bu nedenle rutin laboratuvarda uygulanabilmesi igin
karbapenemaz liretimini hizli tespit eden, basit, giivenilir ve uygun maliyetli testlere ihtiyag
vardir (Aktas ve ark., 2017 ve Osei ve ark., 2015). Son yillarda, karbapenemazlarin fenotipik
olarak saptanmasit amaciyla bircok farkli yontem (Modifiye Hodge testi, Karbapenem
Inaktivasyon Metodu, Carba NP test vb.) gelistirilmistir. Enzim-substrat etkilesimine dayali
reaksiyon temelli kolormatik test, karbapenemaz aktivitesinin saptanmasi i¢in gelistirilen
fenotipik yontemlerden biridir. Bu yontem karbapenemlerin beta-laktam halkasinin enzimatik
hidrolizi sonucu olusan pH degisikligine bagli olarak pH indikatoriinde renk degisimi ile

karbapenemaz iiretiminin tespitini saglar (Nordmann ve ark., 2012).



Calismamizda klinik P. aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinde 6ne ¢ikan mekanizma
olan karbapenemaz varliginin enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik

yontem ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile degerlendirilmesi amaglanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, bitki, hayvan ve insanda genis bir yayilim gosteren ayni zamanda karmasik
antibiyotik diren¢ mekanizmalariyla 6ne ¢ikan, ¢oklu ilaca direngli bir patojendir (Diggle ve
Whiteley, 2020). Ozellikle immiin sistemi baskilanmus kisilerde ciddi idrar yolu enfeksiyonu
gibi sistemik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Son 40 yildir nazokomiyal enfeksiyon etkeni

olarak goriilmektedir (Poole, 2011).

P. aeruginosa’nin kesfi Sedillot’un 1850'de pansumanlarda yesil-mavi renk cerahat
bulundugunu tespit etmesiyle baslamistir. Ardindan 1862'de Luke, yesil-mavi piiyiin
mikroskop altinda gomak seklinde organizmalar igerdigini gozlemlemistir (Al-Wrafy ve ark.,
2017). Bu organizmalar 1882'de Gessard tarafindan askerlerin yara enfeksiyonlarindan saf
kiiltiir halinde izole edilmistir ve ilk kez 1894'te Migula tarafindan P. aeruginosa olarak
tanimlanmistir. 1900'lerin sonlarina dogru, insan viicudunun neredeyse tiim bdolgelerinden

enfeksiyon etkeni olarak izole edilmistir. (Diggle ve Whiteley, 2020).

P. aeruginosa; Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes gibi diger 6nemli patojenik
bakteri tiirleriyle karsilastirildiginda daha viriilentdir. Bununla birlikte biiytik bir kolonizasyon
potansiyeline ve biyofilm olusturma kabiliyetine sahip olmasi P. aeruginosa’y: en korkulan

patojenlerden biri yapmaktadir (Heiby ve ark., 2010).

4.1.1. P. aeruginosa’min morfolojisi, kiiltiir ve biyokimyasal ozellikleri

Pseudomonadaceae familyasinda yer alan P. aeruginosa, 1,5-3,0 um boyutunda, sporsuz,
kapsiilsiiz, tek veya c¢oklu polar flagellaya sahip olmasi nedeniyle hareketli ve aerop gram
negatif basildir. Bakterinin dis yiizeyi, farkli sartlarda konagin bagisiklik sistemi cevabindan
kurtulmasin1 saglayan aljinitasit yapisindaki polisakkaritlerden olusan kapsiile benzeyen
glikokaliks (slime) tabakasiyla kaphidir (Pottinger ve ark., 2014). Ayrica cesitli kronik
enfeksiyonlarda ve farkli tibbi cihazlarin yiizeylerinde antibiyotiklere kars1 direng gelisimine
sebep olan biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir (Murray ve ark., 2007; Brooks ve ark.,
2013).



P. aeruginosa 37 ila 42°C arasindaki sicakliklarda optimal biiyiime gostermektedir. Besin
ihtiyaglar1 oldukca basit olan bu bakteri; koyun kanli agar, Mueller-Hinton agar (MHA),
MacConkey agar, nutrient agar ve ¢ukulata agar gibi rutin kullanim besiyerlerinde 24-48 saat
inkiibasyon siiresinde rahatlikla iireyebilmektedir. 2-amino asetofenon {iretimi sonucunda
olusan karakteristik meyvemsi veya liziim benzeri kokusuyla bilinen kendine 6zgii bir kokuya
sahiptir. Besiyerlerinde farkli tiplerde koloni morfolojine rastlanabilmektedir. Genel olarak kati
besiyerinde hizli lireyen tipik olarak yuvarlak, konveks, piiriizlii veya diizglin kenarli ve daha
seyrek goriilen mukoid bir koloni goriiniimiine sahiptir. Ayrica kanli agarda beta hemoliz
yapar, yesilimsi parlaklik ve R tipi koloniler olusturmaktadir (Forbes ve ark., 2002; Murray ve
ark., 2007; Pottinger ve ark. 2014).

P. aeruginosa’nin bir diger karakteristik 6zelligi pigment iiretmesidir. Piyoverdin, piyosiyanin,
piyorubrin (kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi-siyah) gibi suda ¢dziinen pigmentler
tiretebilmektedir. P. aeruginosa suslarinda piyosiyanin ve piyoverdin yaygin olarak
goriilmektedir. Piyoverdin, diisiik demirli ortamlarda siderofor gorevi goren kisa dalga boyu
UV 1s181nda sari-yesil veya sari-kahverengi floresan iireten bir pigmenttir. Piyosiyanin, demir
metabolizmasinda islev goren alkali pH araliginda kolonilere mavi-yesil renk veren bir
pigmenttir. Piyosiyanin, yalnizca P. aeruginosa tarafindan tretilmektedir (Pottinger ve ark.,
2014; Brooks ve ark., 2013).

P. aeruginosa’min 42°C’de ireyebilmesi, koloni kokusu ve morfolojisi, pozitif oksidaz
reaksiyonu, fermentasyon yapmamasi ve pigment iiretimi tanimlanmasinda 6nemli rol
oynamaktir (Brooks ve ark. 2013). P. aeruginosa nin tanimlanmasinda, pivoverdin ya da
piyosiyanin liretimini arttiran ve diger bakterileri inhibe eden Setrimid agar, King A ve King B

secici besiyeri de kullanilabilmektedir (Behzadi ve ark., 2021).

P. aeruginosa’nin diger biyokimyasal ozellikleri sunlardir; oksidaz, sitrat ve katalaz
tepkimeleri pozitif; Metil-Red ve VVoges-Proskauer testleri negatiftir. Oksidazin pozitif olmasi
P. aeruginosa’yt Enterobacteriaceae iiyelerinden ayiran spesifik ozelligidir. Non-
fermentatiftirler, glikozu oksidasyon yoluyla parcalayarak asit olusturabilmektedir (Murray ve
ark., 2007). Tibbi 6nemi olan Pseudomonas tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1’de

gosterilmistir.



Tablo 1. T1bbi 6nemi olan Pseudomonas tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (Procop ve ark.,
2017 ve Jorgensen ve ark., 2015’ten yararlanilarak hazirlanmistir.)

Biyokimyasal 6zellikler P. aeruginosa P. fluorescens P. putida  P. stutzeri P. mendocina
Hareket + + + + +
Oksidaz + + + + +
Katalaz + + + + +
42°C'de iireme + - + +/- +
Beta-hemoliz + + +/- - -
Jelatinaz +/- + - - -
Lesitinaz +/- +/- - - -

HoS tiretimi - -

Piyosiyanin +/- - = - -
Piyoverdin + + + - -
Nitrat rediiksiyonu + +/- - + +
Nitrattan gaz olusumu +/- - - + +
Avrjinin dihidrolaz + + + - +
Sitrat kullanimi + + + +/- +
Indol 5 - - - )

Ure +- +- +- +- +-
Asetamid kullanimi + o - - 5
Maltozdan asit olugturma +/- +/- +/- +/- -

Laktozdan asit olusturma - = = -

‘+’: Pozitif, ‘-’: Negatif

4.1.2. P. aeruginosa’nin epidemiyolojisi ve klinik 6nemi

P. aeruginosa insan yagsamini énemli dl¢iide tehdit eden nazokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli
bir kaynagidir. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin gelisimi ii¢ asamada gergeklesmektedir:
baslangicta, bakteri pili araciligiyla mukozaya tutunup sadece yerlesir (kolonizasyon), ardindan
dokulara yayilir (invazyon) ve son olarak viicuda sistemik olarak yayilmaktadir (sistematik
yayilma). Enfeksiyon, kolonizasyon asamasinda durabilir veya daha fazla yayilarak sistematik
enfeksiyon olusturabilmektedir. Enfeksiyonun gelisiminde bakterinin viriilans faktorleri ve

konagin immiin sistemi belirleyici olmaktadir (Murray ve ark., 2007).

P. aeruginosa; biyofilm olusumu, kirpik (flagella), pili (fimbriae), lipopolisakkarit, piyoverdin,
piyosiyanin, ekzotoksin A gibi bir dizi viriilans faktoriine sahiptir. Viriilans faktorleri,
bakterinin konak kolonizasyonuna ve konaga ait hiicrelerin hasara ugratmasma yardimci

olmaktadir (May ve ark., 1991). Boylece, P. aeruginosa'nin enfeksiyon olusturma kapasitesini



artirabilir ve hastalik semptomlarini siddetli hale getirebilmektedir (Pottinger ve ark., 2014). P.

aeruginosa’nin diger viriilans faktorleri Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. P. aeruginosa’nin diger viriilans faktorleri (Erdem, 1999°dan
yararlanilarak hazirlanmistir.)

Viriilans Faktorleri Fonksiyonu
Yapisal Faktorler
Kapsiil: Mukoid polisakkaridin yapilmasi

Biyofilm olugumuna katki saglamasi
Adhezyon ve kolonizasyon saglanmasi
Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltilmasi.

Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun 6nlenmesi.

Noraminidaz: Piluslarin adhezyonunun kolaylastirilmast

Piluslar ve Non-pilus Adezinler: Akciger ve yara bolgesine adhezyonun
saglanmast

Lipopolisakkarid: Endotoksik aktivite

Bazi antibiyotiklere direng kazanilmasi
Piyosiyanin: Inflamasyonun baslatilmasi
Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi salinmast
Doku hasar1
Aljinat (Slime Tabakasi) Tutunma ve fogositozun engellenmesi

Bazi antibiyotiklere direng saglanmasi

Toksin ve Enzimler
Ekzotoksin A: Protein sentezinin, EF-2'yi etkileyerek onlenmesi

Doku hasarinin olugsmasi

Ekzotoksin S: Fogositozun engellenmesi
Elastaz, Alkalin Proteaz: Damarlar ve akcigerin hasarlanmasi
Fosfolipaz C: Doku hasar1 ve bagisiklik sisteminden korunmast

*EF-2: Elongasyon Faktor-2

P. aeruginosa’nin kuru ve cansiz yiizeylerde 6 aya kadar canli kalarak hastane ortamina
kolaylikla uyum saglayabilmesi sayesinde hastane salginlarina neden olabilmektedir. Son
yillarda, hastanelerde P. aeruginosa enfeksiyonlarinda artislar yagsanmaktadir (Liao ve ark.,
2022; Brooks ve ark., 2013). Karbapenem direngli izolatlarin %90'indan fazlasinin saglik
hizmeti almig hastalardan izole edildigi bildirilmistir. Bu durum, P. aeruginosa’nin
nozokomiyal enfeksiyonlarda kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir (Reynolds ve
Kollef, 2021).

Gram negatif bakteriler sz konusu oldugunda, P. aeruginosa yaniklarin ve yara sepsisinin;

bagisikligr baskilanmis kisilerde bakteriyemiye neden olan hastane kaynakli idrar yolu



enfeksiyonlarinin en yaygin nedenidir (Abbas ve ark., 2018). P. aeruginosa, ventilatorle iligkili
pnomoni vakalarinda S. aureus'tan sonra ikinci sirada gelir ve izolatlarin %10-20'sini
olusturmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlarmim en sik {i¢iincii nedeni ve cerrahi yara

enfeksiyonlarinin da en sik dordiincii nedenidir (Reynolds ve Kollef, 2021).

Genellikle solunum sistemi enfeksiyonlari, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak
enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, tiriner enfeksiyonlar, endokardit, bakteryemi, kemik ve
eklem enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari ve gastrointestinal enfeksiyonlara
neden olabilmektedir (Vahaboglu ve Akhan, 2008). Ayrica, viicudun savunma sisteminin zarar
gordiigii, epitel bariyer biitiinliigiinliin bozuldugu, tibbi cihazlarin kullanimi sonucu normal
fizyolojik fonksiyonun degistigi ve genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli kullanildigi
durumlarda genis bir enfeksiyon yelpazesine sahip olabilmektedir (Streeter ve Katouli, 2016).
Bunun yani sira saglikli bireylerde nadiren de olsa kolonize olabilmektedir (Moradali ve ark.,

2017).

