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OZET

Kan Kiiltiiriinden izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda
Karbapenem Diren¢ Mekanizmalarinin Fenotipik ve Molekiiler Yontemlerle

Arastirilmasi

Amac: Karbapenem direngli Pseudomonas aeruginosa (KDPA) tiim diinyada 6nemli
bir enfeksiyon etkeni olarak goriilmektedir. Bu calismada kan kiiltiiriinde tireyen
P. aeruginosa izolatlarinda karbapenem direnci ile iligkili mekanizmalarin

arastirilmasi amaglanmustir.

Yontem: Calismamiza kan Orneklerinden tretilen KDPA izolatlar1 dahil edildi.
Karbapenem minimum inhibitor konsantrasyon degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemiyle belirlendi. Karbapenemaz iiretiminin tespiti i¢in karbapenem inaktivasyon
metodu ve karbapenemaz genlerinin arastirilmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
kullanildi. Indiiklenebilir AmpC B-laktamaz tespiti icin disk antagonizm testi yapildi.
Efluks pompasinin asirt {iretimi, efluks pompa inhibitorii olan fenilalanin-arjinin -
naftilamid kullanilarak sivi mikrodiliisyon yontemiyle ve cesitli efluks pompa
genlerinin (mexB, mexD, mexF, mexY) gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) yontemiyle belirlendi. Porin proteini geni oprD’nin ekspresyon seviyeleri
RT-PCR ile incelendi.

Bulgular ve Sonug: Kan 6rneklerinden izole edilen 48 KDPA izolati ¢alismaya dahil
edildi. izolatlarin tamami imipeneme, %97,9’u doripeneme, %75°’i meropeneme
direngli ve %50’sinin ¢ok ilaca direngli oldugu saptandi. Izolatlarin 7’sinde (%14,6)
fenotipik olarak karbapenemaz varlig1 tespit edildi ve blavim geni bulundu diger
karbapenemaz genleri ise tespit edilemedi. izolatlarin 23 {inde (%47,9) indiiklenebilir
AmpC B-laktamaz varlig1 saptandu. izolatlarin 35’inde (%72,9) fenotipik olarak efluks
pompasinin asiri ekspresyonu tespit edildi; 36’sinda (%75) mexY, 5’inde (%10,5)
mexB, 5’inde (%10,5) mexF ve 1’inde (%2) mexD efluks pompasi geninin agiri
ekspresyonu saptandi. Izolatlarin hicbirinde oprD geninin ekspresyon seviyesinin

anlamli azalmasi belirlenemedi.



SUMMARY

Investigation of Carbapenem Resistance Mechanisms by Phenotypic and
Molecular Methods in Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated from Blood

Culture

Objective: Carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa (CRPA) is considered an
important infection agent all over the world. This study aimed to investigate the
mechanisms associated with carbapenem resistance in P. aeruginosa isolates grown in

blood culture.

Methods: CRPA isolates grown from blood samples were included in our study.
Carbapenem minimum inhibitor concentration values were determined by the broth
microdilution method. The carbapenem inactivation method was used to detect
carbapenemase production and the polymerase chain reaction was used to investigate
carbapenemase genes. Disc antagonism test was performed for detection of inducible
AmpC B-lactamase. Overproduction of the efflux pump was determined by the broth
microdilution method using the efflux pump inhibitor phenylalanine-arginine -
naphthylamide and by real-time polymerized chain reaction (RT-PCR) of various
efflux pump genes (mexB, mexD, mexF, mexY). Expression levels of the porin protein

gene oprD were examined by RT-PCR.

Results and Conclusions: 48 CRPA isolates isolated from blood samples were
included in the study. All the isolates were resistant to imipenem, 97,9% were resistant
to doripenem, 75% were resistant to meropenem and half were found to be multidrug
resistant. The presence of carbapenemase was detected phenotypically in 7 of the
isolates (14,6%), and the blaviv gene was found, while other carbapenemase genes
could not be detected. Inducible AmpC B-lactamase was detected in 23 (47,9%) of the
isolates. Overexpression of the efflux pump was detected phenotypically in 35 (72,9%)
of the isolates; Overexpression of the efflux pump gene mexY was detected in 36
(75%), mexB in 5 (10,5%), mexF in 5 (10,5%) and mexD in 1 (2%) of the isolates. No
significant decrease in the expression level of the oprD gene was detected in any of

the isolates.



ICINDEKILER

ONSOZ....ouviiiiiiiiiiiiicttteec e i
OZET ... I
SUMMARY .o 111
KISALTMALAR ..o s Vi
SEKILLER DIZINT ........oooviiiiiiiiceeceeee e X
TABLOLAR DIZINI .....coooooiiiiiiiiicecree s X
Lo GERIS ..ottt 1
2. GENEL BILGILER .......c.ccoooiiiiiiiiniiierseeeses s 3
2.1. PSeudomOonas @erUQINOSA.........ccueiveerueeiueiieesieesieseesteeseesseesseessesaesseessesseesreesseans 3
2.1.1. Tarihge ve TaKSONOMI ...ceivviiiieiiiieiie ettt 3
2.1.2. Genel Mikrobiyolojik OzelliKIEri ..........ccccveveveriecrereeeieiecreeeeie e 5
2.1.3. Virulans FaKtOrleri.......ccoueiiiiiiiiiieiie e 6

A 0 oo 1= o 0/ o USROS 9
2.1.5. ENfeKSTYONIAIT....cuviiiiiiiiieiiieie it 10
2.1.6. Enfeksiyonlarinin TedaviSi........couveiriiieeiiiiiniee e 11

2.2. P. aeruginosa’da Karbapenem Direng Mekanizmalar ............cccooveereninnnee, 13
2.2.1. AmpC Beta-laktamaz’mn Asir1 Uretimi Aracili Direng.........c.ccevevvvevennee. 13
2.2.2. Porin proteini OprD’nin Ekspresyonunun Azalmasi/Kayb1 Aracili Direng
............................................................................................................................ 14
2.2.3. Efluks Pompalarinin Asir1 Ekspresyonu Aracili Direng............ccccvvvenee. 15
2.2.4. Karbapenemaz Uretimi Aracilt DIireng .........cc.ccoevveverirersnereisisesenesennnn, 20

3. GEREC VE YONTEM .......ccccooooiiiiiiiiieeeceeteeee et s s aen s 23
3.1. Arastirmanin Tipi, Yeri, Zamani ve Arastirma {zni .........cccccoceueveveveverererennnnn, 23
3.2, Arastirmanin EVICNT ......ccuvviiiiiiiiie i 23
3.3. Verilerin Toplanmast.........ccocveiiiiiiiiiiiii e 24
3.3.1. Imipenem ve Doripenem MIK Degerlerinin Sivi Mikrodiliisyon
Yontemiyle Saptanmast.......c.cccverviiiieiiieiie e 25
3.3.2. Karbapenemaz Varliginin Fenotipik Olarak Arastirilmast.............coc....e. 27
3.3.3. Karbapenemaz Varliginin Genotipik Olarak Aragtirilmast...................... 27

3.3.4. AmpC beta-laktamazin Asir1 Uretiminin Fenotipik Olarak Saptanmasi.. 30

iv



3.3.5. Efluks Pompasi Aktivitesi Artiginin Fenotipik Analizi..........c.ccocvvvenenne. 30

3.3.6. Efluks Pompast Genlerinin ve Porin Proteini Geninin Transkripsiyon

Seviyelerinin Arastirilmast .......eeoivieiiiieiiiee e 32

34 EtIK KONUIAT ..o 38
4. BULGULAR ..ottt bttt ee e 39
4.1. Bakteri Izolatlarinin Birimlere ve Yillara Gore Dagilimi ..........ccccoccvevennnaene, 39
4.2. Calisma Izolatlarin Antibiyotik DuyarliliKIar ........ccccevvvvvvccceecceeeseens 41
4.3. Karbapenemaz Varliginin Fenotipik Olarak Arastirilmasi..........ccccoocvvviivnennne. 46
4.4. Karbapenemaz Varliginin Genotipik Olarak Arastirilmast..........cc.cceevvvenenne. 47
4.5. AmpC Aracili Direncinin Fenotipik Olarak Saptanmast............ccccovvvvrvennenne. 48
4.6. Efluks Pompasi Aktivitesi Artisinin Fenotipik Analizi.........cccovevviiiviiiiinennne, 49
4.7. Efluks Pompasi Genlerinin ve Porin Proteini Geninin Transkripsiyon
Seviyelerinin Aragtirilmast.......c.coueiiiieiieiiiie e 52
S.TARTISIMA ...ttt bbbttt et e bt esbe e nbeenneeetee e 62
6. SONUC VE ONERILER ............cccoooiiiiiitieeeeeteeeeee e, 78
0.1, SOMUG ..ottt et e s e e e st b e e e s et e e e e anbbr e e e e nnreeas 78
0.2, OMNEIILET . ..vvvvcveveeeectetetete ettt tetete et ettt e s st et esetebesesesesesesetessteseseseseseseseens 78
KAYNAKLAR L. ottt enteeae e teeseeaneesaeeaeenes 80



KISALTMALAR
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1. GIRIS

Kan dolasimi enfeksiyonlari, hastanelerde en sik karsilagilan invazif
enfeksiyonlardan biri olup, yiiksek mortalite ve morbiditeye neden oldugu
bilinmektedir. Ancak kan dolasimi enfeksiyonlarinda erken tani ve tedavinin mortalite
oranlarini diislirdiigii bildirilmistir. Kan kiiltiiri, kan dolasimi enfeksiyonlarinin
tanisinda altin standart yontemdir (1). Tiim diinyada nozokomiyal bakteriyemilerin

siklig1 ve bakterilerin antibiyotiklere direng oranlar1 giderek artis gostermektedir.

Hastane kaynakli enfeksiyonlarn %10 kadarmndan non-fermentatif gram
negatif basiller sorumludur. Nozokomiyal bakteriyemiye neden olan bakteriler
igerisinde Pseudomonas aeruginosa on siralarda gelmektedir (2). Hastanede yatan
hastalarda P. aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarin siklig1 giderek artmakta ve
bunun sonucunda ¢oklu ilaca direngli (CID) izolatlar ortaya c¢ikmaktadir.
Karbapenemler, CID P. aeruginosa enfeksiyonunun tedavisinde en ¢ok kullanilan
antibiyotikler arasinda bulunmaktadirlar (3, 4). Cesitli tilkelerde P. aeruginosa

izolatlarinda yiiksek diizey karbapenem direng oranlarinin gelistigi bildirilmistir (5).

P. aeruginosa’nin karbapenem direnci, temel olarak, farkli direng
mekanizmalarinin kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu direng mekanizmalari
bakterinin dis membran gecirgenliginin azalmasi, AmpC’nin agir1 iiretimi, bakterinin
cesitli efluks pompalarinin (MexAB—-OprM, MexCD—OprJ, MexEF-OprN, MexXY—

OprM) upregulasyonu ve karbapenemaz enzimlerinin iiretimidir (4).

Bu ¢alismada Ocak 2017 - Ocak 2022 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi’nin Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen kan drneklerinden iiretilen imipenem ve/veya meropenem direngli oldugu
tespit edilen P. aeruginosa izolatlarmin imipenem, meropenem, doripenem minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) degerlerinin; indiiklenebilir AmpC B-laktamaz aracili
diren¢ varliginin; fenotipik olarak karbapenemaz varliginin; yaygin goriilen

karbapenemaz direng genleri olan blakec, blanom, blaoxa4s, blae ve blavim



varliginin; efluks pompasi ve porin proteininin (OprD’nin) direngteki rollerinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Bu ¢alisma ile bolgemizde tespit edilen invazif P. aeruginosa izolatlarinin
antimikrobiyal duyarlilik oranlar ile ilgili detayli epidemiyolojik veri sunulacaktir.
Ayrica ¢alisma sonucunda karbapenem direncinde rol oynayan mekanizmalarla ilgili
elde edilecek veriler, etkili tedavi protokollerinin planlanmasinin yani sira mevcut
antimikrobiyallerin etkili kullanimi, efluks pompa inhibitérlerinin tedavideki yeri ve
yeni antimikrobiyallerin gelistirilmesi gibi konularda yapilacak olan arastirmalara

onemli katkilarda bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

2.1.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Fransiz doktor Sédillot, 1850°de hastalarin yaralarinda mavi renkli akinti tespit
etmis ve bu akintinin transfer edilebilir bir ajanla iliskili oldugunu belirtmistir. Daha
sonra 1862 yilinda Lucke hasta yaralarinda mavi renkli akintilar1 incelemis ve basil
morfolojisinde mikroorganizmalar gordiigiinii ifade etmistir. Ardindan 1882 yilinda
Carle Gessard bu akintiya sebep olan organizmayi ilk kez kiiltiirde izole etmis ve bu
organizmay1 Bacillus pyocyaneus olarak isimlendirilmistir. Migula 1990 yilinda, sahte
anlamina gelen ‘pseudes’ ve birim anlamina gelen ‘monas’ yunanca terimlerinden
olusan Pseudomonas tanimimi cins adi adlandirmastir, bakterinin tiir adi olarak ise
Pseudomonas pyocyanea kullanilmigtir. Daha sonra kiiltiirdeki koloni goriiniimii bakir
pasina benzediginden bu anlama gelen ‘aeruginosa’ terimi kullanilmistir. Tiir adi

olarak Pseudomonas aeruginosa kullanimi kabul edilmektedir (6, 7).

Palleroni tarafindan rRNA-DNA homoloji ¢alismalariyla psédomonadlar bes
homolog rRNA grubuna ayrilmistir. Daha sonra bes rRNA grubunun taksonomik
olarak farkli genetik gruplari temsil ettigi anlagilmistir ve sonugta her rRNA grubu
farkli isimlendirilmistir (8). Psddomonaslar rRNA homoloji grup I’de yer almistir

Pseudomonadlarin fenotipik siniflandirmasi Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Klinik olarak onemli olan bazi Pseudomonadlarin Smiflandirilmasi

rRNA Homoloji Grup Tiir

Grup | Pseudomonas aeruginosa
Floresan Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri
Nonfloresan Pseudomonas mendocina
Pseudomonas alcaligenes




Grup Il Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia cepacia kompleksi
Burkholderia gladioli
Cupriavidus tiirleri
Ralstonia tiirleri

Grup I Delftia acidovorans

Grup IV Brevundimonas diminuta
Brevundimonas vesicularis

Grup VvV Stenotrophomonas maltophilia

* Tablo ilgili refarans kaynaklardan yararlanarak olusturulmugstur (9, 10).

rRNA homoloji grup I’de Psedomonas’lar floresan veya nonfloresan olarak
ayrilmaktadir. Floresan grubundaki tiirlerin hepsi uzun dalga boylu (400 nm)
ultraviyole 1s1k altinda floresans veren suda ¢Oziiniir piyoverdin pigmenti
tiretmektedir. P. aeruginosa floresan grubunun bir tiyesidir. Bu gruptaki ii¢ bakteri
piyoverdin iiretmesine ragmen sadece P. aeruginosa piyosiyanin pigmenti
tiretmektedir. P. aeruginosa’nin 42°C’de iireyebilme 6zelligi de floresan grubundaki

diger Pseudomonas tiirlerinden ayirt ettirici bir 6zelliktir (Tablo 2) (9, 10).

Tablo 2. Floresan Grubunun Temel Ozellikleri

Test P. aeruginosa P. fluorescens P. putida
Piyoverdin + + +
Piyosiyanin + - -
Asetamid -/+ - -
42°C'de iireme + - -
Nitrat -/+ -+ -
rediiksiyonu
Jelatin hidrolizi -/+ + -

Tablo ilgili refarans kaynaktan yararlanarak olusturulmustur (10).



2.1.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, yaklasik 0,6 x 2 um o6lgiilerinde, hareketli, gram

negatif basil morfolojisinde bir bakteridir (9).