4.1.3. P. aeruginosa’min genetik ozellikleri ve yiiksek riskli klonlar

P. aeruginosa, 5,2 ila 7 milyon arasinda degisen baz ¢ifti i¢eren biilyiik tek bir kromozoma

sahiptir. Genomu yaklasik %66 oraninda GC baz ¢iftinden olusmaktadir. (Shen ve ark., 2018).

[k kez 1950’lerde Avustralyali bir hastanin yarasindan izole edilen PAO1 susunun genom
dizilimi yapilarak P. aeruginosa’nin genom yapisinin; ¢ekirdek (core) genom, aksesuar genom
ve pan genom Yyapilarindan olustugu tespit edilmistir. PAOI toplam genomun %90’1n1
olusturmaktadir. Disa atim pompalar1 ve beta-laktamaz liretimi gibi intrinsik 6zellikler ¢ekirdek
genomda, kazanilmis antibiyotik diren¢ genleri ise aksesuar genom bulunmaktadir. Cekirdek
genom bolgesindeki mutasyonlar ve farkli suslar arasindaki genetik c¢esitlilik sinirhidir.
Aksesuar genomda ise viriilans genlerini kodlayan genler bulunur ve bakteriyofajlardan,
transpozonlardan ya da diger sus ve tiirlerden plazmidlerin entegrasyonu ile ¢esitli degisiklikleri
barindirabilmektedir (De Sousa ve ark., 2021; Streeter ve Katouli, 2016; Grosso-Becerra ve
ark., 2014).

P. aeruginosa, PAO1 dizilimine dayanan verilere gére Escherichia coli (4,72 Mbp) ve S. aureus
(2,8 Mbp) gibi diger yaygin nazokomiyal enfeksiyon etkenlerinden daha biiyiik genoma
(6,3Mbp) sahiptir. Bu sayede, farkli ortamlarda ve habitatlara uyum saglamasina izin veren
metabolik yollar ve fizyolojik tepkiler gelistirebilmektedir (Stover ve ark., 2000; Fredens ve
ark., 2019; Liao ve ark., 2019).



P. aeruginosa’da baslica ii¢ yiiksek riskli klon bulunmaktadir. ST235 klonu bes kitanin
tamaminda bulunan en yaygin klondur. ST111 diinya ¢apinda, ST175 Avrupa iilkelerinin
bircogunda yaygin olarak bulunmaktadir. ST235 ve ST111 klonlarinda genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL) ve metallo-beta-laktamazlar (MBL) yaygin olarak goriilmektedir
(Horcajada ve ark., 2019; Oliver ve ark., 2015).

4.1.4. P. aeruginosa’da antimikrobiyal diren¢ ve mekanizmalar:

P. aeruginosa’nin mevcut antibiyotiklerin goguna direng gelistirebilme yetenekleri ve tedavi
stiresinde asir1 antibiyotik kullanimi enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorun haline gelmistir
(Lister ve ark., 2009; Hirsch ve Tam, 2010). P. aeruginosa suslar1 uluslararasi terminolojiye
gore, lic veya daha fazla antimikrobiyal sinifinda en az bir ajana duyarli olmayarak ¢ok ilaca
diren¢li (MDR), iki veya daha az sayida antimikrobiyal sinifindaki en az bir ajana duyarli olarak
ilaglarin ¢goguna direngli (XDR) veya tiim ilaglara direngli (PDR) olabilmektedir (El Zowalaty
ve ark. 2015). Beta-laktamlar ve beta-laktamaz inhibitorlerinin kullanilmaya baglanmasiyla
birlikte terminolojiye yeni bir terim dahil olmustur. Baz1 geleneksel antibiyotik/antibiyotik
kombinasyonlarina (piperasilin-tazobaktam, aztreonam, meropenem, imipenem/silastatin,
levofloksasin vb.) direncli ancak yeni gelistirilen beta-laktamlar ve beta-laktamaz inhibitorleri
kombinasyonlarina ve kolistine duyarli olan izolatlara tedavisi zor direngli (DTR) P.

aeruginosa tanimi yapilmistir (Losito ve ark., 2022).

P. aeruginosa’da antibiyotiklere karsi intrinsik, kazanilmis ve adaptif olmak iizere gesitli
antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari rol almaktadir. Direngli suslarda ayni anda farkh

mekanizmalar birlikte goriilebilmektedir (Behzadi ve ark., 2021).

Intrinsik direng, bakterinin yapisal veya fonksiyonel oOzellikleriyle antibiyotiklerin etki
mekanizmalarina kars1 dogal bir savunma mekanizmasi gelistirme yetenegidir. P. aeruginosa
genetik olarak yiiksek dogal antibiyotik direncine sahiptir. Dis membran gegirgenliginin
azalmasi, MDR diga atim pompalarinin ekspresyonu ve antibiyotik inaktive edici enzimlerin

tiretilmesi gibi birgok intrinsik direng mekanizmasi bulunmaktadir (Cox ve Wright, 2013).

Dis zarin azaltilmis gecirgenligi ve disa atim pompalar1 P. aeruginosa’da goriilen antibiyotik
direncinin baglica sebeplerindendir. P. aeruginosa’nin dogal direngli oldugu antibiyotikler;
glikopeptid antibiyotikler, daptomisin, linezolid, makrolidler, klindamisin, streptograminler,
rifampin, trimetoprim sulfametoksazol, tetrasiklin, aminopenisilinler ve bunlarin beta-laktamaz

inhibitorleri ile kombinasyonlarin, birinci ve ikinci kusak sefalosporinler, sefotaksim ve
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seftriaksondur. Duyarli oldugu antibiyotikler ise aztreonam, {ireidopenisilinler,
karboksipenisilinler, bazi 3. kusak sefalosporinler, tiim 4. kusak sefalosporinler, karbapenemler
dir (meropenem ve imipenem) (Behzadi ve ark., 2021).

Kazanilmig direng, bakterinin genetik yapisinda meydana gelen degisikliklerle ortaya
cikmaktadir. iki ana mekanizma ile gergeklesir: kromozomal genetik mutasyonlar ve genetik
elementlerin (plazmidler, transpozonlar, integronlar vb.) horizontal transferi. Kromozomal
genetik mutasyonlar, bakterilerin kromozomlarindaki genetik materyalllerinde mutasyonlarin
meydana gelmesi sonucu antibiyotiklerin hedefi olan proteinlerin degismesi ile
gerceklesmektedir. Genetik elementlerin horizontal transferi, bakteriler arasinda genetik
materyalin dogrudan aktarilmasi siirecidir ve transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon
ile gergeklesmektedir. P. aeruginosa’da Operon D (OprD) geninde gelisen mutasyonlar sonucu
karbapenemlere direncin gelismesi kazanilmis direncin 6rneklerinden biridir. P. aeruginosa’da
bir baska kazanilmis diren¢ 6rnegi, AmpC gen mutasyonu sonucu AmpC’nin asir1 ekspresyonu
beta-laktamazlarin asir1 liretimi ile sonuglanir ve bu durumda sefalosporinlere karsi yiiksek
direng orani goriilmektedir. Calismalarda GSBL’ler, karbapenemazlar, aminoglikozid modifiye
edici enzimler ve 16S rRNA metilazlar i¢in horizontal gen transferi yoluyla P. aeruginosa ‘da
direng gelistigi bildirilmistir (Behzadi ve ark., 2021; De Sousa ve ark., 2021; Moradali ve ark.,
2017).

Adaptif direng, bir bakterinin ¢cevresel kosullara ve dis uyaranlara uyum saglamak icin hiicresel
diizenleyici mekanizmalar1 tetikleyerek gelismektedir. Bu direng, spesifik cevresel stres
faktorleri veya belirli antibiyotiklerin varlig tarafindan indiiklenebilmektedir. Adaptif direng
genellikle gecici bir durumdur. Dis uyaranlar ortadan kaldirildiginda veya antibiyotik etkisi
sona erdiginde, bakterinin adaptif direnci kademeli olarak kaybolur. Bu durumda, bakteri
yeniden gevresel kosullara veya antibiyotiklere duyarli hale gelir. P. aeruginosa biyofilm
olusturarak ve lipopolisakkaritin yapisal degisikligini saglayarak adaptif direng
gelistirebilmektedir (De Sousa ve ark., 2021).

4.1.4.1. Antibakteriyellerin etki mekanizmasi

Antibiyotik tedavisinin temeli Paul Ehrlich’in 20. yiizyilda yaptig1 ¢aligmalara dayanmaktadir.
Alexander Fleming bu calismalardan ilham alarak 1928 yilinda ilk antibiyotik olan penisilini
kesfetmistir. Bu biiyiik gelisme tibbi ve bilimsel alanlarda devrim niteliginde etki yaratmuistir.

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde, bakteri hiicresinin liremesini durdurarak
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(bakteriyostatik) ya da bakteri hiicresini oldiirerek (bakterisidal) etki gdsteren antibiyotikler
veya antibakteriyel ilaclar kullanilir. Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore; hiicre duvar
sentezini inhibe edenler, protein sentezini inhibe edenler, folik asit sentezini engelleyenler,
niikleik asit sentezini engelleyenler ve hiicre zar1 yapisini bozanlar olarak siniflandirilmustir.

(Murray ve ark. 2007)

Beta-laktam antibiyotikler; bakterilerin hiicre duvar1 sentezini engelleyen, genis etki
spektrumuna sahip giiniimiizde en sik kullanilan baslica antibiyotik gruplarindan biridir. 70 y1lt
askin bir siiredir bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. (Bush
ve ark., 2016). Bu gruptaki antibiyotikler molekiiler yapisinda biri azot, ti¢ii karbon olan dort
tiyeli ortak bir beta-laktam halkasina sahiptir. Beta-laktam halkasi, bakteriyel hiicre duvarinin
sentezinde Onemli bir rol oynayan karboksipeptidaz ve transpeptidazlari hedef alarak
antibakteriyel etki gostermektedir. Bu gruba penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar ve beta-laktam inhibitorleri dahil olmaktadir (Vahaboglu ve Akhan 2008;
Murray ve ark., 2007; Brooks ve ark., 2013).

4.1.4.2. Karbapenemler ve karbapenemlere kars: gelisen direnc

Karbapenemler, beta-laktam antibiyotik grubu iginde yer alan en genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Toprakta yasayan Streptomyces cattleya adli organizmanin iirettigi dogal bir
antibiyotik olan tienamisinin tiirevleridir. Bakteri hiicresinin dis membran proteinleri
aracilifiyla periplazmik alana girip penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanarak gram
pozitif, gram negatif ve anaerop bakterilerde bakterisidal etki gostermektedir. Genel yapilari ve
boyutlar1 nedeniyle porin kanallarindan gegmede ve bakteri hiicresine niifuz etmede oldukga
basarilidir. Karbapenemlerin ¢ok sayida farkli PBP’ye baglanabilmesi etkinliginin yiiksek
olmasimi saglayan faktorlerden biridir. Bununla birlikte beta-laktamaza direngli oldugu igin
MDR gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda sik¢a kullanilmaktadir (Yao ve Moellering, 2009;
Bush ve ark., 2016).

Son yillarda, diinya genelinde karbapenemlere kars1 direncin artmasi dikkat ¢ekici bir durumdur
(Buehrle ve ark., 2016). Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin (ECDC) 2023 yilinda
yayinlanan siirveyans raporuna verilerine gore diinya genelinde P. aeruginosa’da karbapenem

diren¢ oraninin %18,1, Tiirkiye’de ise %39 oldugu bildirilmistir (ECDC, 2023) (Sekil 1).
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Sekil 1. ECDC 2021 verilerine gore iilkelere gore karbapenemlere (imipenem/meropenem)
direngli invaziv P. aeruginosa izolatlarn yiizdesi (ECDC, 2023)

Birgok iilkenin antibiyotik diren¢ sonuclarinin bulundugu 2017 DSO raporuna gore,
karbapenem direngli P. aeruginosa’nin 25 kazanilmis direng paternini tagiyan 20 bakteri tiirii
icerisinde ikinci sirada yer alan kritik oncelikli bakteri olarak bildirilmistir (Tacconelli ve ark.
2018).

Karbapenem grubunda meropenem, imipenem, ertapenem ve doripenem yer almaktadir. P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda meropenem, doripenem ve imipenem etkilidir (Riera ve ark.
2011). Ertapenem, P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilmemektedir (Codjoe
ve Donkor, 2017).

P. aeruginosa’da karbapenem direnci ii¢ temel mekanizma ile gergeklesmektedir (Tamma ve
Simner, 2018) (Sekil 2):

1. D1s membran porin defekti
2. D1sa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu

3. Karbapenemazlar
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Sekil 2. Karbapenem diren¢ mekanizmalari

4.1.4.2.1. Dis membran porin defekti

Bakterilerin dis zarlari, antibiyotiklerin igeri girmesini zorlastiran koruyucu bir bariyerdir. Bu
bariyerde antibiyotiklerin ve bir¢ok hidrofilik maddenin gegisini saglayan porin proteinlerini
bulunmaktadir. Porin ekspresyonunun modifikasyonu veya porin kodlayan gendeki degisikler
sonucu dig zarda meydana gelen porin kaybi 6zellikle karbapenem grubu antibiyotiklerin

PBP’lerin bulundugu periplazmik bosluga girisini engelleyebilmektedir.

P. aeruginosa izolatlarinda, karbapenemlerin hedefledigi baslica protein olan OprD porin
proteini kodlayan genin azalmis regiilasyonu, karbapenemlere karsi direncinin esas
mekanizmalarindan biridir. Fakat porin kaybmin tek basina yiiksek diizey karbapenem
direncine neden oldugu durumlar smirhdir (Strateva ve ark., 2009). OprD porin kaybi
bakterinin imipenem ve meropeneme duyarliliginin azalmasina neden olmaktadir. Genellikle
direngli suslarda porin kaybi ile aktif pompa sistemleri veya beta-laktamazin asir1 tiretimi gibi

ikinci bir direng mekanizmasi da bulunmaktadir (Poole, 2011).

4.1.4.2.2. Disa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu

Disa atim pompalari, bakteri hiicresinin i¢inde birikmis olan ¢esitli zararli ajanlari, 6zellikle
antibiyotikleri ve diger toksik bilesikleri hiicre disina atmak i¢in kullanilan, ¢oklu ila¢ direncini
etkileyen protein yapilaridir. P. aeruginosa’daki disa attm pompasi ¢ogunlukla ¢oklu ilag akis

sistemleri olan direngli nodiilasyon boliimii (RND) ailesine aittir (Daury ve ark., 2016).

P. aeruginosa'nin direng gelistirmesinde MexAB-OprM, MexCD-OprJ ve MexEF-OprN disa

atim pompalar1 rol oynamaktadir. MexAB-OprM, beta-laktam ve kinolonlarin bakteri disina
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atitlimin1 saglayarak antibiyotik direncinde 6nemli etkiye sahiptir (Braz ve ark., 2016; Tian ve
ark., 2016; Li ve ark., 2021) MexAB-OprM, P. aeruginosa'nin intrinsik direncinde 6nemliyken,
MexCD-OprJ ve MexEF-OprN intrinsik direnci etkilememektedir. MexEF-OprN’nin artan
ekspresyonu OprD proteinlerinde azalmaya neden olmaktadir. Bu baglamda MexEF-OprN
karbapenem direncinden kritik 6neme sahiptir ve imipeneme direngle karakterizedir (Glen ve
Lamont, 2021). Ek olarak, PBP'lerdeki (PBP2, PBP3) mutasyonlar da karbapenemlere direngle
iliskilendirilmektedir (Vazquez-Ucha ve ark., 2020).

4.1.4.2.3. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar, diger karbapenem diren¢ mekanizmalarindan farkli olarak genellikle
plazmidler araciligiyla hizla yayilabilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle, karbapenemaz tiretimi
ile gelisen direng dikkat ¢ekicidir. Karbapenemazlar, inhibitor profilleri ve enzim substratlar
hidrolizine gore yapilan Ambler siniflandirmasina gore A, B, C ve D olmak tizere dort farkli
smifa ayrilir. Sinif A, C ve D karbapenemazlarin aktif bolgelerinde serin bulunmaktadir. Sinif
B karbapenemazlarda ise ¢inko enzimi bulundugu i¢in metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak da
isimlendirilmektedir. Ambler siniflandirmasinin yani sira aminoasit 6zellikleri esas alinarak
yapilan Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasina gore karbapenemazlar grup 2df, 2d ve 3’te
bulunmaktadir (Ambler, 1980; Nordmann ve ark. 2009) (Tablo 3).

Tablo 3. Karbapenemazlarin smiflandirilmasi1 (Karaaslan ve Soysal 2017°den
yararlanilarak hazirlanmistir)

Smiflandirma
Fonksiyonel Mekanizma Enzim Gen Yerlesimi
Bush
Ambler
Jacoby
SME-1,
SME-2, Kromozom Kokenli
SME-3
Mi-1 Kromozom Kokenli
Serin Smif A 2f KPC-1, KPC-
2, KPC-3, Plazmid
KPC-4
GES-2, GES-
4, GES-5, Plazmid
GES-6
mpP Plazmid
Metallo (Cinko) Smif B 3 ViM Plazmid
NDM Plazmid
OXA-51 Kromozom Kokenli
Serin Smif D 2df OXA-23, Plazmid
OXA-48,
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Smif A karbapenemazlar

Siif A karbapenemaz grubunda, plazmidler araciligiyla kodlanan Klebsiella pneumoniae
Karbapenemazi (KPC) ve Guiana Extended Spectrum (GES); genellikle kromozomal olarak
kodlanan Non-Metalloenzim Karbapenemaz (NMC), Imipenem Hizdrolize Edici Beta-
Laktamaz (IMI) ve Serratia marcescens Enzimi (SME) bulunmaktadir (Xia ve Tang, 2016).

NCM, IMI ve SME enzimleri bakterilerin kromozomlarindaki genetik materyalde kodlandig1
icin diger karbapenemazlara gére daha az yaygindir ve diinya ¢apinda nadir olarak rapor

edilmektedir (Diene ve Rolain, 2014).

KPC ve GES enzimleri aktarilabilir plazmidlerde bulunmaktadir. KPC, K. pneumoniae, P.
aeruginosa ve A. baumannii’de yaygin olarak; GES ise esas olarak P. aeruginosa’da, daha az

olarak K. pneumoniae izolatlarinda goriilmektedir (Bush ve Bradford, 2020).
Simif B metallo-beta-laktamazlar

Smif B grubunda Verona Integron-Encoded MBL (VIM), New Delhi MBL (NDM), Sao Paulo
MBL (SPM), Seul Imipenemase (SiM), Adelaide Imipenemase (AIM) ve German
Imipenemase  (GIM) siifi  bulunmaktadir (Hong ve ark., 2015). MBL’ler
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile inhibisyona ugrarlar. MBL genleri; integron,
transpozon, plazmid veya kromozom tizerinde bulunabilir. P. aeruginosa da dahil olmak {izere
birgok bakteri tiirlerinde tamimlanmistir. P. aeruginosa izolatlarinda saptanan
karbapenemazlarin bityiik ¢ogunlugu bu sinifta bulunan karbapenemazlardir. P. aeruginosa’da

en yaygin goriilenler NDM, VIM ve IMP *dir (Sawa ve Moriyama, 2020).
Simif D oksasilinazlar

Sinif D karbapenemazlar, oksasilini hidrolize ettikleri icin OXA-tip karbapenemazlar olarak
taninmaktadir. Klavulanik asit ve EDTA ile diisiik diizeyde inhibisyon sergilerler. OXA tipi
karbapenemazlarin ¢cogu, imipenem ve Ozellikle meropeneme karsi diisiik hidrolitik aktivite
sergiler. P. aeruginosa suslarinda OXA-40, OXA-48, OXA-181 ve OXA-198 gibi oksasilinaz
tireten suglar tespit edilmistir. Sinif D karbapenemazlar, farkli cografi bolgelerde bulunmalarina

ragmen, P. aeruginosa'da seyrek olarak karsilasildig: bilinmektedir (Budak ve ark., 2012).

Kromozomlardan dogrudan kodlanan OXA-51 ve plazmidler araciligiyla aktarilan OXA-23,
OXA-48 ve OXA-58 gibi karbapenemazlar, sinif D karbapenemazlarin en bilinen 6rnekleridir
(Walther-Rasmussen ve Hoiby 2006).
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4.2. Tedavi, Korunma ve Kontrol

P. aeruginosa’da degisik direng¢ paternlerinin bulunmasi, direngli suslarin artmasi ve
hastanelerdeki fazla miktarda antibiyotik kullanilmasi son yillarda ¢oklu antibiyotik direncli P.
aeruginosa suslarmin artmasina baglica sebeplerindendir. Bu durum pseudomonal

enfeksiyonlarin tedavilerinde sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir (Xu ve ark., 2013).

P. aeruginosa, beta-laktam ajanlara kars1 birgok mekanizma kullanarak direng gostermektedir.
Karbapenemler P. aeruginosa tedavisinde en giivenilir ajandir. Son yillarda karbapenemlere
kars1 gelisen direncin artmasi endise vericidir. Karbapenemaz iireterek gelistirilen direng son
yillarda sik sik rapor edilmektedir.  Ayrica ¢oklu ilag direnci olan P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin tedavisinde anti-pseudomonal beta-laktam ile aminoglikozid veya

florokinolon kullanmak tedavide etkili olabilmektedir (Xu ve ark., 2013).

P. aeruginosa enfeksiyonlarini tedavisinde; aminoglikozidler, karbapenemler (meropenem,
imipenem), baz1 3. kusak sefalosporinler (seftazidim, sefepim, sefsulodin, sefaperazon), 4.
Kusak sefalosporinler, kinolonlar, karboksipenisilinler, monobaktamlar (aztreonam),
fosfomisin, polimiksinler (kolistin ve polimiksin B) ve tetrasiklinler kullanilabilir (Talaro ve
Chess, 2012).

Etkili bir enfeksiyon kontrolii i¢in hasta ve saglik ¢alisan1 arasindaki ¢apraz bulasin énlenmesi
en Onemli sarttir. Basta solunum ve diyaliz cihazlar1 olmak {iizere hastane ekipmanlarinin
bulastan korunmasi gereklidir. Direngli P aeruginosa izolatlarinin artmamasi i¢in gereksiz
antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmesi ve genis spektrumlu antibiyotiklerin son ¢are olarak

kullanilmas1 6nerilmektedir (Forbes ve ark., 2002).

4.3. Karbapenem Direncinde Karbapenemazlarin Rolii

Giiniimiizde P. aeruginosa suslarinda diinyanin gesitli bolgelerinde farkli karbapenemaz tipleri
tespit edilmistir (Sekil 3).

Sinif A’da bulunan KPC ilk kez 1996 yilinda ABD’de K. pneumoniae izolatindan izole
edilmistir. Daha sonra Asya, Giiney Amerika ve Avrupa gibi bir¢ok iilkede tespit edilmistir.
(Nordmann ve ark., 2009, Watanabe ve ark. 1991). ABD’de en sik tespit edilen karbapenemaz
KPC’dir. KPC’nin en sik bildirilen varyantlart KPC-2 ve KPC-3’tiir (Van duin ve ark., 2017).

P. aeruginosa’da nadir rastlanmaktadir ve Kolombiya, Cin ve ABD’de tespit edilmistir (Potron
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ve ark., 2015). GES ilk kez 1998 yilinda Fransa’da K. pneumoniae’den izole edilmistir. P.
aeruginosa’da tanimlanan ilk GES tipi Giiney Afrika’da bir hastane salgiinda tespit edilen
GES-2’dir. GES-5 varyanti Avrupa iilkelerinden rapor edilmistir (Walther-Rasmussen ve
Hoiby, 2007; Queenan ve ark., 2007).

A ClassA
KPC - GES carbapenemase

B ClassB
VIM

C ClassD

OXA carbapenemase

Sekil 3. Karbapenemaz lireten P. aeruginosa'nin diinyadaki dagilimi
(Yoon ve ark., 2021)

Sinif B MBLler ise ilk kez 1991 yilinda Japonya’da izole edilmis daha sonra diger Uzak Dogu
ilkelerinde, Avrupa’daki iilkelerin biiytik bir kisminda ve ABD’den bildirilmistir. (Nordmann
ve ark., 2009, Watanabe ve ark., 1991). P. aeruginosa’da diinya ¢apinda en sik gériilen VIM;
IMP ise en yaygin ikinci karbapenemazdir. SPM ve VIM Amerika’da en yaygimn goriilen
karbapenemazlardir (Yoon ve ark., 2021).
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NDM-1 ilk kez 2009 yilinda Hindistan’da K. pneumoniae’dan; IMP tipi MBL ilk olarak 1988
yilinda Japonya’da GN17203 P. aeruginosa susundan; VIM ilk kez 1999 yilinda italya’nin
Verona sehrinden tespit edilmistir (Alp ve ark., 2013; Poirel ve ark.,2012; Walsh ve ark., 2005).
VIM ve IMP Yunanistan, Japonya ve Tayvan’da endemik olarak bulunmaktadir. VIM-4
Yunanistan’da ve VIM-5 ise ilk defa Tiirkiye’de P. aeruginosa izolatlarinda bulunmustur.
Ulkemizde P. aeruginosa kokenlerinde IMP-1, VIM-2, VIM-5 VE VIM-38 bildirilmistir (Kilig
ve ark., 2016; Poirel ve ark., 2015; Yoon ve ark., 2021; Walsh ve ark., 2005; Bahar ve ark.,
2004).