Pseudomonas aeruginosa’nin iiremesi igin basit ortam ve besin
gereksinimlerinin olmasi nedeniyle, bakteri toprak ve bitki gibi ¢esitli g¢evre
kosullarinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bir¢ok organik bilesigi karbon ve azot
kaynagi olarak kullanabilirler. P. aeruginosa, basit beslenme gereksinimleri olmasi,
genis bir sicaklik araliginda (20-42°C) ¢ogalabilmesi, yiiksek tuz konsantrasyonununa
dayanikli olmasi, zayif antiseptikler ve birgok antibiyotige kars1 direngli olmasi, nemli
ortamlarda kolaylikla iireyebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle firsat¢1 patojen olarak da

karsimiza ¢ikmakta ve hastane ortaminda ciddi sorun olusturmaktadir (10-12).

Pseudomonas aeruginosa sporsuz, karakteristik tizim benzeri koku {ireten,
oksidatif fosforilasyon i¢in son elektron alicisi olarak oksijeni kullanan zorunlu aerob
bir bakteri olmasina ragmen son elektron alicisi olarak nitrati kullanabilme 6zelligi
nedeniyle anaerobik kosullarda da tireyebilmektedir (10, 12). P. aeruginosa glukozu
fermente etmez, aerobik solunumda kullanir. P. luteola ve P. oryzihabitans tiirleri
disindaki diger Pseudomonas tiirlerinin sitokrom oksidaz reaksiyonu pozitiftir. Laktoz
ve sakkorozu kullanamazlar. Ug sekerli demirli besiyerinde (Triple Sugar Iron —TSI
agar) alkali reaksiyon verir, hidrojen siilfiir ve gaz olusturmazlar. Ureaz, katalaz ve
sitrat testleri pozitif; indol, metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testleri negatiftir.
Birgogu nitrat ve nitritlerden nitrojen gazi olusturur. Karbon ve nitrojen kaynaklar

olarak aminoasitleri kullanabilirler (10).

P. aeruginosa MacConkey agar dahil tiim besiyerlerinde tireyebilir. Optimum
tireme sicakligr 37°C’dir ancak 42°C’de de iireyebilirler (11). Baz1 P. aeruginosa
suglarinin kan1 hemolize ettigi bilinmektedir. Bu suslar koyun kanli agarda $-hemoliz
yapmis genis gri koloniler seklinde goriiniir ve bu koloniler siklikla timsah derisi

goriinimiinde olup metalik bir parlaklik verir (Sekil 1A) (10).

Cogu P. aeruginosa susu kanli agarda, floresan yesilimsi goriiniimli diiz

yuvarlak koloniler seklinde iirer. Genellikle, P. aeruginosa agar iginde mavimsi



pigment olan piyosiyanini tretir. P. aeruginosa’nin ¢ogu susu floresan pigment
piyoverdin’i de iiretir bu pigment Mueller-Hinton agarda yesil renkte goriinimiinden
sorumludur. Nadir olarak bazi suslarin koyu kirmizi pigment olan piyorubin veya siyah

pigment olan piyomelanin iiretmektedir (9, 10).

Pseudomonas aeruginosa mukoid kolonilerinin, fazla miktarda polisakkarit
kapsiil iiretimiyle iligkili oldugu bilinmektedir (Sekil 1B) (10, 11, 13).

1A 1B
Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa koloni goriiniimii

1A. P. aeruginosa’nin kanl agardaki beta hemoliz yapmis, metalik parlakliga sahip tipik koloni
goriiniimiinii; 1B. P. aeruginosa’nin MacConkey agardaki mukoid kolonilerinin tipik gériiniimii * Sekil

ilgili referans kaynaktan alinmustir (10).

2.1.3. Virulans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa’nin, konak dokusunda kolonizasyonunu ve
enfeksiyonunu arttirdigr diisliniilen ¢esitli maddeler trettigi bilinmektedir. Bu
maddeler aljinat, pili, lipopolisakkarit gibi adezinler; proteazlar, fosfolipazlar gibi
cesitli enzimler; ekzotoksin A, enterotoksin gibi ¢esitli toksinlerdir. Virulans faktorleri
P. aeruginosa’yr nonfermenterler arasinda énemli bir bakteri haline getirmektedir
(Tablo 3)(10).



Tablo 3. Pseudomonas aeruginosa’nin Viriilans Faktorleri

Viriilans Faktorii

Biyolojik Aktivite

Adezinler Pili

Lipopolisakkarit

Aljinat

Toksinler Ekzotoksin A

Enterotoksin

Lokosidin

Piyosiyaninler

Enzimler Noraminidaz

Ekzoenzim S

Fosfolipaz C

Elastaz

Insan  epitel  hiicresindeki ~ GM-1
gangliyozid reseptorlerine  baglanarak
bakterinin solunum yollarinda kolonize
olmasma ve hizla yayilmasina yardimci
olur.

Endodoksin olusumundan sorumludur.

Solunum epiteline P. aeruginosa’nin
tutunarak kolonize olmasini saglar.

Doku hasarindan sorumludur. Protein
sentezini inhibe eder ve makrofaj cevabini
bozar.

Ishal olusumundan sorumludur.

Notrofil ve lenfosit fonksiyonlarini inhibe
eder.

Solunum yolu epitelinin fonksiyonlarini
bozar ve serbest radikallerin salgilanmasina
neden olarak doku hasarini artirir.

GM-1 gangliyozid reseptorlerinden sialik
asit  yapilarm  uzaklagtirarak  pilinin
fonksiyonuna yardim eder.

Protein sentezini inhibe eder.

Sitoplazmik membranin ve akcigerde
strfaktanin ~ parcalanmasi, opsoninlerin
inaktivasyonundan sorumludur.

Stirfaktan proteinlerinin,
immunoglobulinlerin ve kompleman
komponentlerinin pargalanmasindan
sorumludur. Nétrofil aktivitesini bozar.

Tablo ilgili refarans kaynaktan yararlanarak olusturulmustur (10).



Adezinler

P. aeruginosa'nin flagella, pili, lipopolisakkarit (LPS) ve aljinat gibi membran
bilesenleri konak hiicreye baglanmasinda 6nemli rol oynarlar. Ayrica flagella ve pili
sayesinde P. aeruginosa hareket yetenegi kazanir. Ayni zamanda pili, solunum
epiteline tutunmay1 boylece bakterinin solunum yollarinda hizla yayilmasma ve

kolonize olmasina yardimet1 olur.

Lipopolisakkarit, ¢ogu gram negatif bakterinin dis membraninda yer alan
onemli bir yapisal bilesendir ve LPS’nin lipid A bileseni bakterinin endotoksin
aktivitesinden sorumludur. P. aeruginosa ile konak hiicre etkilesiminde LPS’in 6nemli
bir rol sergiledigi ve doku dejenerasyonu ile olusan kronik hasardan sorumlu oldugu
bilinmektedir (9, 10, 13, 14).

Aljinat, bakteri ylizeyinde belirgin bir kapsiil olusumundan sorumlu mukoid
ekzopolisakkarittir. Bu sayede bakteriyi fagositozdan ve antibiyotik etkisinden korur.
Daha ¢ok Kistik fibrozis (KF) hastalarinda aljinat iiretimini kontrol eden genlerin
aktive oldugu ve bu nedenle hastalarda P. aeruginosa’nin mukoid suslari ile uzun
stireli kolonizasyona yol agtig1 bilinmektedir (10, 13). Ayrica aljinat tiretiminin, KF

hastalarinda koétii prognoz ve yiiksek mortalite ile iliskili oldugu bildirilmistir (15).
Salgilanan Toksinler ve Enzimler

Ekzotoksin A'nin, P. aeruginosa’nin en 6nemli viriilans faktorlerinden biri
oldugu bilinmektedir. Bu toksin, ADP ribozilasyon aktivitesi yoluyla konak hiicrede
protein sentezini bozar. Ayni zamanda Ekzotoksin A’nin doku hasarina neden oldugu
da bilinmektedir (10, 13).

Tip 1 sekresyon sistemiyle bakteriden konak hiicreye bakteriyel toksinler
(ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU) salgilanir. Bu toksinler ile konak hiicrede hiicre igi
sinyal bozulmasiyla epitel hasart gelisir ve ardindan hiicre 6liimi gergeklesir. Bu
sistem sayesinde bakteri konak¢inin bagisiklik yanitindan kagar. Dolayisiyla Tip 111
sekresyon sistemi bakterinin insanda kolonizasyonunu, replikasyonunu ve yayilmasini

kolaylastirir (14).



Piyosiyanin serbest radikallerin salgilanmasina neden olarak solunum yolu
epitelindeki doku hasarii artirir. Piyoverdin, P. aeruginosa ‘da demir gereksinimini
karsilamak i¢in demiri baglayan bir siderofordur. Ayrica diger viriilans faktorlerinin

salgilanmasini da diizenledigi bilinmektedir (13).

P. aeruginosa, LasA ve LasB elastazlari, alkalin proteaz, LipC lipazlari,
fosfolipaz C ve esteraz A enzimleri olmak iizere genis bir litik enzim grubunu igerir.
Elastaz, elastin igeren dokulara zarar verir. Akciger parankimal hasarina ve ektima
gangrenozum denilen yaygin hemorajik lezyonlardan sorumludur. Alkalin proteaz ise
P. aeruginosa 'nin dokudaki hasarina ve yayilmasia katkida bulunur (10, 13, 14).
Fosfolipaz C ise lipidleri ve lesitini parcalayan, doku hasarini kolaylastiran, 1siya
dayaniksiz bir hemolizindir (13, 16).

Viriilans faktorlerinin diizenlenmesinde, bakteriler arasi iletisim sistemi olan
Quorum sensing (QS) onemli bir rol oynar. QS sistemi, bakteri tarafindan iiretilen ve
cevredeki diger bakteriler tarafindan algilanan sinyal molekiillerinden olugsmaktadir.
Bakterinin otoindiikleyici olarak isimlendirilen bu sinyal molekiillerini iretip dis
ortama birakmasiyla ortamdaki o bakterinin sayisisinin arttigi bilinmektedir. Ayni
zamanda, bakterilerin hiicre yogunlugundaki artisina bagl olarak viriilans faktorlerin
sentezini de arttirmaktadir. QS sistemi, P. aeruginosa’da proteazlar, elastaz,
piyoverdin, piyosisyanin, ekzotoksin A iretiminin artmasi, biyofilm gelisiminin
indiiklenmesi, efluks pompasinin ekspresyonun artmasit gibi bircok viriilans

faktoriiniin iiretiminin diizenlenmesinde rol oynar (14, 17).

2.1.4. Epidemiyoloji

Pseudomonas aeruginosa, dogada toprakta, ¢iiriiyen organik maddelerde, bitki
ortiisiinde ve suda bulunmaktadir (13). Dogada genis dagilimina ve toplum kokenli
enfeksiyon potansiyeline ragmen ciddi enfeksiyonlar agirlikli olarak hastane
kaynaklidir (18). Hastane ortaminda gidalar, c¢icekler, lavabolar, tuvaletler, yer
paspaslari, solunum cihazlari, diyaliz ekipmanlari, intravenéz mayi, lens soliisyonu,
dezenfektan ve antiseptik soliisyonlar: gibi nemli alanlarda bulunur. P. aeruginosa,
hastane ortaminda kontamine eller, ekipman veya ylizeyler yoluyla hastalar arasinda
yayilabilir. Hastanede yatan ve bagisikligi baskilanmig hastalarin mikrobiyotasinda
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bulunabilir. Bagisikligi baskilanmis hastalarin P. aeruginosa ile enfeksiyon gelistirme

riski bagigiklik sistemi normal olan hastalara gore ytiksektir (13).

Amerika Birlesik Devletleri’nde P. aeruginosa, hastane servislerinde
ventilatdrle iliskili pndmoninin (VIP) en yaygin nedeni, yogun bakim {initelerinde
VIiP’nin ikinci en yaygin nedeni, kateterle iliskili iiriner sistem enfeksiyonlarinin ise

ticiincii en yaygin nedeni olarak goriilmektedir (19).

2.1.5. Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlarinda, o&zellikle kan dolasimi ve solunum yolu

enfeksiyonlarinda en sik goriilen patojenler yer almaktadir (20) .

P. aeruginosa, hastane kokenli bakteriyemiye neden olan en yaygin gram
negatif bakteriler arasindadir (21). P. aeruginosa bakteriyemisi, hastalarda énemli
mortalite ve saglik bakim maliyetlerinin artisi ile iligkili ciddi bir enfeksiyondur. Kan
dolasimi enfeksiyonlariyla iliskili hastane mortalitesinin %20’den fazlasinda P.

aeruginosa’nin etken oldugu bilinmektedir (20).

Bagisikligi baskilanmig hastalara yapilan invazif islemler P. aeruginosa’nin
enfeksiyon riskini artirir (9). Lomber ponksiyon veya beyin cerrahisi islemi sonrasinda
hastada P. aeruginosa iliskili menenjit enfeksiyonu gelisebilir. Uriner kateter takilmas:
sonrasinda hastada P. aeruginosa iliskili idrar yolu enfeksiyonu olusabilir. Hastanin
mekanik ventilator cihazina baglanmasiyla P. aeruginosa iliskili solunum yolu

enfeksiyonu gelisebilir (9, 13).

P. aeruginosa yiiziiciilerde otitis eksterna etkenidir genelde hafif seyreder.

Diyabetli hastalarda ise invazif (malign) otitis eksternaya yol agabilir (9).

P. aeruginosa neden oldugu goz enfeksiyonu, en sik yaralanma veya cerrahi

islemlerden sonra ortaya c¢ikabilir ve genellikle agir seyirlidir (9).

Immun sistemi zayiflamis, cilt veya mukozal bariyerleri bozulmus hastalarda
P. aeruginosa kan dolagimi enfeksiyonlarina yol agabilir ve genellikle 6liimciil
seyirlidir (9).

10



Hastanede yatan ve cilt bariyeri bozulan hastalarda P. aeruginosa sebep oldugu
deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 sik goriiliir. Ozellikle P. aeruginosa’nin neden
oldugu sepsiste ektima gangrenozum olarak adlandirilan eritemle ¢evrili lezyonlar sik
goriilir. Ektima lezyonlarindan Gram boyama ile mikroskopide P. aeruginosa
gortilebilir. Bu lezyonlar P. aeruginosa disindaki organizmalarin neden oldugu
bakteriyemide beklenmez. Saglikli kisilerde kotii klorlanmis jakuziler ve yiizme
havuzlan ile iliskili folikiilit goriilebilir. P. aeruginosa yara ve yumusak dokuda sik
enfeksiyon yapan etkenlerdendir. Yara ve yumusak doku enfeksiyon bélgesinde mavi-
yesil akint1 olabilir (9, 13).

P. aeruginosa endokarditinin intravendz ilag kullanan kisilerde sik gortldigii
bilinmektedir (13).

2.1.6. Enfeksiyonlarinin Tedavisi

P. aeruginosa enfeksiyonlari, hizli antimikrobiyal direng gelisimi ve tedavi
basarisizligi nedeniyle tek antimikrobiyal ile tedavi edilememektedir. Bu nedenle

tedavide antimikrobiyal ila¢ kombinasyonlar1 tercih edilmektedir (13).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde antipsddomonal penisilinin beta-
laktamaz inhibitorii ile kombinasyonu (piperasilin-tazobaktam ve tikarsilin-klavulanik
asit), tek basina veya beta-laktamaz inhibitorleri ile kombinasyon halinde
antipsodomonal sefalosporinler (seftazidim-avibaktam, seftolozan-tazobaktam,
sefoperazon-sulbaktam ve sefepim) ve karbapenemler (imipenem, meropenem,

doripenem) kullanilabilir (22).

Seftazidim ve avibaktam kombinasyonu, Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamaz (GSBL) ve karbapenemaz enzimleri nedeniyle olusan betalaktam
direncinde kulllanilmak {izere gelistirilmistir. Avibaktam simif A, sinif C ve bazi sinif
D Dbeta-laktamazlar1 inhibe eder. Seftazidim/avibaktam’in KPC ve OXA-48
karbapenemazlari bulunan karbapenem direngli P. aeruginosa enfeksiyonlarda etkili
oldugu bilinmektedir. Ancak B siifi metallobetalaktamaz iireten suslarda etkisizdir.
Seftolozan/tazobaktam ise bir¢ok A smifi ve bazi C sinifi betalaktamazlari inhibe

ederek tglincii kusak sefalosporinlere ve/veya karbapenemlere direngli P.
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aeruginosa’ya kars1 etkili oldugu bilinmektedir. Seftolozan/tazobaktam, B sinifi
metallobetalaktamaz tireten P. aeruginosa suslarinda etkisizdir (23). Antimikrobiyal
Test Liderligi ve Gozetim programindan elde edilen verilere gére meropenem direngli
P. aeruginosa’da seftazidim/avibaktam ve seftolozan/tazobaktam’in meropenem-

vaborbaktam’a gore daha etkili oldugu ifade edilmistir (24).