MBL direnci, Japonya’dan sonra Cin, Hindistan, Tayvan, Singapur, Kore, Italya, Fransa,
Yunanistan, Avustralya, Almanya, Avusturya, Tiirkiye, Bulgaristan, Hollanda, Ispanya,

Meksika, Kolombiya ve ABD gibi ¢esitli tilkelerde bildirilmistir (Cornaglia ve ark., 2011).

P. aeruginosa’da SPM-1 iireten izolat ilk kez 2001 yilinda Brezilya’da; SIM iireten Cin’de,
GIM 2002 yilinda Almanya’da ve AIM iireten Avusrtalya’da saptanmistir. (Yoon ve ark., 2021;

Smif D OXA tipi beta-laktamazlar ilk olarak Avrupa i¢in sorun olustursa da glinlimiizde Asya,
ABD ve Avustralya’da bircok iilkede tespit edilmektedir. OXA-48 ilk kez 2001 yilinda
Tiirkiye’deki karbapenem direngli bir K. pneumoniae izolatindan tanimlanmistir. OXA-48
iilkemizde Enterobacteriaceae ailesinde en sik rastlanan karbapenemazdir P. aeruginosa
suslarinda diger OXA tiplerinden; Ispanya'da OXA-40, Hindistan'da OXA-48, Birlesik
Krallik'ta OXA-181 ve Belgika'da OXA-198 tespit edilmistir (Poirel ve ark., 2004; Walther-
Rasmussen ve Hoiby, 2007).

4.4. Karbapenemazlarin Tanisinda Kullanilan Yontemler

Karbapenemaz enzimlerinin ¢esitliligi ve farkli tespit yontemlerinin duyarlilbik ve
ozgiilliiklerindeki degiskenlikler, bu enzimlerin tespitini zorlagtirmaktadir. Karbapenemaz
tespit yonteminin se¢imi; epidemiyolojik durum, tanisal performans, is giicli gereksinimi, sonug
alma siiresi, yontemlerin karmagiklig1r ve maliyet gibi faktorlere bagli olarak yapilmaktadir.
Karbapenemaz iiretimine bagli karbapenem direncinin tespiti, hasta yOonetimi, enfeksiyon
kontrolii ve halk sagligi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir (Bonomo ve ark., 2018).
Karbapenemaz tespitinde kullanilan yontemler fenotipik ve genotipik yontemler olarak iki ana

basliga ayrilmaktadir.
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4.4.1. Karbapenemazlarin tanisinda kullanilan fenotipik testler

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda karbapenemaz enzimi tastyan bakterilerin fenotipik
yontemlerle tanimlanmasinda; karbapenem ile inhibitoér arasindaki sinerji temelli testler,
karbapenem hidrolizine dayali testler ve lateral akim yontemleri kullanilabilir. Bu testlerin
Ozgiilliikk ve duyarliliklar saptanan enzime gore degismektedir. Bununla birlikte karbapenemaz
tarama yontemi olarak kiiltiir bazli metotlar (CHROMagar-KPC ve ChromID CARBA gibi
kromojenik besiyerleri ve kromojenik olmayan besiyerleri) de kullanilabilmektedir (Aguirre-
Quinonero ve ark., 2017; Osei ve ark., 2015).

4.4.1.1. Karbapenem ile inhibitorler arasindaki sinerji temelli testler

Gradiyent E-test: E-Test stribininin bir ucu karbapenem, diger ucu ise karbapenem ve
karbapenemaz inhibitor icermektedir. Bir gece inkiibasyon sonunda stribin her iki ucundaki
inhibisyon degerleri oranlandiginda >8 bir deger elde edilmesi karbapenem iireten bakteri

izolat1 olarak degerlendirilir (Aguirre-Quifionero ve ark., 2017).

Kombinasyon Disk Yontemi: Karbapenemaz iireten suslarda karbapenem inhibisyon zon
capinin karbapenem inhibitorii varliginda genislemesi esasina dayanan bir yontemdir. Ayni
plak i¢ine 2 adet imipenem diski yerlestirilir. Bir tanesine karbapenemaz inhibitorii eklenir.
Inhibitér eklenmis imipenem diski zon ¢apr ile imipenem diski zon ¢api arasindaki fark >7 mm

oldugu durumda sus karbapenemaz iretici olarak kabul edilmektedir. (Yong ve ark., 2002).

Cift Disk Sinerji Testi: Bu testte karbapenem ve karbapenemaz inhibitoriiyle kombine olan
diskler belli uzaklikta olacak sekilde plaga yerlestirilerek sinerjik inhibisyon zonu gézlemlenir.
Karbapenem ve karbapenemaz inhibitorii iceren diskler arasindaki inhibisyon zonu inhibitor
eklenmis diske dogru genisliyorsa karbapenem pozitif olarak degerlendirilmektedir (Lee ve
ark., 2001).

Karbapenem ile inhibitorler arasindaki sinerji temelli testlerin duyarlilik ve ozgiilliikleri
yiiksek, diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilmektedir. Fakat, ESBL ve AmpC iireten
izolatlarda yanlis pozitif sonu¢ alinmasi ve degerlendirmenin zaman almasi gibi sinirlamalari
bulunmaktadir (Aguirre-Quifionero ve ark., 2017; Hammoudi ve ark., 2014; Bialvaei ve ark.,

2016). Karbapenemazlara inhibitor temelli yaklagim Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Karbanemazlara inbibitor temelli yaklasim

Meropenem ile Sinerji

. . Temosilin
Diren¢ Mekanizmasi . .
N direnci
DPA/EDTA FBA DPA + BA Kloksasilin
Sinif A (KPC) - + - - Uygulanmaz*
Smif B (VIM, IMP, NDM) + - - - Uygulanmaz*
KPC + MBL D D + - Uygulanmaz*
OXA-48-benzeri - - - - +
AmpC + Porin Kayb1 - + - + Uygulanmaz*

GSBL + Porin Kayb1

*DPA: Dipikolinik asit, EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit, FBA: Fenilboronik asit

‘-’ Sinerjizm yok, D: Degisken

1Temosilin higbir sinerjinin gozlenmedigi durumlarda OXA-48 iiretimi ile GSBL+ porin kaybinimn ayirt
edilmesinde onerilir.

‘+’: Sinerjizm var,

4.4.1.2. Karbapenem hidrolizine dayanan testler
4.4.1.2.1. Biyokimyasal testler

Biyokimyasal yontemler, karbapenemaz iireten izolatlarin daha kisa siirede ve diisiik maliyetle
saptanmast amaciyla gelistirilen kolorimetrik testlerdir. Bu testlerin ¢alisma prensibi,
karbapenemaz aktivitesiyle karbapenemin beta-laktam halkasinin in vitro hidrolizi sonucu
degisen ortam pH ’sinin pH indikatérleri (fenol kirmizisi, brom-timol mavisi vb.) kullanilarak
renk degisimi ile gosterilmesine dayanir. Kolorimetrik testlerin avantajlari diisiik maliyetle iki
saat icerisinde karbapenem hidrolizi olup olmadigin1 gdsterebilmesidir. Bununla birlikte yeni
bir enzim dahi olsa herhangi bir karbapenemaz varligini saptayabilmektedir. Ancak, OXA-48
tireten mukoid suslarda duyarlig: diistik kalabilmektedir (Giske ve ark., 2013).

Ticarilesen bir iiriin olan Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) ve Blue Carba NP
testleri karbapenemaz liretiminin tespitinde kullanilan baslica kolorimetrik testlerdir (Giske ve
ark., 2013; Nordmann ve ark., 2012). Carba NP testinde fenol kirmizisi indikatoriiniin
kirmizidan sartya, Blue Carba NP testinde ise bromtimol mavisinin maviden yesile donmesi
izolatta karbapenemaz varligin1 gostermektedir. Nordmann ve ark. (2012) bu testin duyarlilik
ve Ozgilligiiniin yiiksek oldugunu bildirmistir. GES ve OXA-48 gibi, karbapenemler
tizerindeki hidroliz etkisi zayif olan karbapenemazlarin varliginda duyarliligin distk
bulundugu caligmalar da mevcuttur. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek amaciyla Carba NP
testinin baz1 parametreleri degistirilerek ¢esitli modifikasyonlart gelistirilmistir (Bonomo ve

ark., 2018; Giske ve ark., 2013; Nordmann ve ark., 2012; Tamma ve ark., 2018).
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4.4.1.2.2. Karbapenem inaktivasyon metodu

Karbapenem inaktivasyon metodu (CiM), karbapenemaz varligini belirleyen basit ve ucuz bir
yontemdir (Tamma ve ark., 2018). Ilk defa 2015°te Carba NP testine alternatif olarak
gelistirilmistir. CIM’de, distile su ve karbapenemaz iiretimi test edilecek bakteri ile siispansiyon
hazirlanir. Bakteri slispansiyonuna meropenem diski eklenir ve 35£2°C’de 2 saat inkiibasyona
birakilir. 0,5 McFarland bulanikliginda karbapenem duyarli E. coli American Type Culture
Collection (ATCC) 25922 susu MHA iizerine yayilir. Inkiibasyon siiresi sonunda meropenem
diski MHA’ya koyulur ve en az 6 saat inkiibe edilir. Meropenem bakteri siispansiyonunda
hidrolize olmussa diskin etrafinda inhibisyon zonu olusmaz ve test pozitif kabul edilir. Bu
durum test edilen bakterinin karbapenemaz {irettigini gosterir. Bu testin uygulama ve
degerlendirmesinin kolaylig1, diisiik maliyetli ve ilave ekipman ya da kimyasal maddelere gerek
duyulmamas1 gibi avantajlarinin yen sira enzim tiiriiniin belirlenememesi ve standardize
edilememesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Van der Zwaluw ve ark., 2015). Testteki
sinirlamalart  karsilamak ve karbapenem saptama yetenegini arttirmak i¢in modifiye
karbapenem inaktivasyon metodu (mCiM) gelistirilmistir. Bu yontemde, bakteri siispansiyonu
su yerine Triptik Soy Buyyon ile hazirlanip inkiibasyon siiresi 2 saatten 4 saate, MHA daki
inkiibasyon siiresi 18-24 saate ¢ikarilmustir. iki testte de karbapenemaz tiir tayini yapilamamasi
sebebiyle CLSI 2018’¢ EDTA ilaveli karbapenem inaktivasyon metodu (eCIM) eklenmistir
(CLSI, 2018). eCIM, mCIM’de hazirlanan bakteri siispansiyonuna ek olarak EDTA ekli ikinci
bakteri siispansiyonu hazirlanip ayni test prosediirii gergeklestirilir. Test sonunda iki diskin zon
caplari arasindaki fark >5 mm ise Sinif B karbapenemaz enziminin varligi gésterilebilmektedir

(Tsai ve ark., 2020).

4.4.1.2.3. Modifiye Hodge testi

Modifiye Hodge testi (MHT), karbapeneme duyarli E. coli ATCC 25922 susunun 0,5
McFarland bulanikliginda MHA {izerine inokiile edildikten sonra, ortaya konulan meropenem
diski ile yapilan bir testtir. Test edilecek bakteri disk kenarindan plak kenaria kadar dogrusal
bir sekilde ekilir. 35+2°C’de 18-24 saatlik inkiibasyonun ardindan karbapenem diski etrafindaki
inhibisyon zonu incelenir. Degerlendirilen sus karbapenemaz iiretiyorsa diskin g¢evresinde
yonca yapragi seklinde inhibisyon zonu olusur. (Lee ve ark., 2001). MHT; disk difiizyon
testinde kullanilan materyallerin yeterli olmasi, uygulama pratikligi ve OXA-48 ve KPC gibi
cogu karbapenemaz icin kabul edilebilir duyarlilik gdstermesi ile avantaj saglar. Ancak enzim

tiirlerinin ayrimimin yapilamamasi nedeniyle 6zgiilliigiiniin diisiik olmasi, GSBL ve AmpC
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iireten suglarda yalanci pozitif sonu¢ vermesi, degerlendirilmesinin yorumlanabilir olmasi ve
bir gecelik inkiibasyon siiresi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Hammoudi ve ark., 2014). Bu
nedenlerle European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve CLSI
tarafindan artik kullanimi 6nerilmemektedir. EUCAST bunun yerine FBA, EDTA, kloksasilin
gibi karbapenemaz inhibitorleri ile meropenem sinerjisi varligiin test edildigi ve temosilin
inhibisyon zon ¢apinin degerlendirildigi inhibitdr tabanli testleri ya da Carba NP gibi
biyokimyasal testleri 6nermektedir (EUCAST, 2015; Tamma ve ark., 2018).

4.4.1.2.4. Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon Kkiitle spektrofotometresi

(MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS ¢ok sayida mikroorganizmanin cins ve tiir diizeyinde kisa siirede
tanimlanmasina ve énemli diren¢ mekanizmalarina sahip mikroorganizmalarin ayirt edilmesine
olanak saglayan yaygin olarak kullanilan fenotipik yontemdir. Yontemde kullanilan gelik
slaytin iizerine test edilecek sus ile matriks sollisyonu eklenerek kristalize edilir. Slayt cihaza
yerlestirilir ve lazer 1sinlarina maruz birakilarak iyonize edilir. lyonlarin kiitle agirliklarina gére
ucus zamani bir dedektor tarafindan belirlenir. Elde edilen kiitle spektrumu, veri tabanindaki
referans spektrumlarla karsilagtirilarak mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasini

saglar (Procop ve ark., 2017).

MALDI-TOF MS ile rutin laboratuvarda ¢ok kisa siirede karbapenem hidrolizi ve
karbapenemaz tipinin tespit edilmesi miimkiindiir. Karbapenem iireten test ajan1 ve karbapenem
ile 1-4 saat inkiibasyonundan sonra kiitle spektrumunda karbapenemlere 6zgii olan piklerdeki
kaybolma veya yiiksekliginde azalma gibi degisikliklerin saptanmasi prensibine
dayanmaktadir. Uygulanmasi oldukca kolaydir ve degerlendirmenin bilgisayar aracili olmasi
sonuglarin degerlendirilmesinde hatalar1t minimize etmektedir (Giske ve ark., 2013; Salam ve

ark., 2023; Tamma ve ark., 2018; Bialvaei ve ark., 2016).

4.4.1.3. Lateral akim yontemleri (Immiinokromatografik yontemler)

Lateral akim yontemi, karbapenemaz enzim tiplerine karsi spesifik antikorlarin kullanildig:
immiinokromatografik yontemdir. Test edilecek oOrnekte bulunan antijenin kromatografik
kagida sabitlenmis antikor ile kompleks olusturmasiyla sonug bolgesinde goriiniir bantlar
olusmaktadir. Bu yontemle karbapenemazlarin varligini ve tiirlinii yaklagik 15 dakika iginde

belirlemek miimkiindiir (Tamma ve ark., 2018). Testin duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 %95-100
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arasindadir. OXA-48, KPC, IMP, VIM ve NDM karbapenemazlarin hizli tespiti icin ticari

olarak gelistirilmis yontemler bulunmaktadir (Aguirre-Quifionero ve ark., 2017).

4.4.2. Karbapenemazlarin tanisinda kullanilan genotipik testler

Genotipik yontemler karbapenemaz varliginin saptanmasi ve tiirlerinin belirlenmesinde altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bilinen biitiin karbapenemaz genlerinin saptanabiliyor
olmasi, karbapenemaz tiplerinin ayirt edilebilmesi, hizli sonu¢ alma siiresi, fenotipik
yontemlere gore yiiksek duyarlilik ve ozgiilliiklerinin yiiksek olmasi genotipik testlerin
avantajlar1 arasindadir. Buna karsin; maliyetinin yiiksek olmasi, 6zel ekipman ve uzmanlik
gerektirmesi rutinde kullanimini kisitlamaktadir. Bu yontemler baglica PZR tabanli yontemler,
tiim genom dizileme ve hibridizasyon temelli yontemlerden olusur (Walsh ve ark., 2005; Al-

Zahrani ve ark., 2018; Lee ve ark., 2001).

PZR metodu bu amagla yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemdir. Yontemin temeli,
¢ogaltilmasi hedeflenen bdlgenin iki ucuna spesifik ve bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici
bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primerin kullanilmasiyla sinirlandirilmis olan genin enzimatik
olarak sentezlenmesine dayanmaktadir. PZR temelli testlerin verimliligini arttirmak amaciyla
tek bir PZR tepkimesinde birden fazla farkli DNA hedefinin amplifikasyonunu saglayarak
zaman ve maliyet tasarrufu saglayan multiplex PZR gelistirilmistir. Bununla birlikte floresan
boyanin bagli oldugu DNA problar sayesinde hedef DNA’nin amplifikasyonu floresan
sinyaldeki artis ile anlik olarak tespit edilebilen gercek-zamanli PZR yontemi de bulunmaktadir

(Osei ve ark., 2015; Bialvaei ve ark., 2016).

2012'de yapilan bir caligmada, Enterobacteriaceae, A. baumannii ve P. aeruginosa
izolatlarinda NDM, KPC, GES, IMP, VIM ve OXA-48 gibi direng genlerini ayn1 anda tespit
edebilen bir multipleks gercek-zamanli PZR yontemi gelistirilmistir. Bu yontem, genomik
DNA ekstraksiyonunu da dahil olmak iizere 3 saat i¢inde sonu¢ almay1 saglamistir ve %100
duyarhilik ile %100 6zgiilliik gostermistir, bu da son derece etkili bir tan1 yontemi oldugunu

gostermektedir (Oset ve ark., 2015).
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5. GEREC ve YONTEM

Etik kurul onay1

Bu calisma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
(03.02.2023 tarih ve 265 kayit numarasi) onaylanmistir. Marmara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAPKO) tarafindan TYL-2023-11039 nolu proje ile
desteklenmistir. Calisma Marmara Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dal1 Laboratuvarlari’nda yapilmistir.

5.1. Gerecler

5.1.1. Besiyerleri

1. MacConkey Agar (Biomerieux, Fransa)
2. Mueller-Hinton agar (MHA) (Oxoid/Ingiltere)

Hazir toz halinde bulunan MHA besiyerinden firma onerileri dogrultusunda 38 g tartilip 1000
mL distile suda homojen olarak ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15
dakika boyunca steril edildikten sonra yaklasik 45°C’ye kadar sogutulmustur. Besiyerleri,
EUCAST onerilerine gore 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarina (Firatmed, Tiirkiye) yaklasik 25
mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Besiyerleri kullanilana kadar +4°C’de buzdolabinda

saklanmustir.
5.1.2. Standart kokenler

1. K. pneumoniae CCUG 56233 (KPC pozitif koken),

2. E. coli NCTC 13476 (IMP pozitif kiken),

3. K. pneumoniae NCTC 13440 (VIM pozitif kéken),

4. K. pneumoniae NCTC 13443 (NDM-1 pozitif koken),
5. K. pneumoniae NCTC 13442 (OXA-48 pozitif koken),
6. P.aeruginosa ATCC 27853
7. E.coli ATCC 25922

5.1.3. Antibiyotik tozu

1. Imipenem-silastatin toz (Cilapem- Ila¢ A.S., Tiirkiye)
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5.1.4. Kimyasal maddeler

ok w0 DD

Fenol Kirmizis1 (Sigma, ABD)

HCI (Atabay Kimya, Tiirkiye)

NaOH (Merck, Almanya)

Tris HCL (HiMedia Laboratories, Hindistan)
ZnS0O4 (Merck, Almanya)

5.1.5. PZR malzemeleri

N o g s~ w D PE

o

Enjeksiyon suyu (DNaz-RNaz Free Distile su) (Thermo Fisher Scientific, ABD)

1kb DNA Ladder (GeneMark,ABD)

10x TBE Buffer (Tris, EDTA, Borik asit) (Rotiphorese, Almanya)

6 x Loading Dye (SIGMA, ABD)

2x PZR Master mix (Thermo Scientific, ABD)

Etidyum bromiir (Biofroxx, Almanya)

blaoxa-4s, blanom, blaviv, blampe, blakec, blaces revers ve forward primerleri (Qiagen,
Hollanda)

Agaroz (IBI Scientific, ABD)

1,5ml, 0,5 ml ve 0,2 mI’lik eppendorflar; mavi, sari, beyaz pipet uglar1 (DNaz, RNaz Free)
(Greiner)

10. Tek kullanimlik steril 6zeler (ISOLAB, Almanya)

5.2. Araclar ve Aygitlar

© © N oo g Bk~ W D P

Etliv (Memmert, Almanya)

Blok sitic1 (Techne, UK)

Pasteur firmn1 (Electro mag)

Otoklav (HIRAYAMA, Japonya)

Tek kanalli otomatik pipetler (Axygen, ABD; ISOLAB, Almanya)
Balonlar, tiipler, sar1 ve mavi pipet uglari, sporlar, kurutma kagitlar
Steril ekiivyonlar ve steril 6zeler

Steril 50 mL Falcon tiip (Firatmed, Tiirkiye)

Steril petri kutusu (Firatmed, Tiirkiye)

10. (+4°C) Buzdolab1 (BOSCH, Almanya)
11. (-20°C) Derin dondurucu (Bosch, Almanya)
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12. (-80°C) Derin dondurucu (Thermo Scientific, ABD)
13. MALDI-TOF MS cihaz (BioMerieux, Fransa)

14. Hassas terazi (Sartorius, Almanya)

15. Vorteks (Yellowline, ABD)

16. Termal dongii cihaz1 (BIO-RAD, ABD)

17. Elektoforez tanklar1 ve cihazi (BIOCOMdirect, ABD)
18. pH Metre cihazi (Inolab, Tiirkiye )

19. Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

20. UV goriintiileyici (BIO-RAD, ABD)

21. Santrifiij (Abbot, ABD)

5.3. Yontemler

Bakterilerin secimi

Calismamizda, son 5 yila ait (2018 Ocak-2023 Subat) hastanemiz mikrobiyoloji
laboratuvarinda ¢esitli klinik 6rneklerden (kan, idrar, yara, doku, periton, plevra vb.) etken
olarak izole edilen, rutin laboratuvar testleriyle tiir diizeyinde tanimlamas1t MALDI-TOF MS
(BioMerieux, Fransa) ile yapilmis ve rutin antibiyogram sonuglarma bakilarak imipenem,
meropenem veya doripenemden en az birine direngli oldugu saptanan 100 P. aeruginosa izolati
kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak karbapenem duyarli oldugu saptanan 20 P.
aeruginosa izolati ¢alismaya dahil edilmistir. Hastalarin farkli 6rneklerinden ayni izolatin

saptanmast durumunda izolatlardan sadece biri ¢aligmaya dahil edilmistir.

EUCAST (Versiyon 13.1, Haziran 2023) standartlarina gore disk difiizyon yontemi ile
doripenem (10 pg), imipenem (10 pg) veya meropenem (10 pg) diskleri kullanilarak test edilen
antibiyogram sonuglarina gore inhibisyon zon ¢aplar1 dlglimiinde doripenem igin <22 mm,

imipenem i¢in <22 mm ve meropenem i¢in <14 mm direncli kabul edilmistir.
5.3.1. Karbapenemaz iiretiminin fenotipik tespiti
5.3.1.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Tris-HCI Soliisyonu (20 mmol/L): 100 mL distile su igerisinde 0,3152 gram Tris-HCI ¢oziilerek

hazirlanmustir.

NaOH Soliisyonu (1N): 4,082 gram NaOH 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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ZnSO04 Soltisyonu (10 mM): 0,287 gram ZnSO4 100 mL distile suda ¢oziilerek elde edilmistir.

Fenol Kirmizist Stok Soliisyonu: 0,5 gram fenol kirmizisi, 14,1 mL 0.1 M NaOH ve 20 mL

etanol igerisinde ¢oziildiikten sonra, soliisyon enjeksiyonluk su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Fenol Kirmizist Soliisyonu (%0,5): 2mL Fenol kirmizisi stok soliisyonu ve 16,6 mL distile su

kanistiritlip pH 7,8 olacak sekilde ayarlanmustir.
5.3.1.2. Bakterileri siispansiyonunun hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlar1 -80°C derin dondurucudaki gliserol igeren stok
besiyerinden ¢ikartilarak, aseptik kosullarda MacConkey agara tek koloni ekim teknigi ile
pasajlar1 yapilip 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. izolatlar MacConkey agarda saf olarak
retildikten sonra birka¢ koloni alinarak MHA’ya pasajlanmistir. 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyon ile iiretilmistir. Test edilen izolattan 4 6ze (10 pL) dolusu alinarak eppendorf
igcerisinde 400 uL. Tris—HCI (HiMedia, Hindistan) lizis tamponunda (20 mmol/L) siispanse
edilmistir. Karisim homojen hale gelene kadar vortekslenmis (Yellowline), oda sicakliginda 30

dakika inkiibe edilmistir.

Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik yontem, Carba NP testinin bir
modifikasyonudur. Bu test; in vitro ortamda karbapenemazin imipenemi hidroliz etmesiyle
ortam pH’1nin diismesi sonucu pH indikatdriiniin renginin degigmesi prensibine dayanmaktadir.
EUCAST; Carba NP testinin yontem validasyon basamagint MHA, kanli agar, triptikaz soya
agar ve karbapenemaz tarama besiyerlerinin ¢cogunda iiretilmis koloniler ile yapildigini ve
MacConkey agar plaklarinda iiretilmis kolonilerde uygulanmamasi gerektigini bildirmistir. Bu
baglamda calismamizdaki bakterileri canlandirma basamaginda, izolatlar MacConkey agara

pasajladiktan sonra MHA ’a tekrar ekimi yapilmastir.