Son yillarda gelistirilen aztreonam-avibaktam, meropenem-vaborbaktam ve
imipenem-relebaktam gibi beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari,
metallo-beta-laktamaz (MBL) iiretmeyen karbapenem direngli P. aeruginosa’da
etkiliyken MBL iireten suslarda sinirli bir etkiye sahiptir (22). Calismalarda
meropenem-vaborbaktam’in  mexY ve ampC asir1  ekspresyonun olan izolatlarda

meropenemin aktivitesini arttirdigi goriilmistiir (25).

Karbapenemler, ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa’nin tedavisinde en 6nemli
terapotik ajanlardan biridir (22). Tim karbapenem grubu antibiyotikler tedavi
sirasinda direng ile iligskilendirildiginden genellikle P. aeruginosa’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde son se¢enek olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte son
yillarda karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlar1 kiiresel olarak yayginlasmistir
(24, 26).

Siprofloksasin ve levofloksasin P. aeruginosa’ya etkili kinolon grubu
antibiyotiklerdir. Levofloksasinin, sadece P. aeruginosa’nin etken oldugu
enfeksiuonlarda siprofloksasine gore hicbir avantaji yoktur. Sadece polimikrobiyal
solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde levofloksasin endikedir. Kinolon grubu
antibiyotikler P. aeruginosa’nin tedavisinde oral olarak kullanimi mevcut olan tek
antibiyotik sinifidir (26).

Sefiderokol, serin ve metallo-betalaktamaz iireten P. aeruginosa’ya karsi
etkilidir. Demir kanalina bagli alim mekanizmasi nedeniyle porin proteini kaybindan

ve efluks pompalarinin upregiilasyonundan etkilenmez (27).

Aminoglikozidler tedavi esnasinda direng gelisiminin 6nlenmesi igin beta-
laktamlar, {giincii kusak sefalosporinler, monobaktamlar ya da karbapenemlerle

kombine edilerek kullanimi 6nerilmektedir (6, 28).
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Yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilememesi nedeniyle son derece toksik
olmasina ragmen, CID P. aeruginosa’da etkili oldugu bilinen kolistin son yillarda
yeniden kullanilmaya baglanmistir ve sistemik enfeksiyonlarda etki mekanizmasi

farkli bir antibiyotikle kombine edildiginde kullanilabilmektedir (28, 29).

2.2. P. aeruginosa’da Karbapenem Diren¢ Mekanizmalari

Karbapenemler, sitoplazmik membranin dis yiiziinde yer alan ve peptidoglikan
yapiyl olusturan penisilin baglayici protein (PBP)’lerin inhibisyonu ile bakteri
hiicresinin  6liimiine yol acarlar (4). Karbapenemler, CID P. aeruginosa
enfeksiyonunun kontrolii i¢in son basamak tedavi segenekleri arasinda bulunmaktadir.
Tim diinyada P. aeruginosa izolatlarinda karbapenem direng oranlarinin arttigi
bildirilmektedir. Bununla birlikte, karbapenem direngli P. aeruginosa o&zellikle
hastanede yatan ve bagisikligi baskilanmis hastalarda yiiksek mortalite ve morbidite

ile iliskili oldugu bilinmektedir (3, 5).

P. aeruginosa’da karbapenem direnci, genellikle farkli direng
mekanizmalarinin kombinasyonu seklinde ortaya c¢ikmaktadir. P. aeruginosa’da
karbapenem direnci ile iliskilendirilen en sik mekanizmalar AmpC beta-laktamaz’in
asir1 Uiretimi, dis membran gegirgenliginin azalmasi, efluks pompalarinin asir1 iiretimi

ve karbapenemazlarin tiretimidir (4).

2.2.1. AmpC Beta-laktamaz’in Asir1 Uretimi Aracili Direnc

P. aeruginosa, indiiklenebilir AmpC Dbeta-laktamaz {iretebilir. P.
aeruginosa’nin sokak suslar1 diisiik seviyede AmpC beta-laktamaz {iretir ve bu
suslarin antipsddomonal penisilinlere, betalaktamaz inhibitér kombinasyonlarina,
sefalosporinlere ve karbapenemlere kars1 hassas oldugu bilinmektedir. Ancak AmpC
beta-laktamaz tiretimi indiiklendiginde P. aeruginosa ¢ok miktarda enzim iiretir hale

gelir ve neredeyse tiim beta-laktamlara kars1 direng gelistirir (18, 30).

P. aeruginosa’da beta-laktamlarin ¢oguna karst direng, AmpC beta-laktamaz
tiretiminin indiiklenmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikarken, P. aeruginosa’da

AmpC ile karbapenem direnci arasindaki iligki hala tam olarak bilinmemektedir.
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Calismalarda AmpC beta-laktamaz asir1 tiretiminin tek basma P. aeruginosa’nin
karbapenemlere duyarliligint 6nemli Olgiide degistirmedigi, ancak diger direng
mekanizmalarinin (efluks pompalarinin asir1 iiretimi, OprD porin downregiilasyonu,
karbapenemaz {iiretimi) eslik etmesi halinde karbapenem direncine katkida
bulunabilecegi bildirilmektedir. Birden fazla direng mekanizmasmin bir arada
bulunabilmesi nedeniyle P. aeruginosa’da indiiklenebilir AmpC Dbeta-laktamazin

klinik etkisini degerlendirmek zordur (18).

Yapilan ¢alismalarda, AmpC beta-laktamaz: asir1 iireten P. aeruginosa’nin
etken oldugu enfeksiyonlarda AmpC beta-laktamaz asir1 iiretimi olmayan suglara gére
daha fazla uygunsuz antibiyotik verildigi ve bu hastalarda kalic1 bakteriyemi riskinin
daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu nedenle AmpC’yi asir1 lireten P. aeruginosa hizla
tespit edilmeli ve hastaya uygun antibiyotik tedavisi zaman gegmeden baslanmalidir
(18).

2.2.2. Porin proteini OprD’nin Ekspresyonunun Azalmasi/Kaybi Aracili Diren¢

Gram negatif bakterilerde bulunan dis zar, antibiyotiklerin bakteri hiicresine
girisini azaltan yar1 gegirgen bir bariyerdir. Yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa’nin
dis zarinin gegirgenliginin, Escherichia coli’nin %8’i kadar oldugu bildirilmistir. Bu
durum, P. aeruginosa’nin antibiyotiklere kars1 direncine kismen katkida
bulunmaktadir (18). Enterobacterales takimi igerisindeki bakterilerinden farkli olarak
P. aeruginosa’nin dis membraninda genel difiizyon porinleri yoktur, bunun yerine
besin maddelerinin alimi igin spesifik kanal proteinleri mevcuttur. P. aeruginosa’nin
ana dis membran porin proteini OprF’nin yapisal, adezyon ve sinyal verme gibi
islevleri vardir. Diger porin proteinleri ise glikozun difiizyonunu saglayan OprB ve
OprB2, fosfat/pirofosfat aliminda gorevli OprP ve OprO, iki kiigiik dis zar proteini
olan OprG ve OprH’dir. Bu porin proteinlerinden baska OprD (Occ) ailesine ait, OccD

(8 tiye) ve OccK (11 iiye) olmak iizere on dokuz porin proteini mevcuttur (31).

Karbapenemlerin taginmasinda rol oynayan P. aeruginosa porin proteinleri
OprD/OccD1, OpdD/OccK7 ve OpdP/OcecD3’dir (32). OprD/OccDl1, P.
aeruginosa’nin dis zarindaki ikinci ana porin proteinidir (31). OprD porin proteini,
karbapenem grubu antibiyotikler ic¢in (imipenem, meropenem, doripenem) igin
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baglanma bolgelerini i¢erdiginden P. aeruginosa’da karbapenemlerin hiicre igine
alinmasinda rol oynar. P. aeruginosa’da dis zardaki OprD proteininin ekspresyonunu
azalmasi (downregiilasyonu) veya kaybi karbapenemlerin bakteri hiicresine girisini
azaltir. Bu mekanizmanin P. aeruginosa’da karbapenem duyarliligini azalttigi hatta
karbapenem direncine neden oldugu birgok c¢alismada gosterilmistir. OprD proteini
kaybindan karbapenemler etkilenirken diger beta-laktamlarin etkilenmedigi
bilinmektedir (18, 33). OpdD/OccK7 ve OpdP/OccD3 porin proteinleri ise
OprD/OccD1 porin proteininden farkli olarak meropenemin hiicre igine tasinmasinda

rol oynarken, imipenemin hiicre i¢ine alinmasinda rol oynamaz (32).

OprD porin proteini aracili direng, OprD porin proteininin transkripsiyonel
ekspresyonunun azalmast ve/veya OprD porin proteininin iiretimini  bozan

mutasyonlar araciligiyla gerceklesebilir (18).

Calismalarda, OprD porin proteininin ekspresyonunun azalmasi veya kaybi
imipenem, meropenem, doripenem minumum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerini degisik seviyelerde arttirdig1 tespit edilmistir. Bu MIK artis1 imipenemi
genel olarak direng sinir noktasindan yukari tagiyarak P. aeruginosa susunu imipenem
icin direngli bir fenotip haline getirmektedir. Yine OprD porin proteininin
ekspresyonunu azalmasi veya kaybinin meropenem ve doripenem MIK artisina neden
oldugu ancak bu artisin P. aeruginosa susunu her zaman meropenem ve doripeneme
direngli bir fenotip haline getirmedigi ifade edilmistir. OprD porin proteininin
ekspresyonunun azalmasi veya kaybinin bagka bir diren¢ mekanizmasiyla (efluks
pompasinin agirt liretimi ve/veya karbapenemaz {iretimi gibi) birlikteliginde
meropenem ve doripenem igin direngli bir fenotip olusumuna neden olabilecegi

belirtilmistir (18, 34).

2.2.3. Efluks Pompalarinin Asir1 Ekspresyonu Aracili Direng

Hiicreye porin araciligiyla giren antibiyotik, membran ile iliskili pompalar
tarafindan aktif disa atim yoluyla bakteri hiicresinde ila¢ birikiminde azalmaya
dolayisiyla antimikrobiyal etkide diisiise neden olur. Tek bir efluks pompasi farkli

smiflardaki ilaglar1 hiicreden disar1 tasiyabileceginden bu mekanizmalar genellikle
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¢oklu ilaca direngli (CID) ve yaygin olarak ilaca direncli (Extensively drug resistant-
XDR) bakteriyel enfeksiyonlara yol agar (7, 18).

Efluks pompalarinin kendilerine 6zgii olarak substratlari farklidir. Bu 6zgiilliik
efluks pompalarinin substratlarini yakalama yetenegi ile ilgilidir. Efluks pompalarinin
ana substratlarindan bazilar1 deterjanlar, antibiyotikler, organik ¢oziiciiler, boyalar,
dezenfektanlar, aromatik hidrokarbonlar, katyonik biyosidler, serbest yag asitleri,
lipofilik ilaglar, amfifilik ajanlar, antiseptikler, antikanser ilaglar, ayristiricilar ve anti-

virulans bilesenlerdir (7, 18, 35).

Genel olarak, efluks pompalarini kodlayan genler kromozomaldir. Bilinen
coklu ila¢ disa atim kapasitesine sahip alt1 efluks pompa ailesi vardir. Bunlar small
multidrug resistance (SMR) ailesi; major facilitator superfamily (MFS) ailesi;
resistance/nodulation/cell division (RND) ailesi; ATP-binding cassette (ABC) ailesi;
multidrug and toxic compound extrusion (MATE) ailesi ve yeni tanimlanan

proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE) ailesidir (7, 18).

P. aeruginosa’da bulunan efluks pompalarin ¢ogu RND ailesine aittir ve
toplam 12 RND sistemi vardir (18, 35). RND pompalari bir transmembran tastyici, bir
periplazmik protein ve bir dis membran transport proteinini olmak {izere iiclii bir

sistemden olugmustur (7, 18).

Tablo 4. P. aeruginosa’da bulunan RND efluks pompalar1 ve antibiyotik substratlar

Disa Atim Pompalari Antibiyotik substrat

MexAB-OprM AMI, AMX, ATM, CAR, CR, MA, FEP,
CFP, CFSL, CTX, FOX, CZOP, CPO, CES,
CAZ, CZX, CRO, CXM, CHL, CTET, CIN,
CIP, CLX, DP, DOR, ENX, ERY, FMOX,
GEN, IPM, LVX, CLM, MEM, MOX, NAF,
NAL, NOR, NOV, OFX, OMC, OTC, PG,
PPA, PIP, PTZ, SPX, SPI, STN, SUL, TZB,
TET, TIC, TOS

MexCD-Opr) AMX, MA, FEP, CFP, CFSL, CTX, FOX,
CZOP, CPO, CES, CZX, CRO, CXM, CHL,
CTET, CIN, CIP, CLX, DOR, ENX, ERY,
FMOX, LVX, CLM, MEM, NAF, NAL,
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NOR, NOV, OFX, OMC, OTC, PG, PPA,
PIP, SPX, SPI, TET, TOS

TMexCD-TOpr) FEP, CEQ, CAZ, CTET, CIP, DOX, ERV,
FLO, GEN, MIN, NAL, OTC, STR, TET,
TGC

MexEF-OprN CHL, QN, TET, TMP

MexGHI-OpmD ACR, NOR, TET, V

MexJK-OprM ERY, TET, TCS

MexMN-OprM ATM, BIPM, CAR, CMN, CAZ, CFT, CHL,
MEM, MET, MOX, NOV, PIP, SUL, TMC,
TP, TIC

MexPQ-OpmE CHL, CIP, ERY, KIT, NOR, RKM, TET,

MexVW-OprM CPO, CHL, ERY, NOR, OFX, TET

MexXY-OprM (-OprA) AMI, AMX, MA, FEP, CFP, CFSL, CTX,

FOX, CZOP, CPO, CAZ, CZX, CRO, CXM,
CHL, CTET, CIN, CIP, CLX, DOR, ENX, ERY
FMOX, GEN, IPM, KAN, LVX, CLM,
MEM, NAF, NAL, NEO, NOR, OFX, OMC,
OTC, PG, PPA, PIP, PTZ, SPX, SPI, STR,
TZB, TET, TIC, TOB, TOS, CAR (sadece
OprA ile birlikte), SUL (sadece OprA ile

birlikte)
MuxABC-OpmB ATM, ERY, KIT, NOV, RKM, TET
TriABC-OpmH TCS

AMI: amikasin; AMX: amoksisilin; ATM: aztreonam; BIPM: biapenem; CAR: Kkarbenisilin; CAZ:
seftazidim; CEQ: sefkinom; CES: sefsulodin; CFP: sefoperazon; CFSL.: sefoselis; CFT: seftolozan;
CHL: kloramfenikol; CIN: sinoksasin; CIP: siprofloksasin; CLX: kloksasilin; CMN: carumonam; CPO:
sefpirome; CR: karvakrol; CRO: seftriakson; CTET: klortetrasiklin; CTX: sefotaksim; CXM:
sefuroksim; CZOP: sefozopran; CZX: seftizoksim; DOR: doripenem; DOX: doksisiklin; ENX:
enoksasin; ERV: eravasiklin; ERY:: eritromisin; FEP: sefepim; FLO: florfenikol; FMOX: flomoksef;
FOX: sefoksitin; GEN: gentamisin; IPM: imipenem; KAN: kanamisin; KiT: kitasamisin; LVX:
levofloksasin; MA: sefamandol; MEM: meropenem; MET: metisilin; MIN: minosiklin; MOX:
mokzalaktam; NAF: nafsilin; NAL: nalidiksik asit; NEO: neomisin; NOR: norfloksasin; NOV:
novobiyosin; OFX: ofloksasin; OMC: oleandomisin; OTC: oksitetrasiklin; PG: penisilin G; PIP:
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piperasilin; PMA: piromidik asit; PPA: pipemidik asit; PTZ: piperasilin-tazobaktam; QN: kinolonlar;
RKM: rokitamisin; SPI: spiramisin; SPX: sparfloksasin; STN: streptonigrin; STR: streptomisin; SUL:
sulbenisilin; TET: tetrasiklin; TGC: tigesiklin; TIC: tikarsilin; TMP: trimetoprim; TOB: tobramisin;
TOS: tosufloksasin; TP: tiamfenikol; TZB: tazobaktam; V: vanadyum.

Tablo ilgili refarans kaynaktan yararlanarak olusturulmustur (7).

P. aeruginosa’da, RND siiperailesine ait (MexAB-OprM, MexXY, MexCD-
Opr) ve MexEF-OprN) dort ana efluks pompasi antibiyotik direnci ile
iliskilendirilmistir. Bu pompalar ii¢ farkli proteinden olusurlar. Bu proteinler yaygin
olarak periplazmik membran fiizyon proteini (PMFP) olarak bilinen MexA, MexX,
MexC veya MexE, sitoplazmik membran transport proteinini olan MexB, MexY,
MexD veya MexF ve kanal olusturucu dis mebran faktorii (OMF) olarak bilinen
OprM, OprJ veya OprN proteinleridir (Sekil 2) (7, 18, 35).

Sekil 2. P. aeruginosa’da antibiyotik direncinde rol alan dort ana efluks pompasinin
sematik yapilar1 (MexAB-OprM, MexXY, MexCD-OprJ ve MexEF-OprN)

Sekil ilgili referans kaynaktan alinmustir (7).

P. aeruginosa’da efluks pompalarinin asir1 ekspresyonunun, c¢ogu anti-

ps6domonal ilaca karsi direngten sorumlu oldugu bilinmektedir bu nedenle yeni
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antipsddomonal ilaglar kesfedilirken bu akis mekanizmalar1 g6z Oniinde

bulundurulmalidir (7).

Calismalarda, P. aeruginosa’da MexJK ve MexGHI-OpmD efluks
pompalarinin esas olarak Quorum-sensing (QS) mekanizmasinda ve hiicreler arasi
iletisimde rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica biyofilmlerde efluks pompasi ekspresyon
seviyesinin ¢ok artt1ig1 ve bunun sonucunda bakterinin antibiyotik direncinin de arttigi
bildirilmektedir. Efluks pompasi inhibitorleri ile yapilan caligmalarda ise efluks
pompasinin inhibisyonunun biyofilm olusumunu azalttigi goézlenmistir (7). Bu
caligmalardan efluks pompalar1 ve biyofilmlerin birbirlerinin diizenlenmesine etki

ettigi anlasilmaktadir.

MexAB-OprM efluks pompasi, beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogu, kinolonlar,
makrolidler, tetrasiklinler, linkomisin, kloramfenikol, novobiyosin dahil olmak iizere
bircok siniftan antibiyotigi hiicreden disar1 atma kabiliyetine sahip bir pompadir.
Karbapenem direngli P aeruginosa suslarinda MexAB-OprM ekspresyonu artmasiyla
karbapenemlere kars1 direng gelistigi birgok ¢alismada bildirilmistir (7, 18). MexAB-
OprM, sokak suslarinda yapisal olarak iiretilir. MexAB-OprM efluks pompasinin
ekspresyonu esas olarak mexR, nalC ve nalD genleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Antibiyotik kullanimiyla bakteride MexAB-OprM efluks pompasi

ekspresyon seviyesi asir1 artar ve bu P. aeruginosa suslari baskin hale gelir (7, 18).

MexCD-OprJ efluks  pompasmin  asir1  ekspresyonu  florokinolonlar,
makrolidler, novobiyosin, tetrasiklinler, kloramfenikol ve sefepim ve sefpirom gibi
dordiincti kusak sefalosporin direnci ile iliskilidir. P. aeruginosa'da MexCD-OprJ
efluks pompasinin esas olarak levofloksasin ve siprofloksasin direnci ile iliskili oldugu
bilinmektedir (7, 18, 35). Ancak yapilan bir c¢alismada mexD genindeki bazi
mutasyonlardan  sonra  pompanin  substrat  afinitesi  degistigi ve P.
aeruginosa’da seftolozan-tazobaktam ve seftazidim-avibaktama gibi yeni betalaktam-

betalaktamaz kombinasyonlarina direng gelisimiyle iliskili olabilecegi ifade edilmistir.

MexCD-OprJ efluks pompasinin ekspresyonu nfxB geni tarafindan diizenlenir (7).

MexEF-OprN efluks pompasinin asir1 ekspresyonu kloramfenikol, kinolonlar

ve trimetoprim direnciyle iligkilidir. MexEF-OprN efluks pompasinin asiri
19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9779380/#B80-ijms-23-15779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9779380/#B80-ijms-23-15779

ekspresyonunun oprD porin geninde downregiilasyonuna neden oldugu bilinmektedir.
Bu mekanizma MexEF-OprN asir1 ekspresyonuyla olusan karbapenem direncini
aciklamaktadir. Ancak MexEF-OprN ve OprD proteinin birlikte regiilasyonu her
zaman gergeklesmez (7, 18, 35).

MexXY efluks pompasmin asir1 ekspresyonunun ¢ogu antipsédomonal
antibiyotik direnciyle iliskilidir. Ayrica MexXY 'nin aminoglikozit degistirici enzimler
(aminoglycoside modifying enzymes-AME) ile beraber aminoglikozit direncini
artirmada etkili oldugu, dolayisiyla AME’leri tasiyan suslarda MexXY efluks pompasi

ekspresyon seviyesinin agir1 arttigi bildirilmistir (7).

2.2.4. Karbapenemaz Uretimi Aracih Direnc

P. aeruginosa’da 1990 yilina kadar karbapenem direncinin kromozomal
mutasyonlar yoluyla olustugu bilinmekteydi. MBL {ireten P. aeruginosa klinik susu
ilk kez 1991 yilinda bildirildi (36). Daha sonrasinda karbapenem direngli P.
aeruginosa hareketli genetik elemanlarin etkisiyle hizla tiim diinyada yayild:.
Giiniimiizde P. aeruginosa’da A, B ve D sinifi karbapenemazlar tespit edilmis olup
bunlardan B smifi karbapenemazlara ait olan MBL enzimleri en yaygm olandir.
Karbapenemaz direng genleri plazmitler, transpozonlar, integronlar ve profajlar
tizerinde taginabilir ve bakteriler bu direng genlerini ayni veya baska bir bakteri
tirtinden yatay gen transferi yoluyla alabilir. Bu mekanizmalar ile karbapenemaz
tireten P. aeruginosa hizla yayilabilir (22, 37).

A siifi beta-laktamazlardan P. aeruginosa’da karbapenemaz aktivitesine
sahip olanlar Klebsiellla pneumoniae karbapenemazi (Klebsiellla pneumoniae
carbapenemase-KPC) ve Guiana genisletilmis spektrum (Guiana extended spectrum-
GES) enzimleridir. Bu gruptaki karbapenemazlar, karbapenemleri aktif olarak
pargalar ve enzim aktiviteleri klavulanik asit tarafindan kismen inhibe olur (22). KPC
tireten P. aeruginosa izolati ilk olarak 2007 yilinda Kolombiya’dan bildirildi ve
sonrasinda diinyanin gesitli lilkelerinden izole edilmeye baslandi (38). GES enziminin
karbapenemaz aktivitesinin sadece bazi varyantlarinda oldugu bilinmektedir. Ozellikle

170. aminoasit olan glisinin asparagine veya serin ile degisimini ile karbapenemaz
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aktivitesi kazandigi bilinmektedir. GES tipi karbapenemaz iireten P. aeruginosa

tilkemizden ve diinyanin gesitli tilkelerinden bildirilmistir (22).

B smifi beta-laktamazlar, beta-laktamlar1 hidrolize etmek i¢in kofaktor olarak
iki degerli katyonlara (Zn?*) ihtiyag duyan metallobetalaktamazlardir. Bu nedenle
MBL’lerin aktivitesi ortamda Zn?* selatorii ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
varliginda azalir. MBL’lar penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenemleri pargalar
fakat monobaktamlari par¢alamaz. P. aeruginosa’da bulunan karbapenemaz
enzimlerinden en yaygin olan1 metallobetalaktamazlardir. Tim diinyada P.
aeruginosa nin klinik suslarinda en ¢ok Verona imipenemazlar (VIM) daha sonra ise
imipenemazlar (IMP) yaygin olarak goriilir. New Delhi metallobetalaktamazlar
(NDM) da c¢esitli iilkelerden bildirilmistir ancak VIM’ler ve IMP’lerden daha az
goriilmektedir. Ayn1 zamanda P. aeruginosa’nin klinik suslarinda bolgesel olarak
birgok farkli metallobetalaktamazlar da rapor edilmistir. P. aeruginosa’nin VIM, IMP
ve NDM iireten susglar1 kitalararasi yayilimi fazlayken diger MBL’lar1 iireten suslarin

daha ¢ok bolgesel olarak yayildig: tespit edilmistir (22).

VIM-1 iireten P. aeruginosa susu ilk olarak 1999 yilinda Italya Verona’da
rapor edildi (39). Ardindan 2000 yilinda Fransa’da VIM-2 iireten P. aeruginosa susu
rapor edildi (40). VIM-2, VIM-1’e gore daha fazla karbapenemaz aktivitesine sahip
oldugu bilinmektedir (41). Ayrica VIM-2 iireten P. aeruginosa’nin diinyada daha sik
bildirildigi tespit edilmektedir. Su ana kadar 66 VIM varyanti tanimlanmis olup
neredeyse tiim iilkelerden VIM iireten P. aeruginosa suslari bildirilmistir (22).

IMP iireten P. aeruginosa susu ilk olarak 1991°de Japonya’dan bildirilmistir
(36). Su ana kadar, 79 IMP varyanti tanimlanmis olup IMP, P. aeruginosa tarafindan

tiretilen en yaygin ikinci karbapenemazdir (22).

NDM-1 iireten P. aeruginosa'nin ilk olarak 2011’de Sirbistan’da bildirilmistir
(42). NDM iireten P. aeruginosa suslart daha ¢ok Asya kitasindan bilidirilmektedir
(22).

D sinifi betalaktamazlardan oksasilinaz (OXA) tipi karbapenemazlar P.
aeruginosa’da nadir olarak bildirilmektedir. ik olarak 2008’de P aeruginosa’da OXA
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tipi karbapenemaz rapor edildi (18). OXA-40, OXA-48, OXA-181 ve OXA-198
tireten P. aeruginosa suslari gesitli tilkelerden bildirilmistir (22).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Aragtirmanin Tipi, Yeri, Zamani ve Arastirma Izni

Arastirmamiz retrospektif Ozellikte olan bir ¢alisma olarak planlanmistir.
Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Bagkanligi’ndan 24.02.2022 tarih ve 2022/6 protokol numarali etik kurul onayi
alindiktan sonra yapildi. Etik kurul onayi alindiktan sonra Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarinda mevcut olan hasta izolatlarindan galismaya

dahil edilme kriterlerine uygun olanlar ¢alismaya dahil edilmistir.
3.2. Arastirmanin Evreni

Arastirmaya kabul edilme kriterleri:

e Ocak 2017 -Ocak 2022 tarihleri arasinda gonderilen kan 6rneklerinden izole

edilen P. aeruginosa izolatlari

e Imipenem MIK degeri >4 pug/ml ve/veya meropenem MIK degeri >8 ug/ml

olan P. aeruginosa izolatlar
e Ayni hastadan tekrarlayan iiremeler oldugunda ilk izolat olmas1
Arastirmaya kabul edilmeme Kkriterleri:

e Qcak 2017°den 6nce ve Ocak 2022’den Once kan Orneklerinden izole P.

aeruginosa suslari
e Kan kiiltlirii disinda diger materyallerden izole edilen P. aeruginosa suslari

e Imipenem MIK degeri <4 pg/ml ve meropenem MIK degeri < 8 pg/ml olan

P. aeruginosa izolatlar1
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e Ayn hastadan tekrarlayan iiremeler oldugunda ilk izolattan sonraki P.

aeruginosa izolatlari

3.3. Verilerin Toplanmasi

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Ocak 2017-Ocak 2022
tarihleri arasinda kan kiiltiir siselerine inokiile edilerek gonderilmis olan kan 6rnekleri
otomatize kan kiiltiir sisteminde (BACTEC™ FX Blood Culture System) inkiibe
edildi. Ureme sinyali izlendiginde kan kiiltiir sisesinden alinan bir miktar 6rnek %5
koyun kanl1 agar (Oxoid, Ingiltere), Eosin Metilen Blue Agar (EMB) (Oxoid, Ingiltere)
ve gikolatamsi agara (Oxoid, Ingiltere) inokiile edildi ve uygun kosullarda inkiibe
edildi (43). Inkiibasyon sonrasinda Pseudomonas tiirlerine benzeyen Gram boyama
islemi ile gram negatif basil morfolojisinde olan, laktoz negatif, oksidaz pozitif,
nonfermentatif koloniler Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI-TOF)
(Bruker, Almanya) ile tiir diizeyinde tanimlama yapildi (43). CrystalSpecTM Becton
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) nefelometre kullanilarak ID buyyonu
icerisinde 0,5 McFarland (5x10° CFU/mL) yogunlugunda hazirlanan bakteri
siispansiyonundan, antimikrobiyal duyarlilik test buyyona (ADT buyyon) 25 pL ilave
edildikten sonra bir damla Phoenix ™ AST (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany)
indikatorii damlatildi. Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklart BD Phoenix MS50™
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) sisteminde NMIC-433 panelleri kullanilarak
test edildi (43). Test sonuglar1 European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) kriterlerine gore duyarli, yiiksek dozda duyarl ve direngli olarak
kategorize edildi (28). P. aeruginosa olarak tiplendirilen ve antimikrobiyal testleri
calisilan izolatlar, ¢calisma yapilincaya kadar %15 gliserol igeren triptik soy buyyon

besiyerinde -80°C’de saklandi (43).

Laboratuvar  stoklarinda  bulunan imipenem ve/veya meropenem
antibiyotiklerine direncli tespit edilen izolatlar oda sicakliginda ¢6ziildiikten sonra %5
kanli agara pasajlanarak taze kiiltiirleri hazirlandi. Meropenem, imipenem ve
doripenem antibiyotiklerinin MIK degerleri s1ivi mikrodiliisyon yéntemiyle belirlendi.

Indiiklenebilir AmpC iiretiminin fenotipik tespiti icin bu suslara disk antagonizm testi
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yapilmistir. Bu izolatlarda karbapenemaz varliginin arastirilmasinda fenotipik tarama
testi olarak karbapenemaz inaktivasyon metodu kullanildi. Fenotipik olarak
karbapenemaz iireten suslarda yaygin goriilen karbapenemaz diren¢ genleri olan
blakpc, blanom, blaoxa-as, blaive  ve blavim varligi  geleneksel polimeraz  zincir
reaksiyonu yontemiyle arastirildi. Efluks pompasinin asir1 tiretiminin fenotipik olarak
tespiti igin S1vi mikrodiliisyon yontemi ile efluks pompa inhibitorii (PABN) iceren ve
icermeyen Mueller-Hinton sivi besiyerinde P. aeruginosa izolatlarinin meropenem
antibiyotigine kars1 MIK degerleri tespit edildi. Ayrica P. aeruginosa izolatlarinda
karbapenem direnciyle iliskilendirilen ¢esitli efluks pompa genleri (mexB, mexD,
mexF, mexY) ve porin proteini OprD’nin ekspresyon seviyeleri kantitatif olarak gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle belirlendi.

3.3.1. imipenem ve Doripenem MiK Degerlerinin Sivi Mikrodiliisyon

Yontemiyle Saptanmasi

Karbapenem antimikrobiyal duyarlilik sonuglari, Sivi  mikrodiliisyon
yontemiyle EUCAST o6nerileri dogrultusunda belirlendi. Mikrodiliisyon testi i¢in 96
kuyucuklu steril U tabanli mikrodiliisyon plaklari kullanildi. Plak tizerinde her bir sira
farkli izolatlar1 icermekteydi. Her bir izolat i¢in sivi mikrodiliisyon deneyleri 3 kez

yapildi.