5.3.1.3. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik hizh tam

yonteminin uygulanmasi

Karbapenemaz iiretiminin fenotipik yontem ile saptanmasinda laboratuvarda hazirlanan enzim-
substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli test kullanilmistir. Test edilecek her izolat i¢in
bir kontrol tiipii (sadece pH indikatorii iceren) ve bir test tiipli (antibiyotik ve pH indikatorii

iceren) hazirlanmastir.
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Kontrol tiipii 100 pL fenol kirmizisi (Sigma, ABD) soliisyonu (%0,5, pH 7,8) ve 10 mmol/L
ZnS0O4 (Merck, Almanya) ¢ozeltisi igermektedir. Test tiipiinde, kontrol tiipii igerigine ek olarak
6 mg/mL imipenem/silastatin (Tiim Ekip Ilag, Tiirkiye) eklenmistir.

Sekil 4. Enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon temelli fenotipik yontemde pozitif
izolat igeren tiipiin zamana bagli degisen goriintiisii
30 uL Bakteri siispansiyonundan kontrol ve test tiiplerine eklenmis ve oda sicaklifinda 1 saat
inkiibe edilmistir. Tiipler 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda renk degimi i¢in degerlendirilmistir
(Sekil 4). Inkiibasyon siiresi 2 saate uzatilmis sonuglarda degisiklik olup olmayacagi
degerlendirilmistir. Kontrol tiiptiniin kirmiz1 oldugu ve test tiiptinde Kirmizidan sartya belirgin
renk degisiminin oldugu durumlar karbapenemaz iiretimi lehine degerlendirilmis ve pozitif

sonug olarak yorumlanmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Karpabenemaz varliginda Enzim-
substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
testte kontrol tiipii ve test tiipliniin goriintiisi
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5.3.2. Karbapenemaz iiretiminin genotipik (PZR) tespiti

Caligmaya alinan izolatlardan DNA izolasyonu yapilmis, sik goriilen karbapenemaz genlerine
0zgii primerler kullanilarak PZR yontemi uygulanmistir. Cogaltilan DNA bdlgeleri agaroz jel

elektroforezi ile yiirtitiilmiistiir.
DNA izolasyonu

Bakterilerin DNA’smin elde edilmesinde kaynatma yontemi kullanilmistir. DNA izolasyonu
icin, MHA da iiretilen bakteriden birkag koloni alinmis ve 250 pl steril distile su ile homojenize
edilmistir. Karisim kuru blok 1siticida (Techne, UK) 95°C’de 15 dk tutulmus ve 13000 rpm’de
5 dk santrifiij (Abbot, ABD) edildikten sonra siipernatant kismi alinarak PZR i¢in kalip DNA

olarak kullanilmistir. Kullanilacagi zamana kadar -20°C’de saklanmustir.

DNA amplifikasyonu

PZR amplifikasyonlari, HiMedia Insta Q96 Plus cihazinda uygulanmis olup toplam hacim 25
ul olarak belirlenmistir. Ambler siniflandirmasina gore iilkemizde en sik gozlemlenen
karbapenemazlar olan simif A (KPC, GES), siuif B (NDM, IMP, VIM) ve sinif D (OXA-48)
karbapenemazlar1 kodlayan blakpc, blanowm, blaime, blaviv, blaoxa-as ve blaces genleri, spesifik
primerler ve amplifikasyon kosullar1 kullanilarak PZR ile tespit edilmistir. Kullanilan primer
dizileri ve protokolleri Tablo 6’da yer almaktadir. Tiim karbapenemaz genleri i¢in ayn1 PZR

karigimlart kullanilmigstir. Tablo 5’°te agiklanmistir.

Tablo 5. PZR karigiminin igerigi

PZR Bilesenleri Her Bir Reaksiyondaki Hacim
(Thermo Scientiic, ABD) 12,51
Primer- F 1 uL
Primer-R 1uL
DNA 2L
Steril Su 8,5 UL
Toplam 25 1l
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Tablo 6. PZR’de kullanilan primerler ve amplifikasyon kosullari.

Primer Dizi Boyut (bp) Amplifikasyon Kosullar: Referans
iMP-R 5-GAAGGCGTTTATGTTCATAC-3' )
o 95°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 60 °C Pitout ve
) 45 sn, 72 °C 1 dk), 72 °C 8 dk ark, 2005
iMP-F 5-GTACGTTTCAAGAGTGATGC-3'
KPC-R 5-TCTGGACCGCTGGGAGCTGG-3'
399 95°C 2 dk 35 siklus (94 °C 2 sn, 62 °C Poirel ve
10 sn, 72 °C 15 sn) ark., 2011
KPC-F 5-TGCCCGTTGACGCCCAATCC-3'
NDM-R 5-GGGCAGTCGCTTCCAACGGT-3'
e 95°C 5 dk 30 siklus (95 °C 30 sn, 60 °C Perry ve
40 sn, 72 °C 50 sn), 72 °C 6 dk ark., 2011
NDM-F 5-GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT-3'
OXA-48-R 5-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3'
243 94°C 5 dk 35 siklus (95 °C 1 dk, 56 °C Aktas ve
45sn,72°C 1 dk), 72 °C 7 dk ark., 2008
OXA-48-F 5-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3'
VIM-R 5-GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3'
e 95°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 60 °C Pitout ve
) 45 sn,72 °C 1 dk), 72 °C 8 dk ark., 2005
VIM-F 5-AATGCGCAGCACCAGGATAG-3'
GES-CASA 5-ACAAAGATTTCCATCTCAAGGGAT-3'

94°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 56 °C

860 45,72 °C 1dk), 72 °C 7 dk

Celik, 2007
GES-CASB 5-GTTTTAGACGGGCGTCAACT-3'

Amplifikasyon iiriinlerinin jel elektroforezi ile saptanmasi

Stok TBE tampon soliisyonundan (10x) (Rotiphorese, Almanya) 100 ml alinarak tizerine 900
ml distile su eklenip diliie edilmis, 1x TBE tamponu hazirlanmistir. TBE tamponu agaroz jel

hazirlamada ve elektroforez isleminde kullanilmistir.

Elektroforez i¢in %1°lik agaroz jel hassas terazide 0,5 g agaroz (Merck, Almanya) tartilip 50
ml 1XTBE tamponunda homojen hale gelene kadar isitilarak hazirlanmistir. Daha sonra {izerine
etidyum bromiir (0,5 pg/mL) (Biofroxx, Almanya) eklenmistir. Uygun taraklar elektroforez
tankina (Biometra, Almanya) yerlestirildikten sonra agaroz jel, yiizeyi tamamen kaplayacak
sekilde dokiilmiis ve katilagmasi saglanmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforez tankina

yerlestirilip, tank jelin ylizeyi ge¢inceye kadar 1x TBE c¢ozeltisi ile doldurulmustur.

PZR iirlinlerinden 5 pl alinarak 1 pl 6xLoading Dye (Sigma, ABD) ile karistirilmis ve jeldeki
kuyucuklara sirastyla yiiklenmistir. Her uygulamada bir kuyucuga molekiiler belirte¢ olarak 1
kbp DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD) yiiklenmistir. Uriinler elektroforez sisteminde 80
voltta 40 dakika yiiriitiilmiistiir. Elde edilen DNA bantlari, Gel Doc™ EZ System UV

transilliiminator goriintiileme cihazi (Bio-Rad, ABD) ile incelenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. blaxpc, blaypu, blajup, blayviv ve blaoxa-4s genlerine ait amplifikasyon
iiriinlerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi. 1: Negatif kontrol, 2-3:
VIM,4-5: NDM, 6-7: OXA-48, 8-9: IMP, 10-11: GES pozitif izolat ve Marker

5.3.3. Verilerin istatistiksel analizi

Verilerin istatistiksel analizi SPSS siirim 26.0 (IBM, Armonik, NY, ABD) kullanilarak
yapilmustir. Calismamizda kullanilan enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik testin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif degeri (PPV) ve negatif prediktif degeri
(NPV) altin standart olarak kullanilan PZR testi ile karsilastirilarak hesaplanmustir. Iki yontem
arasindaki niteliksel uyum, Phi Cramer’s korelasyonu kullanilarak belirlenistir. Anlamlilik

P<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen karbapenem direngli 100 P. aeruginosa izolatinin genotipik test
sonuclarina gore 46’sinin (%46) bir veya daha fazla diren¢ geni tasidigi, negatif kontrol
grubunun test edilen hi¢bir karbapenemaz genini tasimadig tespit edilmistir. Fenotipik test ile
karbapenemaz enzimi tagiyan 46 izolatin 31’1 (%67) pozitif saptanmigtir. Geriye kalan 15 izolat
yanlis negatif olarak; molekiiler yontem ile arastirilan direng¢ genlerini tasimadigi belirlenen 2
izolat ise yanlis pozitif seklinde degerlendirilmistir. Negatif kontrol grubunun tiimiinde

fenotipik test negatif sonug¢lanmigtir (Tablo 7).

Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirastyla; %93,9 ve %82,8 olarak hesaplanmistir. Testin duyarlilik ve
ozgilligi sirasiyla; %67,4 ve %97,3 (p<0,0001) oldugu bulunmustur. Korelasyon analizi
sonucunda fenotipik test ile PZR testi arasinda ¢ok gii¢lii anlaml1 bir iliski oldugu saptanmistir

(Phi Cramer's p=0,704, p<0,001) (Tablo 7).

Tablo 7. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin sonuglarinin
PZR sonucu ile karsilastirilmasi

PZR Sonucu

Negatif Pozitif Duyarhihk % Ozgiilliik % PPD % NPD % p degeri

Enzim-Substrat Etkilesimine
Dayah Reaksiyon Temelli Negatif 72 15
Yontem 67,4 97,3 93,9 82,8 <0,001
Pozitif 2 31

46 izolatta genlerin dagilimi, blanom-1 (n=36), blaces (n=2), blayis (n=2), blaiur (N=2), blaoxa-
48 (n=1), blayiy ile blanom birlikteligi(n=1), blaces ile blanowm birlikteligi (n=1) ve blanpwm ile
blaoxa-ss birlikteligi (n=1) seklinde saptanmustir (Sekil 7). Higbir izolatta blakec geni tespit
edilmemistir. Calisilan P. aeruginosa izolatlariin izole edildikleri klinik 6rneklere gore

dagilim1 Tablo 8’de verilmistir.
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blaViM; 2

blaGES; 2

blaOXA-48: blaNDM+blaVIM ; 1

blaNDM+blaGES ; 1

Sekil 7. PZR ile saptanan karbapenemaz genlerinin dagilimi

Calisilan P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogu (40/120) solunum o6rneklerinden izole edilmistir
(Tablo 8). Karbapenemaz enzimi iirettigi saptanan izolatlarin katater ucu ile siirlintii (n=16),
idrar (n=11) ve solunum 6rnegi (n=10) dahil olmak iizere farkli klinik 6rneklerden izole edildigi
belirlenmistir. 120 izolatin %42’si yogun bakim iinitesinde (YBU) yatan hastalardan gelen
orneklerden izole edilmistir. Karbapenemaz genine sahip &rneklerin Genel YBU (n=9) ve
Anestesi ve Reaminasyon YBU(n=5) dahil olmak iizere %50’sinin YBU’den gelen rneklerden

izole edildigi saptanmustir.