Doripenem antibiyotik tozu iiretici firmanin 6nerileri dikkate alinarak Dimetil
stilfoksit (DMSQ) ve Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi (PBS) igerisinde ¢oziildii ve son
konsantrasyonu 1024 pg/ml olan doripenem ¢ozeltisi elde edildi. Dimetil siilfoksitin
antibakteriyel etkisi olmadigini gostermek i¢in DMSO-PBS ¢ozeltisi hazirlandi ve s1vi
mikrodiliisyon testinde kontrol olarak kullanildi ve besiyeri kontrolii disinda tiim

kuyucuklarda bakteri tiremesi beklendi.

Imipenem toz hali iiretici firmanimn 6nerileri dikkate alinarak steril distile su
icerisinde homojen olarak ¢o6zdiiriilerek son konsantrasyonu 1024 pg/ml olan

imipenem ¢0zeltisi hazirlandi ve s1vi mikrodiliisyon testi i¢in kullanildi.

Imipenem ve doripenem MIK degerlerini saptamak igin asagida belirtildigi

sekilde s1vi mikrodiliisyon testleri gergeklestirildi.

25



Oncelikle her kuyucuga 50 pl katyon ayarli MHB besiyeri konuldu. Imipenem
veya doripenem sivi mikrodiliisyon testi i¢in konsantasyonu 1024 pg/ml olan
antibiyotik soliisyonundan 50 pl almip 1. kuyucuga aktarildi ardindan birkag¢ kez
pipetleme yapildi. Boylece 1. kuyucukta 100 ul besiyeri ve antibiyotik karisimi elde
edildi. Ardindan 1. kuyucuktan 50 pl alinip 2. kuyucuga aktarildi ve 10. kuyucuga
kadar seri diliisyon islemi yapildi. 11. ve 12. Kuyucuga antibiyotik soliisyonu
eklenmedi. Ardindan s1vi mikrodiliisyon testi ¢aligilacak bakterinin kanli agardaki taze
pasaj Kkiiltiirinden steril tuzlu su i¢inde 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonu hazirlandi. Plaklara inokiile edilen son bakteri inokulum konsantrasyonu
5x10° CFU/ml olmasi igin hazirlanan bakteri siisiipansiyonu 1/100 oraninda dilue
edildi. Bunun i¢in 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonundan 10 ul
alinarak 990 ul taze katyon ayarli MHB besiyerinin bulundugu ependorfa aktarildi ve
vortekslenerek homojen hale getirildi. Hazirlanan 5x10° CFU/m| bakteri siispansiyonu
11. kuyucuga kadar tiim kuyucuklara 50 pl olacak sekilde pipetlendi. Ardindan plaklar
37°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi ve sonrasinda plaklar siyah zemin tizerinde
ciplak gbéz ile degerlendiridi. P. aeruginosa suslarmin  mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki {iremesini tamamen inhibe eden en diisiik antimikrobiyal ilag
konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi ve not edildi. 11. kuyucukta besiyeri
ve bakteri oldugundan tiim pleytlerde 11. kuyucukta iireme beklendi ve testin kendi
icindeki pozitif kontrolii olarak kullanildi. 12. kuyucuga ise sadece besiyeri
konuldugundan herhangi bir iireme beklenmedi ve testin kendi igindeki negatif
kontrolii olarak kullanildi. Ayrica mikrodiliisyon testlerinde kontrol olarak
Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K.pneumoniae
ATCC 700603 ve P. aeruginosa PAO1 suslari kullanildi (3) .

Sonuglar EUCAST standartlarina gore duyarli, yiiksek dozda duyarli, direncli
olarak kategorize edildi (28). MICso ve MICqo degerleri izolatlarin sirasiyla %50 ve
%90’1n1n inhibe edildigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlandi ve

hesapland: (44).
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3.3.2. Karbapenemaz Varhgnin Fenotipik Olarak Arastirilmasi

Karbapenem inaktivasyon metodu (CIM) testi, 2015 yilinda Van Der Zwaluw
ve arkadaslar1 tarafindan karbapenemaz iireten gram-negatif basilleri saptamak i¢in
gelistirilmistir ~ (45). Bu c¢alismada izolatlarda karbapenemaz varliginin
arastirilmasinda ilk olarak CIM kullanildi. Ardindan Karbapenemaz iiretimi tespit
edilen tiim suslarda sik goriilen karbapenemaz genleri geleneksel PCR yontemi ile
arastirildi. P. aeruginosa suslarinin kanli agar besiyerindeki taze kiiltiir pasajlarindan
10 ul’lik 6ze dolusu bakteri alinarak 400 pl’lik steril distile su igerisine koyuldu
ardindan vortekslenerek bakteri siispansiyonu olusturuldu. Daha sonra 10 ug’lik
meropenem diski bu bakteri siispansiyonu i¢ine koyularak 37°C’de iKi saat inkiibe
edildi. Karbapenemaz inaktivasyon metodunda indikator olarak kullanilmak tizere, E.
coli ATCC 25922 susunun 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonu hazirlandi ve
Miiller Hinton agar plagina inokiilasyonu yapildi. Dort saatlik inkiibasyonun sonunda
bakteri stispansiyonu iginden meropenem diski almarak E. coli ATCC 25922
inokiilasyonu yapilan Miiller Hinton agar plag: iizerine yerlestirildi. Kiiltiir 37°C’de
bir gece boyunca inkiibe edildikten sonra degerlendirmeye alindi. Meropenem diski
cevresinde inhibisyon zonunun olugmadigi izolatlar karbapenemaz iireten izolat
olarak, inhibisyon zonunun olustugu izolatlar ise karbapenemaz iiretmeyen izolat
olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak K. pneumoniae ATCC BAA1705, negatif
kontrol olarak ise K. pneumoniae BAA1706 suslar1 kullanildi (45).

3.3.3. Karbapenemaz Varhgmin Genotipik Olarak Arastirilmasi

Fenotipik olarak karbapenemaz iireten suslarda P. aeruginosa’da yaygin
goriilen karbapenemaz direng¢ genleri olan blakpc, blanowm, blaoxa-ss, blave
ve blaviv varligr geleneksel PCR yontemiyle arastirildi. Bu amagla izolatlardan
kaynatma yontemiyle DNA (deoksiriboniikleik asit) izole edildi sonrasinda direng
genlerine 6zgiil primerler kullanilarak PCR yontemi ile ilgili gen varligi arastirildi
(Tablo 5).

DNA izolasyonu

[lk olarak izolatlardan 2.0 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu elde

edildi. Vortekslenerek homojen hale gelmesinden sonra PCR tiiplerine 20 pl bakteri
27



stispansiyonu pipetlendi. 99°C’de 15 dakika termal dongii cihazinda kaynatma
islemine tabi tutuldu. Ardindan bakteri DNA’s1 bulunan bu PCR tiipleri santrifiij
edildi. Bu islemle elde edilen bakteri DNA’s1 PCR isleminde kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi.

PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi

blakec, blanom, blaoxa-ss, blaive ve blavim genlerinin tespiti igin ayr1 ayri
PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 6’de gosterildigi
miktarlarda kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi ve PCR islemi yapild:.
Primerler 10 uM olacak sekilde steril distile su ile ¢oziildii. Reaksiyonda kullanilacak
mastermix karigimi -20°C’den ¢ikarildi ve ¢Oziindiikten sonra 5-10 saniye
vortekslendi. 12,5 pl 2X Tag master mix (HibriGen-Tiirkiye) (KCI igeren PCR
tamponu, 0,25 U/ ul Taq DNA Polimeraz, 0,4 mM dNTP, 3,2 Mm MgCl,, Orange G
boyast karigimi), 10 uM Iik 1 pl forward primer ve 1 pl reverse primer eklenerek
karisim hazirlandi ve tlizerine 2 ul bakteri DNA’s1 konularak son reaksiyon hacmi 25
ul olacak sekilde steril distile su eklendi (Tablo 6). Boylece PCR reaksiyonu igerigi
hazirlandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan bakteri suslar1 Dog¢.Dr. Giilsen
SARIKANAT GELMEZ (Marmara Univeristesi, Istanbul)’den temin edildi. Negatif

kontrol olarak ise deiyonize su kullanild1 (46).

Tablo 5. PCR’de kullanilan oligoniikleotid primerlerin sekanslari, amplikon

biiyiikliikleri
Gen* Primer Adi1 Dizi (5°-3") Amplikon  Referans
Biiyiikliigii
(bp)
blakpc KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT 882 (47)
KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
blavim VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 (46)
VIM-R CGAATGGCAGCCACCAG
blaimp IMP-F TTGACACTCCATTTACDG° 139 (46)
IMP-R GATYGAGAATTAAGCCACYCT
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blanpm NDM-F GAAGCTGAGCACCGCATTAG 982 (48)
NDM-R GGGCCGTATGAGTGATTGC
blaoxa4s OXA48-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 743 (49)

OXA48-R  TTGGTGGCATCGATTATCGG

* Primer dizilimleri parantez i¢indeki ilgili refaranslardan alinmigtir

Tablo 6. PCR igin hazirlanan reaksiyon karisiminin bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon bileseni Bir 6rnek icin
2X Tag Master Mix 12,5 ul
Forward primer (10 pM) 1 ul

Reverse primer (10 uM) 1wl

DNA 2 ul

Distile su 6,5 ul
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul

Genlerin Amplifikasyonu

PCR islemi termal dongii cihazi (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak yapildi. blavim ve blame genlerine spesifik
reaksiyonlarda termal sikliis programi olarak 95°C’de 3 dakika denatiirasyon sonrasi;
her dongii i¢in 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 57°C’de 60 saniye primer birlesmesi,
72°C’de 60 saniye polimerizasyon agamalarini iceren 30 dongii uyguland: ve 72°C’de
10 dakika polimerizasyon siiresi eklendi (46). blanom, blaoxa-ss ve blakec genlerine
spesifik reaksiyonlarda termal sikliis programi i¢in primer birlesmesi sirasiyla 58°C,

62°C ve 62°C olarak kullanildi (47-49).
Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Polimeraz zincir reaksiyonunun sonunda olusan friinler agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilendi. Bunun i¢in igerisinde 0,5 pg/mL etidyum bromiir katkili
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%?2’lik agaroz jel hazirlandi. Her bir reaksiyon tiipinden 5 pL alind1 ve 1 pL yiikleme
tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ik kuyucuga 3 puL 100 bp
adimli DNA marker:1 (Softec, Tirkiye), ikinci kuyucuga pozitif kontrol, diger
kuyucuklara PCR reaksiyonlari yiiklendi. Ornekler énce 10 dakika boyunca 100 voltta
yiritildi, daha sonra 30 dakika boyunca 120 voltta yiiriitiildii. Elektroforez islemi
sonrasinda jel UV transilluminatdrde incelendi. DNA markerin olusturdugu bantlar ile
PCR reaksiyonlarinin olusturdugu bantlar kiyaslanarak bant varligi yoniinden
degerlendirildi. Ardindan Kodak Gel Logic 200 Imaging System (Kaliforniya, ABD)

cihazinda olusan bantlarin fotografi ¢ekildi.

3.3.4. AmpC beta-laktamazin Asir1 Uretiminin Fenotipik Olarak Saptanmasi

Indiiklenebilir AmpC beta-laktamazlarin saptanmasi daha 6nceki calismalara
benzer sekilde disk antagonizm testi ile yapildi (50, 51). Tiim P. aeruginosa suslarinin
taze pasaj kiiltiirlerinden steril tuzlu su i¢inde 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonu hazirlandi. Daha sonra steril ekiivyonlu ¢ubuk ile Miiller Hinton agar
plagina inokiile edildi. Ardindan sefotaksim (CTX) 30 pg ve sefoksitin (FOX) 30 ug
diskleri plak merkezine 20 mm arayla yerlestirildi. Ardindan plaklar 37°C’de bir gece
boyunca inkiibe edildi. Sefotaksim inhibisyon zon bolgesinin Sefoksitin diskine bakan
tarafta korelmesi indiiklenebilir AmpC beta-laktamaz tiretimi i¢in pozitif olarak kabul

edildi. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 standart susu kullanildu.

3.3.5. Efluks Pompas1 Aktivitesi Artisinin Fenotipik Analizi

P. aeruginosa’da efluks pompasi aracili karbapenem direncinin yayginligini

belirlemek i¢in fenotipik analiz yapildi.

Efluks pompasmin asir1 Uretiminin fenotipik olarak tespiti i¢in, sivi
mikrodillisyon yontemi ile efluks pompa inhibitorii (PABN) iceren ve igermeyen MHB
besiyerinde P. aeruginosa izolatlarmin meropenem antibiyotigine kars1t MiK degerleri
es zamanl olarak tespit edildi. Bunun igin asagida belirtildigi prosediirde sivi

mikrodiliisyon testleri gerceklestirildi.
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Mikrodiliisyon testi i¢in 96 kuyucuklu steril U tabanli mikrodiliisyon plaklari
kullanildi. Her bir izolat i¢in plak {lizerinde bir sira kullanildi. Sivi mikrodiliisyon

testinde kullanilan antibiyotiklerin toz hali iiretici firmadan temin edildi.

Meropenem toz hali tiretici firmanin onerileri dikkate alinarak steril distile su
igerisinde homojen olarak ¢6zdiriildii ve son konsantrasyonu 2048 pg/ml olan

meropenem ¢ozeltisi hazirlandi ve s1vi mikrodiliisyon testi i¢in kullanildi.

PAPBN toz hali iiretici firmanin Onerileri dikkate alinarak DMSO ve MHB
igerisinde homojen olarak ¢6zdiiriildii ve son konsantrasyonu 100 ug/ml olan PABN

¢oOzeltisi elde edildi.

Inhibitér yoklugunda ve varhiginda meropenem MIK degerlerinin
karsilastirilabilmesi i¢in bir plak meropenem, bir plak meropenem + PABN olacak
sekilde testler tasarlandi. Oncelikle her kuyucuga 50 ul katyon ayarli MHB besiyeri
konuldu. Inhibitérlii ve inhibitdrsiiz stvi mikrodiliisyon testi i¢in konsantasyonu 2048
ug/ml olan meropenem soliisyonundan 50 pl alinip birinci kuyucuga aktarildi ardindan
birkag kez pipetleme yapildi. Boylece birinci kuyucukta 100 pl besiyeri ve antibiyotik
karigimi elde edildi. Ardindan birinci kuyucuktan 50 pl alinip ikinci kuyucuga aktarildi
ve seri diliisyon islemi 10. kuyucuga kadar devam etti. 11. ve 12. kuyucuga antibiyotik
soliisyonu eklenmedi. Ardindan inhibit6rsiiz plaklarda tiim kuyucuklara 50 pl MHB
besiyeri, inhibitorlii plaklarda ise tim kuyucuklara konsantrasyonu 100 pg/ml olan
PAPBN soliisyonundan 50 ul ilave edildi. Ardindan sivi mikrodiliisyon testi ¢aligilacak
bakterinin kanli agardaki taze pasaj kiiltiiriinden steril tuzlu su i¢inde 0,5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Plaklara inokiile edilen son bakteri
inokulum konsantrasyonu 5x10° CFU/ml olmas1 igin hazirlanan bakteri siispansiyonu
1/100 oraninda dilue edildi. Bunun igin 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonundan 10 pl alinarak 990 pl taze katyon ayarli MHB besiyerinin
bulundugu ependorfa aktarildi ve vortekslenerek homojen hale getirildi. Hazirlanan
5x10° CFU/ml bakteri siispansiyonu inhibitorlii ve inhibitorsiiz plaklarda 11.
kuyucuga kadar tim kuyucuklara 100 pl olacak sekilde pipetlendi. Boylece tiim
plaklarda meropenem baslangi¢ konsatrasyonu 256 pg/ml, inhibitorlii plaklarda tiim

kuyucuklarda PABN konsantrasyonu 25 pg/ml oldu. Ardindan plaklar 37°C’de bir
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gece boyunca inkiibe edildi ve sonrasinda plaklar siyah zemin {izerinde ¢iplak goz ile
degerlendiridi. P. aeruginosa suslarinin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki tiremesini
tamamen inhibe eden en diisiik antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonu MiK degeri olarak
kabul edildi ve not edildi. Tiim pleytlerde 11. kuyucukta bakteri tiremesi beklendi ve
testin kendi i¢indeki pozitif kontrolii olarak kullanildi. 12. kuyucukta ise herhangi bir
tireme beklenmedi ve testin kendi igindeki negatif kontrolii olarak kullanildi. Ayni
zamanda PABN’nin bakteri iiremesi tizerinde etkisi olmadigin1 gérmek i¢in, bakteriler
meropenem olmadan tek basina akis pompasi inhibitorii ile test edildi. Ayrica
mikrodiliisyon testlerinde  kontrol olarak  Escherichia coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa PAO1
suslar1 kullanildi. inhibitér varliginda meropenem MIK degerlerinin dort kat veya daha

fazla azalmasi efluks pompasinin asir1 eksperesyonu olarak kabul edildi (43, 52-54).

3.3.6. Efluks Pompasi Genlerinin ve Porin Proteini Geninin Transkripsiyon

Seviyelerinin Arastirilmasi

mexB, mexD, mexF, mexY, oprD gen bolgelerinin transkripsiyon iirlin diizeyleri
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle belirlendi.
Oncelikle bakteriyel izolatlardan tiim RNA (Riboniikleik asit) izole edildi sonrasinda
bu RNA &rneklerinden cCDNA (tamamlayict DNA-complementary DNA) sentezlendi.
Igili genlerin transkriptlerinin seviyesi SYBR green boyasi igeren RT-PCR master
mix kullanilarak LightCycler 480 cihazinda (Roche, Almanya) belirlendi. rpsL geni
(housekeeping gen) ayni islemlere tabi tutularak referans gen olarak kullanildi. Yani
rpsL geni efluks ve porin genlerinin transkripsiyon seviyelerinin normallestirilmesi
icin kullanild1 (4, 30).

Ilgili genin referans gene gore goreceli (relative) kantifikasyonu 244t degeri

temel aliarak hesaplandi.
Bakteri Tiim RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in ¢aligmaya alinan suslarin kanli agar besiyerine ekimleri
yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibe edilen 6rnekler FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini
Kit (Favorgen Biotech Corp., Taiwan) kullanilarak RNA izolasyonu yapild:.
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Hazirlanan 3,0 McFarland bakteri ¢ozeltisinin 1 ml’si 2 mI’lik vidali santrifiij tiipiine
aktarildi ve 18000 g’de 2 dakika boyunca 4°C'de santriflij edildi ardindan bakteri
¢ozeltisinde tstte kalan siipernatan kismi atildi ve dipteki ¢okelti tizerine 100 pl
lizozim eklendi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 350 ul FARB Buffer
ve 3,5 pl B-Merkaptoetanol eklendi ve hiicreleri parcalamak i¢in 250 mg asitle
yikanmis cam boncuklar kullanilarak (500 ~ 700 um) 5 dakika kuvvetlice vortekslendi
ardindan ¢6ziinmeyen materyali ¢oktiirmek i¢in 2 dakika 18000 g’de santrifiij edildi.
Ustte kalan siipernatan kisimdan 400 pl mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 400 pl %70
RNaz igermeyen etanol eklendi vorteksleyerek iyice karistirildi. Daha sonra bir
toplama tiiptine bir filtreli tiip yerlestildi ve etanol eklenen numune karisiminin
tamamin bu tiipiin i¢ine aktarildi ardindan 30 saniye boyunca 18000 g’de
santrifiijlendi. Tiipiin dibindeki s1v1 atildi. Daha sonra 6rnekler yikama soliisyonlariyla
yikandu ve filtreli tiip bir eliisyon tiipiine yerlestirdi. Membran merkezine dogru 50 ul
RNaz icermeyen distile su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika beklettikten sonra
RNA’y1 ayrigtirmak i¢in 18000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Tiim bu islemlerden
sonra elde edilen RNA’nin konsantrasyonu ve safligi UV-spektrofotometrede (Nano-
Drop 2000; Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, ABD) kullanilarak
degerlendirildi. Elde edilen RNA’lar ¢cDNA sentezi gerceklestirilinceye kadar -
80°C’de saklandu.

cDNA Sentezi

Izolasyon islemi sonucunda elde edilen tek sarmalli RNA'nin ¢cDNA'ya
transkripsiyonu OneScript® Plus cDNA Synthesis Kiti (ABM Good, Richmond, BC,
Canada) kullanilarak yapildi. cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri RNase
icermeyen bir ortamda bir araya getirildi. PCR i¢in tasarlanmig temiz pipetorler ve
aerosol direngli pipet uglari kullanildi. Sogutucu blok iizerine dizilen PCR tiiplerinde
her reaksiyon i¢in 4 pl 5X RT Buffer, 1 pul dANTP, 1 pl random primerler, 1 pl
OneScript® Plus RTase, 9 pul niikleaz icermeyen su eklendi. Elde edilen cDNA sentez
karistmina RNA izolasyon isleminden elde edilen 4 pul total RNA, RNaz igermeyen
filtreli pipet ucu kullanilarak eklendi boylece son reaksiyon hacmi 20 pl olan cDNA
sentez karigimi elde edildi. Daha sonra elde edilen reaksiyon vortekslenip ve kisaca

santrifiijlendi. cDNA sentezi termal dongii cihazinda (GeneAmp® PCR System 9700,
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Applied Biosystems, ABD) 50°C’de 15 dakika inkiibe ederek gergeklestirildi. Elde
edilen cDNA o6rnekleri sogutucu blok tizerine dizildi. cDNA 6rnekleri RT-PCR islemi
i¢in -20°C’de sakland.

Tablo 7. cDNA sentez karisimi igerigi

c¢DNA sentez karisimi 1x karisim (ul)
5X RT Buffer 4 ul

dNTP karisimi (10 mM) 1wl

Random primerler (10 uM) 1 ul
OneScript® Plus RTase 1 ul

Izole RNA 4 ul

RNaz icermeyen su oul

Toplam Hacim 20 nl

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Real-Time PCR, floresan isaretli prob ve boyalarin kullanilarak
amplifikasyonun goriiniir hale geldigi bir yontemdir. SYBR Green | sadece ¢ift zincirli
DNA’ya baglanan floresan bir boyadir dolayisiyla amplifiye olan DNA miktariyla
orantil olarak real-time PCR cihazinda okunan floresanin miktari da artar. Bagh
olmayan serbest DNA molekiilii ¢ok az bir floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip
uzama basladiginda SYBR Green molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve
floresan yayilimi baglar. Bu nedenle PCR isleminin ilk kisminda sinyal zayiftir;
amplifiye DNA miktar1 arttikga PCR cihazindan izlenebilen floresan miktar1 da artar.
Ancak floresan agiga ¢iktig1r her zaman hedef DNA’nin amplifiye oldugu anlamina
gelmez. Bazen primerlerin birbiri ile baglanmalar1 sonucunda olusan primer dimerleri
nedeniyle de floresan 1s1ma gozlenebilir. Bu durumda amplifiye olan DNA’nin hedef
bolge olup olmadigimi anlayabilmek icin DNA’larin erime egrisi analizi (melting
curve) yapilmalidir. Erime egrisi analizinde cihaz PCR iirtinlerini yavasga 1sitir ve
boylece ¢ift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya baslar ve floresan boya da serbest
kalir. Her bir DNA’nin igerdigi GC/AT oranina bagli olarak belirli bir erime sicakligi
(Tm) derecesi vardir. Primer dimerlerinin olugmast gibi spesifik olmayan iirtinlerin
reaksiyon sonucu olugsmasi durumunda DNA pargasinin Tm derecesi arasinda farklilik

olacaktir (55). Caligmamizda, amplifiye olan DNA {irlinlerinin hepsine erime egrisi
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analizi yapildi ve nonspesifik amplifikasyon tiriinlerinden kaynaklanan 1simalar tespit

edilmesi durumunda bu 6rnekler i¢in PCR islemi tekrarlandi.

Amplifikasyon sirasinda floresan miktarindaki artisin esik degerinin agildig1 ve
PCR fiiriiniintinde ilk anlamli artisin oldugu dongii "esik dongii degeri" (threshold
cycle, Ct) olarak isimlendirilmektedir. Yani esige ulasmak i¢in gereken dongii sayisina
Ct degeri denir (56). Cakisma noktasi (crossing point, Cp) ise amplifikasyon sirasinda
floresan sinyal artisinin en yiiksek oldugu nokta, yani amplifikasyonun logaritmik
olarak lineerlestigi kismin tam orta noktasi olarak bilinmektedir. Roche LightCycler®
480 System (Roche Molecular Systems, ABD) kullanim klavuzunda Cp degerinin Ct
degeri ile es anlamli oldugu ve 6l¢limlerde Cp degeri kullanildigr ifade edilmistir.
Caligmamizda RT-PCR sonunda amplifikasyonlarin degerlendirilmesi igin
LightCycler® 480 System'in (Roche Molecular Systems, ABD) Abs Quant/Fit Points

yazilimi kullanildz.

oprD, mexB, mexD, mexF, mexY genlerin ekspresyon diizeyi RT-PCR
kullanilarak belirlendi. Ribozomal proteini kodlayan bir housekeeping gen olan rpsL
geni, baslangictaki {irtin miktarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecek o6lgiim
farkliliklarint  6nlemek i¢in ve hedef genlerin transkripsiyon seviyelerinin
normallestirilmesi i¢in referans gen olarak kullanildi. oprD, rpsL ve tiim efluks
genlerinin amplifikasyonu iki defa yapildi ve verilerin analizinde elde edilen Cp

degerlerinin ortalamasi kullanildi.

PCR deneyleri +4°C’deki sogutucu bloklar iizerinde HibriGen 2X SYBR
Green gPCR Mix (100 Mm KCI, 4 Mm MgCl2, 400 uM dNTP, 0.1 U/ul Taq DNA
Polimeraz,1X SYBR Green ve diger optimize tampon bilesenleri) kullanilarak
calisildi. PCR calismasinda kullanilan primer dizileri daha 6nce yapilan ¢aligmalardan
elde edildi. oprD geninin varlig1 ve transkripsiyon {iriin Seviyesini tespit etmek igin iki

farkli primer ¢ifti kullanildi. Primer dizilimleri Tablo 8’de gdsterilmistir.
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Tablo 8. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer dizileri ve

referanslar

Hedef Primer Adx  Dizi (5°-3") Amplikon Referans

Gen* Biiyiikliigii(bp)

oprD(A) oprD-F GCCGAAGCCGATATAATCAA 157 (57)
oprD-R CATCTACCGCACAAACGATG

oprD(B) oprD-F2 GCTCGACCTCGAGGCAGGCCA 242 (30)
oprD-R2 CCAGCGATTGGTCGGATGCCA

mexB mexB-F GTGTTCGGCTCGCAGTACTC 244 (58)
mexB-R AACCGTCGGGATTGACCTTG

mexD mexD-F CTACCCTGGTGAAACAGC 250 (59)
mexD-R AGCAGGTACATCACCATCA

mexF mexF-F CATCGAGATCTCCAACCT 350 (59)
mexF-R GTTCTCCACCACCACGAT

mexY mexY-F CCGCTACAACGGCTATCCCT 250 (58)
mexY-R AGCGGGATCGACCAGCTTTC

rpsL rpsL-F GCAACTATCAACCGACTGGTG 241 (60)

rpsL-R

GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG

* Primer dizilimleri parantez i¢indeki ilgili refaranslardan alimmigtir.

RT-PCR islemi i¢in gereken reaksiyon karisimi Tablo 9’da belirtilen sekilde

hazirlandi.

oprD, mexB, mexD, mexF genlerinin PCR reaksiyonu i¢in 10 pl HibriGen 2X

SYBR Green gPCR Mix, 10 uM lik 1 pl forward primer ve 1 pl reverse primer igeren

karisim hazirlandi ve lizerine 1 pul cDNA konularak son reaksiyon hacmi 20 pl olacak

sekilde steril distile su eklendi.

rpsL geninin PCR reaksiyonu igin 10 pl HibriGen 2X SYBR Green gPCR Mix,

10 uM lik 2 pl forward primer ve 1 pl reverse primer igeren karigim hazirlandi ve

tizerine 1 pl cDNA konularak son reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde steril distile

su eklendi.
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mexY geninin PCR reaksiyonu i¢in ise HibriGen 2X SYBR Green qPCR Mix,
10 uM lik 0,5 pl forward primer ve 0,5 pl reverse primer iceren karisim hazirlandi ve
tizerine 1 ul cDNA konularak son reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde steril distile

su eklendi.

Tablo 9. Bir 6rnek igin RT-PCR reaksiyon karisiminin bilesenleri ve miktarlar

Reaksiyon bileseni 1x kansim (oprD(A-B), 1x Kkarisim 1x karisim
mexB, mexD, mexF) (rpsL) (mexyY)

2X SYBR Green gPCR 10 ul 10 ul 10 ul

Master Mix

Forward primer (10 uM) 1l 2 ul 0,5ul

Reverse primer (10 uM) Il Il 0,5l

cDNA 1l 1l 1l

Distile su 7 ul 6 ul 8 ul

Toplam reaksiyon 20 ul 20 pl 20 pl

hacmi

LightCycler® 480 System (Roche Molecular Systems, ABD) cihazi
kullanilarak RT PCR islemi gergeklestirildi.

oprD (A, B), mexB, mexD, mexF, rpsL genlerinin 95°C’de 10 dakika baslangi¢
denatiirasyonun ardindan, 95°C/20 saniye denatiirasyon, 52°C/10 saniye baglanma ve
72°C/15 saniye uzama olarak 45 dongii boyunca RT-PCR islemi uygulandi ve sonunda
floresan ol¢iimii yapildi. Ardindan erime egrisi analizi islemi gergeklestirildi. 95°C/0
saniye denatiirasyonun ardindan 65°C/15 saniye baglanma gergeklestirildi ve 95°C ye
kadar 1sitma iglemi yapildi. Cihaz tarafindan her bir derece 1s1 artiginda toplam bes
defa floresan 6l¢timii yapildi. Bu 6l¢iimlerle amplikonun kendine 6zgii erime sicakligi

(Tm derecesi) belirlendi.

mexY geni i¢in; 95°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonun ardindan, 95
°C/20 saniye denatiirasyon, 52°C/10 saniye baglanma ve 72°C/15 saniye uzama olarak
45 dongili boyunca RT-PCR islemi uygulandi ve sonunda floresan 6l¢imii yapildi.
Ardindan erime egrisi analizi islemi gergeklestirildi. 95°C/0 saniye denatiirasyonun

ardindan 65°C/15 saniye baglanma gerceklestirildi ve 95°C ye kadar 1sitma islemi
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yapildi. Her bir derece 1s1 artisinda toplam bes defa floresan olgiimii yapildi. Bu

olgtimlerle amplikonun kendine 6zgii erime sicakligi belirlendi.

Elde edilen PCR fiiriinleri agaroz jel elektroforezinde incelenerek amplikonlarin
dogrulugu goriildii. igerisinde 0,5 pg/mL etidyum bromiir olan %2’lik agaroz jel
hazirlandi. Ilk ve son kuyucuklara 100 bp adimli DNA marker1 (Softec, Tiirkiye),
digerlerine hedef iiriinler yerlestirildi. Ilk ve son kuyucuklara ise 3 uL 100 bp adiml
DNA marker yiiklendi. Diger kuyucuklara ise her bir tepkime tiiptinden 5 pL alindi ve
1 uL yiikleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ornekler dnce
10 dakika boyunca 100 voltta yiiriitiildii, daha sonra 30 dakika boyunca 120 voltta
yuriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV transilluminatorde incelendi.
DNA markerin olusturdugu bantlar ile PCR reaksiyonlarinin olusturdugu bantlar
kiyaslanarak bantlarin beklenen PCR iiriiniine uygun olup olmadiklar1 degerlendirildi.
Ardindan Kodak Gel Logic 200 imaging System (Kaliforniya, ABD) cihazinda olusan
bantlarin fotografi ¢ekildi.