Tablo 8. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri
klinik 6rneklere gore dagilimi (n=120)

Klinik Ornek YBU n (%) YBU Dis1 n (%)
Solunum yolu 15(12,5) 25(20,8)
Idrar 6(5) 12(10)
Katater ucu 7(5,8) 6(5)
Stiriinti 6(5) 8(6,7)

Kan 4(3,3) 4(3,3)
Diger steril 6rnekler 12(10) 15(12,5)
Toplam 50(42) 70(58)

*YBU: Yogun Bakim Unitesi
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarmin karbapenemaz iiretimine iligkin fenotipik ve
genotipik test sonuglari

Stok Numarasi / Yil Fenotipik Test Sonucu Genotipik Test Sonucu

69 / 2023 Negatif )

80 /2023 Negatif -)
101/2023 Negatif IMP
11772023 Negatif -)
127 /2023 Pozitif NDM
140/ 2023 Negatif )
141/2023 Negatif )
168 /2023 Negatif (-)
178 /2023 Pozitif NDM
181 /2023 Negatif )
362 /2023 Negatif )
376 /2023 Pozitif NDM

36 /2022 Negatif )
353 /2022 Negatif ViM
741 /2022 Pozitif NDM
918 /2022 Negatif )
937 /2022 Pozitif NDM
966 / 2022 Pozitif NDM
1103 /2022 Negatif )
1237 /2022 Pozitif NDM
1270/ 2022 Pozitif NDM
1274/ 2022 Pozitif NDM
1336 / 2022 Pozitif NDM
1346 / 2022 Pozitif NDM
1757 / 2022 Pozitif NDM
1849 / 2022 Pozitif NDM
1978 /2022 Pozitif NDM
22292022 Negatif )
2263 / 2022 Pozitif NDM

2305/ 2022 Negatif )
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarimin karbapenemaz iiretimine iligkin fenotipik ve
genotipik test sonuglar: (Devam)

Stok Numarasi / Yil Fenotipik Test Sonucu Genotipik Test Sonucu

216/ 2021 Negatif ©)
503 / 2021 Negatif ©
566/ 2021 Negatif ©)
663 /2021 Negatif ©
73412021 Negatif ()
747 1 2021 Negatif OXA-48
804 / 2021 Negatif ©)
865/ 2021 Negatif )
887 / 2021 Negatif ©)
916/ 2021 Negatif )
947 / 2021 Negatif ©)
948 / 2021 Pozitif NDM
1037 / 2021 Negatif ©)
1047 / 2021 Pozitif NDM
1059 / 2021 Pozitif NDM
1168 / 2021 Pozitif )
1241 / 2021 Negatif )
1242 / 2021 Negatif GES
1326 / 2021 Pozitif NDM
1358 / 2021 Negatif )
1475 / 2021 Pozitif NDM
1564 / 2021 Pozitif NDM
1593 / 2021 Negatif )
1678 / 2021 Negatif )
1732 / 2021 Pozitif NDM
2 /2020 Pozitif NDM
31/2020 Pozitif NDM
47 1 2020 Negatif ()
52 / 2020 Negatif NDM

102 / 2020 Negatif )
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarmin karbapenemaz iiretimine iligkin fenotipik ve
genotipik test sonuglar: (Devam)

Stok Numarasi / Yih Fenotipik Test Sonucu Genotipik Test Sonucu

107 /2020 Negatif GES
121 /2020 Negatif )
152 /2020 Negatif (-)
226 / 2020 Negatif )
305 /2020 Negatif (-)
349 / 2020 Pozitif Q)
438 /2020 Negatif NDM
446 / 2020 Negatif )
469 / 2020 Negatif (-)
744 /2020 Negatif NDM-OXA-48
781/2020 Negatif ()
986 / 2020 Negatif )
1002 / 2020 Negatif (-)
1130/ 2020 Negatif )
1144/ 2020 Pozitif NDM-GES
1254 / 2020 Negatif )
1259 /2020 Negatif NDM
1268 / 2020 Negatif NDM
1270/ 2020 Negatif )
57412019 Negatif NDM
1367 /2019 Pozitif NDM
1414/ 2019 Pozitif NDM
1733 /2019 Negatif NDM
95/2018 Negatif )
163/ 2018 Negatif )
381/2018 Negatif )
47712018 Negatif )
540/ 2018 Negatif )
552 /2018 Negatif )
843 /2018 Pozitif ViM

875/2018 Negatif )
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarimin karbapenemaz iiretimine iligkin fenotipik ve
genotipik test sonuglari (Devam)

Stok Numarasi / Yih Fenotipik Test Sonucu Genotipik Test Sonucu

1246 / 2018 Pozitif NDM-ViM
1490 / 2018 Negatif NDM
1531/ 2018 Pozitif NDM
1630/ 2018 Negatif )
1682 / 2018 Negatif )
1967 / 2018 Pozitif iMP
1990 / 2018 Negatif NDM
2143/ 2018 Negatif NDM

2216 /2018 Negatif )
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7. TARTISMA ve SONUC

P aeruginosa saglik bakimiyla iliskili enfeksiyonlari olan hastalarda en sik izole edilen
patojenlerden biridir ve ¢ok sayida antibiyotige kars1 dogal direnclidir (Halat and Moubareck,
2022). Bununla birlikte pseudomal enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak kabul edilen
karbapenemler de dahil pek ¢ok antibiyotik grubuna karsi1 direng kazanmasi kiiresel bir saglik
sorunu haline gelmistir (Zhang ve ark., 2016). Bu durum enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmaktadir ve hastaneye yatirilan veya bagisiklik sistemi zayiflamis hastalar arasinda
morbidite ve mortalite oranlarim arttirmaktadir (Shaaban ve ark., 2017). DSO, P. aeruginosa 'yt
saglik bakimiyla iliskili enfeksiyonlarda ve salginlarda oOncelikli tehdit olusturan alti

mikroorganizmadan biri olarak gostermektedir (Tacconelli ve ark., 2018).

Firsatg1 bir patojen olan P. aeruginosa hastane kaynakli ve ventilatorle iliskili pnédmoniler, idrar
yolu, yanik ve kan dolagimi enfeksiyonlarinin baslica nedenlerindendir (Halat and Moubareck,
2022). Ulkemizde en sik karsilasilan YBU enfeksiyon etkenleri arasindadir (Arman, 2006).
Calismamiza solunum yolu 6rnekleri (n=40) dahil olmak {izere ¢esitli klinik 6rneklerden ve en
stk yogun bakim fnitelerinden (%57,5) izole edilen karbapenem direngli P. aeruginosa
izolatlar1 dahil edilmistir. Ulkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarda da benzer sekilde
karbapenem direncli P. aeruginosa izolatlarinin en sik yogun bakim iinitelerinden ve siklikla
solunum yolu o6rneklerinden izole edildigi gorilmiistir (Mangayarkarasi ve ark., 2018;

Malkogoglu ve ark., 2017; Duman ve ark., 2012).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’nin 2022 siirveyans verilerine gore P
aeruginosa’da karbapenem diren¢ oraninin %18,1, Tiirkiye’de ise %39 oldugu bildirilmistir

(ECDC, 2022).

P. aeruginosa’da karbapenem direncinin gelismesinde OprD porin kaybi, disa atim
pompalarinin asir1 ekspresyonu ve karbapenemaz tiretimi gibi ¢ok sayida mekanizma rol oynar
(Jean ve ark., 2022). Bu mekanizmalar i¢inde karbapenemazlar, plazmid ve transpozon gibi
mobil genetik elemanlar araciligiyla c¢esitli bakteri klonlar1 arasinda hizla aktarilip
yayilabildiginden kritik 6nem tasimaktadir (Henry ve ark., 2011). P. aeruginosa’da Ambler
siif A (KPC ve GES tipi beta-laktamazlar1), simif B (IMP, VIM ve NDM gibi farkli metalo-p-
laktamazlar) ve sinif D (OXA-48) gibi ¢ok sayida karbapenemaz enzimi tanimlanmistir.

Karbapenemazlarin dagilimi iilkeler arasinda farklilik géstermektedir. P. auroginosa’da en sik
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goriilen ve klinik agidan en 6nemli olan Ambler simif B’deki karbapenemazlardir. Bu grupta
VIM, IMP ve NDM en yaygin olanlardir (Walsh ve ark., 2005). Bunun yani sira diinya
genelinde; Pseudomonas suglarinda KPC, GES ve OXA gibi beta-laktamaz tiirlerinin varliginin

giderek arttig1 rapor edilmistir (Potron ve ark., 2015).

Karbapenemaz tliretimine bagli direng, diinya ¢apinda P. aeruginosa’nin karbapenemlere karsi
direng gelistirdigi belirtilen vakalarin %39'unu olusturmaktadir. Avrupa'da ise bu oran
%30,6'dir (Rizek ve ark., 2014; Castanheira ve ark., 2014). Calismamizda karbapenem direngli
100 izolattan 46'sinin (%46) genotipik yontemle bir veya daha fazla karbapenemaz geni tagidigi
tespit edilmistir. Karbapenem direngli olan fakat iliskili bir gen saptanmayan 54 izolatta,
direncin temelinde diger mekanizmalarin ya da bu ¢alismada arastirilmayan direng genlerinin
oldugu diistiniilmektedir. Direng geni saptanan 46 izolatta genlerin dagilimi, blanom-1 (N=36),
blages (n=2), blayin (n=2), blajur (N=2), blaoxa-as (N=1), blayiy ile blanom birlikteligi(n=1),
blages ile blanom birlikteligi (n=1) ve blanom ile blaoxa4s birlikteligi (n=1) seklinde
saptanmistir. Cesitli calismalarda karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinda MBL
bulunma oraninin %31,5 ile 72,2 arasinda oldugu rapor edilmistir (Lombardi ve ark. 2002,
Carvalho ve ark. 2013, Maltezou 2009).

Calismamizda karbapenemaz geni saptanan izolatlardaki MBL orani %89 bulunmustur ve en
yaygin blanpm (%84) geni tasidigi belirlenmistir. Ulkemizde ilk NDM-1 tastyan sus, Irak’tan
allojenenik hematopoietik kok hiicre nakli i¢in transfer edilen 16 yasinda bir I6semi hastasindan
izole edilen K. pneumoniae susunda saptanmistir. 2010 yilinda K. pneumoniae ve E. coli
suslarinda kitalar aras1 yayilim gostererek epidemiye neden olmustur. Diinya genelinde 47
tilkeden pozitif olgu bildirimi rapor edilmistir. Arastirmalar, NDM-1 enziminin artan bir sekilde
yayilmakta oldugunu ortaya koymaktadir. NDM geninin genellikle tiirler arasi aktarim
kapasitesine sahip mobil genetik elemanlar iizerinde yer aldig1 belirtilmektedir (Nordmann ve
ark., 2011; Hsueh, 2010, Walsh, 2010; Hernandez-Garcia ve ark., 2024).

P aeruginosa'da karbapenem direnci prevalanst pek ¢ok iilkede %10-50 arasinda
degismektedir. Son yillarda karbapenemlere kars1 gelisen direncin tiim diinyada giderek artmasi
nedeniyle bu direngli mikroorganizmada altta yatan mekanizmanin erken saptanmasina yonelik

yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ dogmustur (Copur ve ark., 2021).

Karbapenemaz genlerinin genotipik tekniklerle tespit edilmesi altin standarttir. Fakat bu yontem
yiiksek maliyetlidir, uzmanlik ve uygun laboratuvar olanaklar1 gerektirmektedir (Malkogoglu

ve ark., 2017). Ayrica bilinmeyen ve yeni diren¢ genlerinin varligi tespit edilemeyeceginden
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yanlis negatif sonug riski bulunmaktadir (Aktas ve ark., 2017). Karbapenemazlarin saptanmasi
amaciyla cesitli fenotipik yontemler (Modifiye Hodge testi, karbapenem inaktivasyon metodu,
immiinokromatografik testler, Carba NP testi vb.) gelistirilmistir. Tiim bu fenotipik testlerin hiz,
maliyet, duyarlilik ve dzgiilliikleri yoniinden cesitli sinirlamalar bulunmaktadir. Ornek olarak,
Cesur ve ark. (2009) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada imipeneme direngli P. aeruginosa
izolatlarinda MBL {iretimi kombinasyon disk yontemin ile %62, ¢ift disk sinerji testi ile %73,
MHT ile %58 olarak bulmustur. Ulkemizde yapilan bir baska calismada, meropeneme direncli
olan ve MBL iireten 68 P. aeruginosa izolatinda ayni1 yontemlerle karbapenem direnci saptama

oranlart sirastyla %80, %100 ve %60 olarak tespit edilmistir (Bulut ve Caglar, 2013).

Dolayisiyla rutin laboratuvarda uygulanabilmesi i¢in karbapenemaz iiretimini hizli tespit eden,
basit, giivenilir ve uygun maliyetli yeni testlere ihtiyag¢ vardir (Osei ve ark., 2015; Aktas ve ark.,
2017). Bu konuda son donemde, Nordmann ve c¢alisma arkadaslari tarafindan
karbapenemazlarin hizli ve ucuz tespiti i¢in Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) testi
gelistirilmis ve ticari olarak kullanima sunulmustur (Nordman ve ark., 2012; Dortet ve ark.,
2014). Carba NP, karbapenem grubu ilaclarin beta-laktam halkasinin enzimatik hidrolizi sonucu
pH indikatoriiniin renk degisikligine dayanan kolorimetrik bir testtir (Dortet ve ark., 2014).
CLSI ve EUCAST kilavuzlarinda yer alan Carba-NP testi, yiiksek dogruluk oranlaria sahip
olmasi ve 2 saat gibi kisa siire i¢inde karbapenemaz aktivitesini saptamasiyla diger fenotipik
yontemlere gore bliylik bir avantaj saglamistir (CLSI, 2015; EUCAST, 2017). Carba NP
testinin, karbapenemaz iireten Pseudomonas spp. igin %100 spesifik ve %94,4 duyarli oldugu
bildirilmistir (Nordmann ve Poirel, 2013). Fakat mukoid izolatlarda ve zayif karbapenemaz
aktivitesi gosteren izolatlart enzimleri (OXA-48 ve GES) tespit etmede zorlanmasi gibi

dezavantajlar1 vardir. (Tijet ve ark., 2013).