Ribozomal protein S12’yi kodlayan gen (rpsL), hedef genlerin transkripsiyon
seviyelerini normallestirmek i¢in kullanildi. Tiim genlerin normallestirilmis ifadesi, 2
“AACT formiilii kullanilarak hesaplandi. Genlerin transkripsiyon diizeyleri P.
aeruginosa PAO1 susu kullanilarak degerlendirildi. Tlgili her genin normallestirilmis
ifadesi, PAOL1 tarafindan karsilik gelen mRNA ifadesi ile kiyaslandi.

PAOL1 ile karsilastirildiginda oprD geninin ekspresyon seviyesinin >%30
azalmas1 oprD downregiilasyonu igin anlamli kabul edildi. mexD, mexF ve mexY
genlerinin ekspresyon seviyeleri PAO1 susu ile kiyaslandiginda 10 kat ve daha yiiksek
olmasi izolatlarda MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM efluks
pompalarinin asirt ekspresyonu olarak kabul edildi. mexB geni ekspresyon seviyesinin
PAO1 susundan 3 kat ve daha yiiksek olmasi izolatta MexAB-OprM efluks
pompasinin asir1 ekspresyonu olarak kabul edildi (5, 61, 62).

3.4. Etik konular

Bu calisma KTU-BAP tarafindan desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlarimin Birimlere ve Yillara Gore Dagihmm

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’da Ocak 2017- Ocak 2022
tarihleri arasinda 16854 kan kiiltiirti vasatindaki kan 6rneginde bakteri tiremesi tespit
edilmis olup bu orneklerin 872’sinde (%5,2) P. aeruginosa liremesi mevcuttu. Ayni
hastadan tekrarlayan iiremeler oldugunda sadece ilk izolat caligmaya dahil
edildiginden toplamda 340 hastanin kan kiiltiirii vasatindaki kan Orneginde P.
aeruginosa tiremesi oldugu belirlendi ve bu hastalarin 64’inde (%18,8) iiretilen P.
aeruginosa suslarimin imipenem ve/veya meropenem antibiyotiklerine direngli oldugu
tespit edildi. T1ibbi Mikrobiyoloji laboratuvari stoklarindan yapilan pasajlarda tiremesi

tespit edilen 48 P. aeruginosa izolati ¢alismaya dahil edildi.

Imipenem ve/veya meropeneme direncli 48 P. aeruginosa izolatinin 5°i 2021,
10’u 2020,11°1 2019, 12’51 2018, 10°u 2017 yilinda laboratuvarimizda génderilen kan
orneklerinden izole edildi. Bu izolatlarin 25’1 (%52,1) yogun bakim iinitesinde, 19’u
(9%39,6) ¢esitli dahili boliim servislerinde, 4’1 (%8,3) cerrahi boliim servislerinde takip
edilen hastalara aitti (Tablo 10). Ayaktan tedavi ile takip edilen hastalarin kan

kiiltirlerinde karbapenem direngli P. aeruginosa iiremesi tespit edilmedi.

Tablo 10. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri birimlere ve yillara gore

dagilimi
2021 2020 2019 2018 2017 Toplam
Say1
Dabhili Acil servis - 1 1 1 - 3
Boliim
Servisleri | Cildiye servisi - - 1 - - 1
Dahiliye - - 1 2 1 4
Onkoloji Servisi
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Enfeksiyon - 1 1 - - 2
Hastaliklar:
Servisi

Kemik iligi - - - 1 - 1
transplantasyon
Servisi

Pediatri - - - 1 - 1
Enfeksiyon
Servisi

Pediatri - - - 1 - 1
Hematoloji
Servisi

Pediatri Sit - - - - 1 1
Cocugu Servisi

Yanik Unitesi 1 1 1 1 1 5
Toplam 1 3 5 7 3 19
Say1

Cerrahi | Uroloji Servisi 1 2 - - - 3

Boliim

Servisleri | Genel Cerrahi - - 1 - - 1
Servisi
Toplam 1 2 1 - - 4
Say1

Yogun Anestezi YBU 1 5 - 2 4 12

Bakim

ﬁnitgsi

(YBU)
Dahiliye YBU - 1 - - 2 3
Kardiyovaskiiler - - 1 - - 1
Cerrahi YBU
Noroloji- - - 4 2 - 6
Norosirurji
YBU
Pediatri YBU - - 2 1 - 3
Toplam 1 6 7 5 6 25
Say1

YBU: Yogun Bakim Unitesi

2021 yilina ait 3 izolatin, 1’i dahili servisde, 1°i cerrahi servisde, 1’si yogun

bakim tinitesinde; 2020 yilina ait 11 izolatin 3’1 dahili servisde, 2’si cerrahi servisde,
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6’s1 yogun bakim tinitesinde, 2019 yilina ait 13 izolatin ise 5’1 dahili servisde, 1’i
cerrahi servisde 7’si yogun bakim tinitesinde, 2018 yilina ait 12 izolatin ise 7’si dahili
servisde, 5’i yogun bakim {initesinde, 2017 yilina ait 9 izolatin ise 3’ii dahili servisde,
6’s1 yogun bakim tinitesinde tedavi alan hastalardan izole edilmistir (Sekil 3).
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B Yogun Bakim Unitesi  m Dahili Servis  ® Cerrahi Servis

Sekil 3. izolatlarm yillara ve gonderildigi birimlere gére dagilimi

4.2. Cahsma izolatlarin Antibiyotik Duyarhiliklar

Calismadaki P. aeruginosa izolatlarin amikasin, sefepim, seftazidim,
piperasilin/tazobaktam, siprofloksasin antimikrobiyalleri i¢cin BD Phoenix™
otomatize sistemi ile belirlenen antimikrobiyal MiK degerleri Tablo 11°de belirtildi.
Belirlenen antimikrobiyal MIK degerleri EUCAST sinir degerlerine gore
yorumlandiginda ¢alismadaki izolatlarda, amikasin 9’unda (%18,8) direngli, 39’unda
(%81,2) duyarli; sefepim 23’tinde (%47,9) direncli, 25’inde (%52,1) yiiksek dozda
duyarly; seftazidim 22’sinde (%45,8) direncli, 26’sinda (%54,2) yiiksek dozda duyarly;
piperasilin/tazobaktam 22’sinde (%45,8) direngli, 26’sinda (%54,2) yiiksek dozda
duyarli; siprofloksasin 22’sinde (%45,8) direngli, 27’sinde (%54,2) yiiksek dozda
duyarli oldugu belirlenmistir (Tablo 11).
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Tablo 11. P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik MiK degerleri ve duyarhlik kategorileri

iZOLAT OTOMATIZE SiSTEM SONUCU SIVI MiKRODILUSYON TESTi SONUCU

NO AK FEP CAZ cIp TZP co MEM IMI DOR
PA1 32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 1 s 128 R 256 R 256 R
PA2 <=8 s 2 I a4 I <=0.125 || <=4 I 0.5 s 128 R 256 R 8 R
PA3 <=8 S >8 R >8 R >1 R >16 R 2 S 128 R 32 R 64 R
PA4 <=4 S 8 I 8 I 1 R 16 I <0.125 | S 128 R 32 R 8 R
PAS >32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 2 S 64 R 32 R 64 R
PAG >16 R >8 R >8 R >2 R >16 R <0.125 | S 32 R 64 R 16 R
PA7 <=8 S >8 R >8 R >1 R >16 R 8 R 256 R >256 R 256 R
PAS <=4 S 4 I 4 I 2 R 16 I 0.25 S 128 R 256 R 128 R
PA9 <=4 s >8 R >8 R 0.25 I >16 R a s 128 R 256 R 128 R
PA10 <=4 s 4 I a4 I 0,25 I 8 I a s 128 R 256 R 128 R
PA11 <=4 s >8 R >8 R <=0.125 || >16 R 2 s 128 R 16 R 32 R
PA12 <=4 S 8 I a4 I 0.5 I 16 I a S 8 I 8 R 8 R
PA13 >32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 1 S 64 R 256 R 64 R
PAl4 <=4 S 8 I a I 0.5 I 16 I 8 R 32 R 128 R 4 R
PA15 >32 R >8 R 8 I >1 R >16 R 2 S 32 R 64 R 32 R
PA16 <=4 S I 8 I 0,25 I 16 I 1 S 32 R 16 R 8 R
PA17 <=8 S I 2 I >1 R <=4 I 0.25 S 32 R 128 R 16 R
PA18 <=4 S 2 I 2 I <=0.125 || <=4 I 1 S 32 R 32 R 32 R
PA19 <=8 s >8 R >8 R >1 R >16 R 0.125 s 16 R 128 R R
PA20 <=8 s 4 I 8 I >1 R 16 I 1 s 128 R 32 R R
PA21 <=8 S >8 R >8 R 0,25 I >16 R 1 S 16 R 32 R 16 R
PA22 <=4 S I I 0.25 I 8 I 2 S I 16 R R
PA23 <=8 S I I 1 R 16 I 0,5 S I 64 R R
PA24 <=4 S I I <=0.125 || <=4 I 2 S S 32 R R
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iZOLAT OTOMATIZE SISTEM SONUCU SIVI MiKRODILUSYON TESTI SONUCU

NO AK FEP CAZ cip TZP co MEM IMI DOR
PA25 <=4 S 8 I >8 R <=0.125 | | 8 I 1 S 8 [ 16 R 8 R
PA26 | <=4 S 2 I 2 I <=0.125 | | <=4 I 1 S 2 S 16 R 4 R
PA27 32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 0.125 S 2 S 32 R 2 I
PA28 | <=8 S >8 R >8 R 0,5 I >16 R 1 S 8 [ 16 R 16 R
PA29 <=4 S 2 I 2 I <=0.125 | | <=4 I 1 S 8 | 16 R R
PA30 | >32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 2 S 64 R 256 R 64 R
PA31 32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 0.125 S 128 R 256 R 128 R
PA32 <=8 S >8 R 8 I 1 R 16 I 1 S 128 R 256 R 64 R
PA33 <=4 S 8 I >8 R 0,5 I >16 R 0.25 S 64 R 256 R 64 R
PA34 | <=4 S <=1 |1 2 I <=0.125 | | <=4 I 1 S 64 R 16 R 64 R
PA35 <=8 S <=1 |1 2 I 0.25 I <=4 I 0,5 S 8 [ 16 R 8 R
PA36 | <=8 S 4 I 4 I <=0.125 | | 8 I 0.125 S 16 R 256 R 8 R
PA37 <=8 S <=1 |1 2 I <=0.0625 | | <=4 I S 8 [ 128 R 4 R
PA38 | <=8 S >8 R >8 R >1 R >16 R 4 S 256 R =256 | R 236 R
PA39 <=4 S 2 I 2 I 0.25 I <=4 I 2 S 128 R 256 R 128 R
PAd0 | >32 R >8 R >8 R >1 R >16 R 0.125 S 128 R 256 R 256 R
PA41 <=4 S >8 R >8 R <=0.125 | | >16 R 1 S 128 R 256 R 64 R
PA42 <=4 S 4 I 2 I <=0.125 | | <=4 I 1 S 128 R 16 R 64 R
PA43 <=8 S >8 R >8 R >1 R >16 R 0.125 S 64 R 64 R 16 R
PA44 | <=8 S 2 I 2 I 0.5 I <=4 I 2 S 64 R 16 R 4 R
PA45 <=8 S 2 I 4 I <=0.125 | | <=4 I 1 S 16 R 64 R 8 R
PA46 | <=8 S >8 R 8 I 1 R 16 I 0.125 S 128 R 256 R 4 R
PA47 <=8 S >8 R >8 R 0.25 I >16 1 S 8 | 64 R 8 R
PA48 | <=8 S >8 R >8 R >2 R >16 R 2 S 16 R 256 R 16 R

S: Duyarly, I: Yiiksek dozda duyarli, R: Direngli, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, TZP: Piperasilin/Tazobaktam, AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, IMP: 1mipenem,
MEM: Meropenem, DOR: Doripenem, CO: Kolistin
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S1vi mikrodiliisyon testlerinde, testin kendi i¢indeki pozitif kontrolii olan
pleytin 11. kuyucugunda iireme oldu ve testin kendi i¢indeki negatif kontrolii olan
pleytin 12. kuyucugunda ise tireme olmadi. Ayrica mikrodiliisyon testlerinde kontrol
olarak kullanilan Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853,
K. pneumoniae ATCC 700603 ve P. aeruginosa PAO1 suslarminda antibiyotik MiK
degerleri beklenen sinir degerler araliginda tespit edildi. Calismaya dahil edilen klinik
izolatlarin karbapenem MIK degerleri tespit edildi ve EUCAST kriterlerine gore

duyarl, yiiksek dozda duyarli ve direngli olarak yorumlandi.

Tim izolatlarda sivi  mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen kolistin,
meropenem, imipenem ve doripenem MIK degerleri Tablo 11°de belirtildi.
Calismadaki izolatlarinda, meropenem 36’inde (%75) direncli, 9’unda (%18,8) yiiksek
dozda duyarli, 3’iinde (%6,2) duyarli; imipenem tamaminda (%100) direngli;
doripenem 47’sinde (%97,9) direngli, 1’inde (%2,1) yiiksek dozda duyarli; kolistin
2’sinde (%4,2) direngli 46’sinda(%95,8) duyarli oldugu tespit edilmistir (Tablo 12).
izolatlarin 36’s1 (%75) iic karbapeneme de direngliydi. Bu calismada izolatlarin
cogunda karbapenemlere kars1 yiiksek MIK degerleri mevcuttu. Karbepenemler
arasinda diren¢ oran1 en fazla olan imipenemdi. Suslarin tamami imipeneme karsi
direngliydi. Karbepenemler arasinda duyarlilik oran1 en yiiksek olan ise meropenemdi.
Izolatlarin %18,8’1 meropeneme kars: yiiksek dozda duyarliydi. Suslarinin sadece
birisi doripenem’e kars1 yiiksek dozda duyarliydi. Diger tim P. aeruginosa suslari
doripenem’e kars1 direngliydi. Genel olarak doripenem MIK degerlerinin imipenem
ve meropenem MIK degerlerinden daha diisiik oldugu tespit edildi ancak bu durum

direng kategorizasyonunu etkilemedi.

Bu c¢alismada karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarininda duyarlilik
oran1 en fazla olan antibiyotigin kolistin, ikinci sirada ise amikasin oldugu
belirlenmigtir. Calisma izolatlarinin yarisindan fazlasinin sefepim, seftazidim,
siprofloksasin ve piperasilin/tazobaktam i¢in yiiksek dozda duyarli oldugu tespit
edilmistir (Tablo 12). Bu calismada 24 izolatin (%50) en az ii¢ ve daha fazla antibiyotik
grubundan birer antibiyotige diren¢ gosterdigi yani ¢ok ilaca diren¢li oldugu

saptanmistir.
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Tablo 12. P. aeruginosa izolatlarinin farkli antimikrobiyal ajanlara duyarlilik

kategorileri

Antimikrobiyal ajan S (%) I (%) R (%)
Imipenem 0 0 100
Meropenem 6,2 18,8 75
Doripenem 0 2,1 97,9
Amikasin 81,2 0 18,8
Sefepim 0 52,1 47,9
Seftazidim 0 54,2 45,8
Siprofloksasin 0 54,2 45,8
Piperasilin/tazobaktam 0 54,2 45,8
Kolistin 95,8 0 4,2

S: Duyarls, I: Yiiksek dozda duyarli, R: Direngli

Izolatlarin sirasiyla %50 ve %90’ min iiremesinin inhibe edildigi en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu olan MiKso ve MiKgeo degerleri karbapenem grubu

antibiyotikler ve kolistin icin Tablo 13’de belirtildi. Ug karbapenem grubu antibiyotik

icinden imipenemin MiKgo degeri 256 pg/ml iken, meropenemin ve doripenemin

MiKgo degeri 128 pg/ml idi. Doripenemin MiKso degeri (16 pg/ml) ise hem imipenem

(64 pug/ml) hem de meropenemin (64 pg/ml) MIKso degeriden daha diistiktii.