Karbapenemaz {ireten P. aeruginosa'yitespit etmek igin orijinal Carba NP testinin
protokollerinin uygulandigi ve testin performansinin degerlendirildigi yedi c¢alismada 703
P. aeruginosa susu igerisinden 260 (% 37) karbapenemaz lireticisi tespit edilmistir. Bu suslarin
KPC, GES, IMP, VIM, NDM, SPM, GIM, AIM ve OXA-48 karbapenemazlarini1 barmdirdig
belirlenmistir. Orijinal Carba NP testi ile karbapenemaz iireten P. aeruginosa'y: tespit etme
duyarliligimin %84,61 ile %100 arasinda; 6zgiilliigiinlin ise %99 ile %100 arasinda oldugu
belirtilmistir (AbdelGhani ve ark., 2015; Chong ve ark., 2015; Dortet ve ark., 2012; Heinrichs
ve ark., 2015; Poirel ve ark., 2015; Tijet ve ark., 2013; Bouslah, 2020).
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Carba NP testinin sinirlamalarinin listesinden gelmek, maliyeti azaltmak ve islem siiresini
kisaltmak amaciyla ¢esitli modifikasyonlar1 gelistirilmistir (CLSI, 2015). Calismamizda
kullandigimiz enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik test, CLSI’de
aciklanan Carba NP testinin laboratuvarda gelistirdigimiz bir modifikasyonudur. Kullandigimiz
enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli yontemde, Carba NP‘den farkli olarak bazi
degisiklikler yapilmistir: Inokiiliim miktar1 arttirilmis ve bakteriler Tris-HC] lizis tamponunda
stispanse edilmistir. Bakteri siispansiyonu santrifiij islemi yapilmadan homojen hale gelene
kadar vortekslenmis ve test sirasinda biitiin bakteri lizat1 kullanilarak, etiiv yerine oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyon yapilmistir. Ayrica enzim substrati olarak, imipenem
monohidrat (3 mg/ml) yerine ticari olarak bulunabilen imipenem-silastatin (6 mg/ml)
kullanilmistir (Abdel Ghani ve ark., 2015). Calisma igin 1,5 ml'lik mikrotiipler kullanilmis ve
sonuglar 2 saat yerine 1 saat sonunda degerlendirilmistir (Dortet ve ark., 2014; Nordmann ve
ark., 2012). Bu degisikliklerle testin yiiksek maliyetinin azaltilmasi ve uygulama siiresinin

kisaltilmasi hedeflenmistir.

Calismamizda 36 izolatin blanpy ve 3 izolatin ¢oklu karbapenemaz genleri (blayviv + blanpwm,
blaces + blanpy ve blanpy + blaoxa-4s) tasidigr molekiiler yontemle tespit edilmistir. Coklu
karbapenemazlari tasiyan 25 P. aeruginosa izolatinda ayni protokoller uygulanarak Modifiye
Carba NP testinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 7 izolatta blanpas direng geni ve 6 izolatta
coklu karbapenemaz direng geni (blaypy + blaoxy 48 benzeri, blaypy + blayiy, blaypy + blajvp,
blayjy + blaox4 4sbenzeri gen) belirlenerek toplam izolat 16 karbapenemaz pozitif saptanmistir.
Calismamiza benzer sekilde, higbir izolatta blaxpc geni saptanmamistir. Karbapenemaz geni
saptanmayan 9 ornegin tamami fenotipik yontemlerle direngli olarak tanimlanmistir. Modifiye
Carba NP testi, NDM {ireten izolatlardan yalnizca 3’iinde (%43) ve ¢coklu karbapenemaz iireten
izolatlardan 3’iinde (3/6) dogru sonug¢ vermistir. Calismamizda ¢oklu enzim igeren izolatlarin
tamam1 (n=3) fenotipik yontem ile dogru tanimlanmistir. NDM tastyan izolatlarin %75’inde
(n=27) fenotipik yontem ile pozitif sonu¢ gozlemlenmis olup bu sonuglar, calismamizda ¢oklu
enzim tastyan veya NDM iireten izolatlarin daha iyi tanimlandigin1 géstermektedir (Rudresh ve

ark., 2017).

Yapilan calismalarda, enfeksiyon etkeni olan P. aeruginosa’da karbapenem direncinin hizl
tespiti 6zellikle vurgulanmaktadir (Nordmann ve ark., 2012; Nordmann 2014). Calismamizin
onemli sonuglarindan biri; NDM, VIM, IMP, OXA-48 ve GES tipi karbapenemazlarin fenotipik
test kullanilarak 1 saat gibi kisa siirede tespit edilmesidir. Inkiibasyon siiresi 2 saate kadar

uzatilarak sonuglar tekrar degerlendirilmis ve test tiiplerinde herhangi bir renk degisimi
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gozlemlenmemistir. Kritik hastalarda uygun antibiyotik tedavisinin verilmesindeki 1 saatlik
gecikmenin hastanin 6liim riskini %20 artirdig1 dikkate alindiginda, testin sonuglanma siiresinin
2 saatten 1 saate diismesi, hastaya zamaninda uygun tedaviyi vermek agisindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir (Kumar ve ark., 2006). Buna ek olarak 3 izolatta testin ilk 20 dakika i¢inde pozitif
sonu¢ verdigi tespit edilmistir. PZR analizlerinde bu izolatlarin blanpy geni tasidig
belirlenmistir. Negatif kontrol grubundaki tiim izolatlar fenotipik testte de negatif saptanmaistir.
Buna karsin PZR ile karbapenemaz geni (blaivp, blaviv, blaoxs-ss, blaces (n=2), blanpy (n=9)
ve blanpytblaoxa-4s) saptanan 15 izolat fenotipik testte yanlis negatif sonu¢ vermistir. Benzer
bir calismada, karbapenemaz f{ireticisi oldugu saptanan fakat fenotipik test ile negatif
sonuclanan izolatlarda, diren¢ genlerinin ekspresyonunun hi¢ olmadig: veya diisiik seviyede

oldugu icin fenotipik yontem ile karbapenemaz varlig1 tespit edilemedigi bildirilmistir (Dortet

ve ark., 2014).

Literatiirdeki bir caligmada bakteri inokiiliim miktarinin arttiritlmasiyla duyarlilik ve 6zgilliigiin
sirastyla %72,5 ve %69,2°den %80 ve %77,3’¢ arttigi gosterilmistir (Tijet ve ark., 2013).
Ozellikle OXA-48 ve GES enzimi tasiyan izolatlarda bakteri inokiiliim miktarmin artistyla
duyarliligin yiikseldigi gosterilmistir (Aguirre-Quifionero, ve Martinez-Martinez, 2017).
Calismamizda yanlis negatif sonu¢ veren izolatlarda bakteri inokiiliim miktar1 ve substrat
diizeyi arttirilarak deney tekrar edildiginde test sonuclarinda herhangi bir degisiklik
gbozlemlenmemistir. Ayrica ¢alismamiza dahil edilen izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugu mukoid
fenotip gosterdiginden kolayca siispanse edilememistir. Mukoid izolatlar kullanilan yontemin
en onemli dezavantajlarindan biridir. Yanlis negatif sonuclar, OXA-48 alt tipleri gibi diisiik
hidrolitik karbapenemaz aktivitesine sahip enzimlerin varligina ya da mukoid yapidaki
izolatlarla iliskilendirilebilir (Yusuf ve ark., 2014). Daha once yapilan ¢aligmalarda mukoid
izolatlarin yanlis negatif sonuglara neden oldugu belirtilmistir (Tijet ve ark., 2013; Tijet ve ark.,
2014).

Karbapenemaz aktivitesinin enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik
test ile tespiti icin standart bir protokol bulunmasa da benzer prosediirlerin uygulandig: birgok
calisma yapilmistir. Farkli ¢calismalarda kullanilan testlerin duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri %94-
100 ve %98-100 araliginda bulunmustur (Mangayarkarasi ve ark., 2018; Yusuf ve ark., 2014;
Dortet ve ark., 2012; Rudresh ve ark., 2017; Chong ve ark., 2015; Simner ve ark., 2017).
Calismamizda karbapenemaz tiretimi i¢in fenotipik testin duyarlilik ve 6zgilliigii sirasiyla
%67,4 ve %97,3 olarak belirlenmistir. Duyarlilik oranimiz diinya literatiiriinde verilen

oranlardan diisiiktiir. Ote yandan suslardaki karbapenemaz enzimlerinin dagilimi ve mukoid
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izolatlarin ¢oklugu c¢alismalar arasindaki farkliliklar1 agiklayabilir. Bu nedenle genis capli
aragtirmalarda farkli direng temeline sahip ¢esitli izolatlarla bu yontemlerin benzer kosullar
altinda, uygun sekilde uygulanmasi gerekmektedir. Caligmamizda kullanilan izolatlarin biiytik

cogunlugu NDM tasiyicisidir.

Akhi ve ark. (2016) karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin tespitine yonelik ¢
fenotipik yontem ile (modifiye Carba NP, CIM ve MHT) PZR’1n karsilastirildig1 bir ¢alisma
yayimlamislardir. Calismada, 121 karbapenem direngli klinik P. aeruginosa izolatinda 11 direng
geni arastirtlmis ve sadece 35 izolatta blame (n=29) ve blaviv (n=6) karbapenemaz genleri
saptanmustir. Kullanilan Modifiye Carba NP testinde ¢alismamizdan farkli olarak bakteri lizati
elde etmek icin %0,02 asetil trimetil amonyum bromiir kullanilmistir. 121 karbapenem direncli
izolatin MHT ile 401 (%33), modifiye Carba NP ile 39'u (%32,2) ve CiM ile 35'i (%28,9) pozitif
saptanmigtir. MHT, Modifiye Carba NP testi ve CIM'de sirasiyla 10, 4 ve 1 izolatta hatali pozitif
sonuglar elde edilmistir. Ek olarak, CIM (n=1) ile MHT (n=5) yanls negatif ve CIM ile
modifiye Carba NP’de iki izolat yanlis pozitif sonuglar saptanmistir. Fenotipik testler iginde
MHT, P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz tespiti agisindan PZR ile karsilagtirildiginda
diistik duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerini gostermistir. Karbapenem direngli izolatlarin ¢ogu
mukoid olmasina ragmen CIM ve modifiye Carba NP nin duyarlilik ve 6zgiilliikleri sirastyla
%97,7, %98,8 ve %100, %89,7 oldugu saptanmistir. Bu baglamda bu testlerin molekiiler

yontemle karsilastirildiginda uygun fiyath ve spesifik oldugu sonucuna varilmistir.

Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin en 6nemli avantajlar
uygulanmasinin kolay olmasi ve uzmanlik gerektirmemesidir. Rutin laboratuvarda bulunan
temel maddeler ve ekipmanlar kullanilarak klinik 6rneklerden kiiltiirde lireme sonrasi kisa

stirede susun karbapenemaz aktivitesi hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.

DSO, karbapenemaz aktivitesini saptamada uygun maliyetli testlerin gelistirilmesini
onermektedir. Calismamizda test basina maliyet yaklasik 5 TL (0,14 Euro, 26.01.2024) olarak
hesaplanmistir. Benzer bir calismada bir izolat i¢in test maliyeti yaklasik 0,31 euro, farkli bir
calismada ise test bagina maliyet <0,2 dolar olarak belirtilmistir (Yusuf ve ark., 2014; Rudresh
ve ark., 2017).

Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin bir diger avantaji
genellikle molekiiler yontemlerle arastirilmayan nadir enzimlerde de dahil olmak iizere tiim

karbapenemaz tiirlerinde sonug verebilmesidir (Akhi ve ark., 2017; Nordmann, 2017). Buna
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karsin, test ¢iplak gozle subjektif olarak yorumlandigi icin kiigiik renk degisiklikleri yanlig

degerlendirmelere veya belirsiz sonuglara yol agabilmektedir (Simner ve ark., 2018).

DSO, 2050 y1lina kadar antibiyotik kullanim1 sonucu siddetlenen ilaca direngli enfeksiyonlarin
yilda 10 milyon insani 6ldiirecegini tahmin etmektedir. Saglik agisindan ¢ok endise verici bu
durumun finansal ¢ikmaza da neden olacagi ve asirt yoksulluk ile sonuglanacagini
belirtmektedir (de Kraker ve ark., 2016). Karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin hizl
ve dogru tanimlanmasi, uygun tedavinin zamaninda verilmesi ve enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin bagarili bir sekilde uygulanmasi agisindan ¢ok oOnemlidir. Diger fenotipik
yontemlerle karsilastirildiginda, enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik test, sonucun hizli elde edilmesi, yiiksek 6zgiilliigii, kolaylikla uygulanabilmesi ve
kisith biitgeye sahip laboratuvarlarda kullanilabilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle ©ne
¢ikmaktadir. Calismamizda kullandigimiz enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik testin gelistirilmesi ve performansinin degerlendirilmesine yoOnelik daha fazla

sayida izolat igeren in vitro ¢aligmalara ihtiyac¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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