Tablo 13. P. aeruginosa izolatlarmin MIK dagilimi, MiKso ve MiKgo degerleri

Antimikrobiyal ~ MIiK dagihm MiKso MiKago
ajan

IMP 8->256 64 256
MEM 2-256 64 128
DOR 2-256 16 128
CO <0,125-8 1 4

IMP: imipenem, MEM: Meropenem, DOR: Doripenem, CO: Kolistin

4.3. Karbapenemaz Varhgmin Fenotipik Olarak Arastirilmasi

Karbapenemaz varliginin arastirilmasinda fenotipik tarama testi olarak

kullanilan CIM testi sonucunda 48 P. aeruginosa izolatinin 7’sinde (%14,6)

46



karbapenemaz {iretimi tespit edildi. Sekil 4’de goriildigii gibi PAL, PA7 ve PA13
suglarinda pozitif kontrole benzer sekilde inhibisyon zonu gériilmedi ve karbapenemaz
iretimi tespit edildi seklinde yorumlandi. Negatif kontrolde ise belirgin bir inhibisyon

zonu goriildii.

Sekil 4. Karbapenemaz varligmin fenotipik olarak ‘Karbapenemaz Inaktivasyon

Metodu’ (CIM) ile arastirilmast

PK, Pozitif kontrol; NK, Negatif kontrol

4.4. Karbapenemaz Varhginin Genotipik Olarak Arastirilmasi

Fenotipik olarak karbapenemaz tespit edilen 7 P. aeruginosa izolatinda, blavim,
blaive, blanom, blakec Ve blaoxa-ag genlerine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PCR
isleminde izolatlarin tiimiinde 390 bp biiytikliigiinde blavim geni ile uyumlu PCR
iriinii tespit edildi (Sekil 5). blave, blanom, blakec ve blaoxa-4s gen bolgeleri ile

uyumlu amplifikasyon tiriinleri saptanmadi.
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Sekil 5. VIM primerleri ile PCR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz
jel elektroforez goriintiisii (1: DNA marker, 2: VIM Pozitif kontrol, 3: PAL, 4: PA7, 5: PA13, 6:
PA30, 7: PA31, 8: PA38, 9: PA40)

4.5. AmpC Aracili Direncinin Fenotipik Olarak Saptanmasi

Indiiklenebilir AmpC B-laktamazlarin saptanmasi igin yapilan disk antagonizm
testi sonucunda 48 P. aeruginosa izolatinin 23’tiinde (%47,9) sefotaksim diski
inhibisyon zon bdolgesinin Sefoksitin diskine bakan tarafta belirgin sekilde daraldig
goriildiic ve indiiklenebilir AmpC p-laktamaz tespit edildi seklinde yorumlandi.
Calismadaki izolatlarin 25’inde (%52,1) ise sefotaksim diski inhibisyon zon
bolgesinde belirgin bir daralma gozlenmedi. Pozitif kontrol olarak kullanilan P.

aeruginosa PAOL1 susunda da indiiklenebilir AmpC B-laktamaz varligi dogrulandi.
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Sekil 6. Disk antagonizm testi ile indiiklenebilir AmpC B-laktamaz {iretiminin

gosterilmesi

FOX, sefoksitin; CTX, sefotaksim

4.6. Efluks Pompasi Aktivitesi Artisinin Fenotipik Analizi

Efluks pompasmin asir1 iretiminin fenotipik olarak tespiti icin, sivi
mikrodillisyon yontemi ile efluks pompa inhibitorii (PABN) iceren ve igermeyen MHB
besiyerinde P. aeruginosa izolatlarinin meropenem antibiyotigine karst MiK degerleri
es zamanli olarak tespit edildi. PABN varliginda meropenem MIK lerinde dort kat
veya daha fazla azalma efluks pompasinin varligi olarak kabul edildi. Bakterilerin
meropenem olmadan tek basina akis pompast inhibitorii ile test edildiginde ise

PAPBN’nin bakteri liremesi tizerinde higbir etki gostermedigi goriildii.

Tiim testlerde, testin kendi i¢indeki pozitif kontrolii olan pleytin 11. kuyucunda
tireme oldu ve testin kendi i¢indeki negatif kontrolii olan pleytin 12. kuyucunda ise
tireme olmadi. Sekil 8’de baz1 P. aeruginosa suslarinin PABN igeren ve igermeyen
MHB besiyerinde meropenem sivi mikrodiliisyon testine ait pleyt goriintiileri
verilmistir. Calismada, inhibitdr varliginda meropenem MIK degerlerinin dort kat

veya daha fazla azalmasi efluks pompasinin asir1 ekspresyonu olarak kabul
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edildiginden Sekil 8’de PA2, PA3, PA4, PA6, PAS suslarininin PABN eklenmesiyle

meropenem MIK degerlerindeki anlaml1 diisiis goriilmektedir.

Meropenem MiK degeri (ug/ml)

256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 PK NK

PA1

PA2

PA3

PA4

PAS5

PAG6

PA7

PA8

256 128 2 1% s 4 2 1 05 Pk NK
PA1 ' 9’ 6" _.
e o @

<0
PA3 / & \.)
Srorere

3‘ AL
PAS ) ?*—&*
PAG

10/0'®

PA7 * ) ,O
PAS e 3 ;‘_

Sekil 7. Calismadaki bazi P. aeruginosa suslarimin PABN igeren ve icermeyen MHB

besiyerinde meropenem s1vi mikrodiliisyon testi sonuclari.
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Tiim izolatlarmin PABN yoklugunda ve varliginda meropenem MIK degerleri
Tablo 14’de belirtilmistir. Bu ¢alismadaki 48 izolattan 35’inde (%72,9) PABPN
varliginda meropenem MIK degerleri dort kat veya daha fazla azald: dolayisiyla efluks
pompasinin asir1 ekspresyonu tespit edildi. PABN varliginda bu 35 izolattin 34’{inde
Meropenemin MIK seviyeleri duyarli veya yiiksek dozda duyarli seviyelerine
diismiistiir. Sadece bir izolatta PABN varliginda meropenem aktivitesinin geri donmesi
gdriilmemistir. Bu izolat VIM iiretimi olan bir izolatt1. izolatlarin 13 {inde (%27,1) ise

MIK degeri degismedi ya da 4 kattan daha az oranda azaldh.

Tablo 14. P. aeruginosa izolatlarinin PABN yoklugunda ve varliginda meropenem
MIK degerleri

izolat no Meropenem Meropenem+ PABN
MIK(pg/ml) MIK(pg/ml)
PAl1l 128 64
PA2 128 1
PA3 128 2
PA4 128 4
PAS 64 32
PAG6 32 4
PA7 256 128
PAS 128 1
PA9 128 2
PA10 128 A
PAl11l 128 4
PA12 8 8
PA13 64 16
PA14 32 3
PA15 32 8
PA16 32 4
PA17 32 5
PA18 32 4
PA19 16 4
PA20 128 A
PA21 16 2
PA22 8 2
PA23 8 5
PA24 2 5
PA25 8 5
PA26 2 2
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PA27 2 2
PA28 8 2
PA29 8 1
PA30 64 32
PA31 128 64
PA32 128 8
PA33 64 1
PA34 64 2
PA35 8 4
PA36 16 2
PA37 8 0,5
PA38 256 128
PA39 128 1
PA40 128 128
PA41 128 2
PA42 128 4
PA43 64 16
PA44 64 64
PA45 16 0,5
PA46 128 4
PA47 8 2
PA48 16 4

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon

4.7. Efluks Pompasi Genlerinin ve Porin Proteini Geninin Transkripsiyon

Seviyelerinin Arastirilmasi

Calismaya alinan tiim izolatlarda mexB, mexD, mexF, mexY, oprD gen
amplifikasyonlar1 ve kontrol olarak kullanilan rpsL gen amplifikasyonlar1 RT-PCR
yontemiyle belirlendi. Elde edilen amplifikasyonlar LightCycler® 480 System'in
(Roche Molecular Systems, ABD) Abs Quant/Fit Points yazilimi kullanilarak
degerlendirildi. RT-PCR islemi her 6rnek igin ayr1 ayr ikiser kez gergeklestirildi. iki

deneyde elde edilen mRNA seviyelerinin ortalama degerleri dikkate alindi.

SYBR Green I boyasinin sentezlenen DNA’ya baglanmasiyla olusan floresans
degerlerinin 6l¢iimiiyle olusan amplifikasyon egrileri ve amplifikasyonun logaritmik
olarak lineerlestigi kismin tam orta noktasi olan Cp degerlerinin bir 6rnegi Sekil 8’de

gosterilmistir.
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Sekil 8. PAO1 susuna ait iki farkli 6rnekte test edilen oprD, rpsL, mexB, mexD ve

mexF’nin RT-PCR islemi sonucunda olusan amplifikasyon egrileri ve Cp degerleri

Calismada RT-PCR ile sadece hedeflenen PCR iiriinlerinin amplifiye oldugunu

gdstermek amaciyla erime egrisi analizi yapildi. Ozgiil olmayan PCR iiriinleri erime

egrisi analizinde birden fazla erime derecesinde pik olustudugu goriilmesi beklenirdi.

Ancak tim orneklerin erime egrisi analizi sonucunda her gen i¢in ayni erime

sicakliginda tek bir erime piki izlendi (Sekil 9). Boylece RT-PCR isleminde her bir

gen icin sadece bir amplikon meydana geldigi ve bu amplikonun 6zgiil oldugu

saptandi.
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Sekil 9. PAO1 susuna ait iki farkli 6rnekte test edilen oprD, rpsL, mexB, mexD ve

mexF ’nin RT-PCR islemi sonrasi erime sicaklig1 ve erime egrisi analizi

Calismada ayrica amplifikasyon sonucunda olusan iiriiniiniin hedeflenen baz
uzunlugunda olup olmadig1 agaroz jel elektroforezinde incelenerek amplikonlarin
dogrulugu tespit edildi (Sekil 10).

» mexF (350 bp)
mexD (250 bp) «

mexB (244 bp) «

» mexY (250 bp)

» 400 bp

rpsL (241 bp) « > 300 bp
oprD (157 bp) « » 200 bp
* 100 bp

Sekil 10. RT-PCR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlarin agaroz jel elektroforez

goruntusii (1 ve 8: DNA marker, 2: rpsL, 3: oprD, 4: mexB, 5: mexD, 6: mexF, 7: mexY)
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mexD, mexF veya mexY genleri i¢in referans sus PAO1 ile kiyaslandiginda
izolatlarin mRNA diizeyinde 10 katlik artis bu genlerin asir1 ekspresyonu olarak, 5-10
katlik artis genlerin sinirda ekspresyonu olarak degerlendirildi. mexB geni i¢in referans
sus PAOL1 ile kiyaslandiginda izolatlarin mRNA diizeyindeki 3 katlik artis bu gendeki
asir1 ekspresyon olarak, 2-3 katlik artig ise sinirda ekspresyon olarak kabul edildi.
Izolatlarda tespit edilen oprD miktarinda referans sus PAO1 ile kiyaslandiginda %30

ve lizeri azalma ise oprD downregiilasyonu olarak yorumlandi.

oprD, mexB, mexD, mexF ve mexY gen bolgelerinin qPCR ydntemiyle
belirlenen goreceli mRNA ekspresyon seviyelerinin PAO1’e gore katlar1 Tablo 15°te

gosterilmistir.

Mevcut primerler ile ilgili genler arastirilirken bazi suslarda bazi genler tespit
edilemedi. Tablo 15°te goriildiigii gibi mexF geni 2 susta, mexY geni ise 1 susta mevcut
primerler ile tespit edilemedi.

oprD(B) primeri ile yapilan amplifikasyon islemlerinde herhangi bir
amplifikasyon egrisi elde edilemedi. oprD(A) primeri ile ise sadece 14 izolatta
amplifikasyon gergeklesti. Mevcut primer ile diger 34 susa ait amplifikasyon

gerceklestirilemedi.

Tablo 15. P. aeruginosa izolatlarinin PAOL susuna kiyasla efluks ve porin genlerin

goreceli ekspresyon seviyeleri

izolat no mexB mexD mexF mexY oprD
PAO1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PAl 1,63 3,27 4,5 21,00 -
PA2 2,21* 1,82 4,5 15,00 -
PA3 1,79 1,95 2,75 18,00 1,05
PA4 1,83 2,61 3,75 25,00 -
PA5 1,65 1,39 - 5,00* 1,98
PAG6 2,58* 7,59* 22,5 99,50 -
PAT7 1,52 3,50 3,50 16,00 -
PA8 1,62 3,50 3,00 41,00 -
PA9 2,14* 3,32 7,50* 125,00 -
PA10 2,53* 3,61 4,25 27,50 -
PA1l 1,85 1,81 4,50 16,00 -
PA12 1,90 1,70 2,00 7,50* 0,79
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PA13 2,36* 1,82 5,00* 11,00 4,00

PAl4 2,21* 2,73 3,75 12,50 2,21
PA15 1,91 4,45 7,00* 27,00 -
PA16 1,92 3,18 6,25* 15,00 3,56
PA17 3,01 2,04 5,25* 15,00 1,23
PA18 2,27* 2,02 3,75 9,00* 1,16
PA19 3,02 5,11* 14,25 35,00 -
PA20 1,85 4,57 10,00 51,50 -
PA21 1,68 2,23 4,50 9,50* =
PA22 2,53* 1,59 4,50 8,50* 3,13
PA23 1,87 3,41 7,25* 31,50 -
PA24 1,88 1,93 2,25 6,50* 1,75
PA25 1,72 2,02 2,00 15,50 -
PA26 1,55 1,52 2,00 9,00* -
PA27 1,77 1,25 3,25 1,50 -
PA28 1,88 28,16 1101,75 572,00 -
PA29 2,06* 6,89* 10,75 38,50 -
PA30 2,27* 2,98 5,75* 33,00 3,97
PA31 2,10* 2,05 2,25 14,00 -
PA32 1,36 2,95 4,25 29,00 -
PA33 3,47 8,39* 3,75 97,50 1,46
PA34 2,46* 1,68 2,00 12,00 1,44
PA35 0,08 1,32 - - -
PA36 1,75 3,07 2,25 22,50 -
PA37 1,34 1,14 1,00 10,50 -
PA38 0,26 1,02 1,00 6,50* -
PA39 2,18* 2,05 1,75 17,00 -
PA40 2,36* 3,02 3,75 27,00 -
PA41 1,94 2,75 4,50 19,00 -
PA42 2,36* 1,68 0,95 4,00 -
PA43 1,85 2,84 3,25 21,00 2,04
PA44 1,09 1,48 1,50 5,00* -
PA45 2,60* 1,93 4,50 14,50 -
PA46 3,01 3,99 6,00* 34,30 -
PA47 1,92 1,64 2,50 10,00 -
PA48 3,07 1,98 2,50 28,50 -

Kalin yazilar efluks pompasinini agir1 ekspresyonunu gosterir; (*) sinirda ekspresyonu gosterir; (-):

tespit edilemedi

Calismadaki 48 P. aeruginosa izolatinin tiimiinde mexB geni tespit edildi.
Izolatlarin 5’inde (%10,5) mexB geninin asir1 ekspresyonu belirlendi. 16 izolatta ise
mexB geninin sinirda ekspresyonu belirlendi. Kalan yirmi yedi izolatta ise mexB

geninin asir1 ekspresyonu goriilmedi.
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mexD geni P. aeruginosa izolatinin tiimiinde tespit edildi. izolatlarin sadece
birinde (%2) mexD geninin asir1 ekspresyonu belirlendi. Dort izolatta ise mexD geninin
smirda ekspresyonu belirlendi. Kalan kirkii¢ izolatta ise mexB geninin asir

ekspresyonu goriilmedi.

mexF geni izolatlarin sadece ikisinde tespit edilemedi. izolatlarin 5’inde
(%10,5) mexF geninin asirt ekspresyonu belirlendi. Sekiz izolatta ise mexF geninin
simirda ekspresyonu belirlendi. Kalan otuzii¢ izolatta ise mexF geninin asir

ekspresyonu goriilmedi.

mexY geni P. aeruginosa izolatlarinin sadece birinde tespit edilemedi.
Izolatlarin 36’sinda (%75) mexY geninin asir1 ekspresyonu belirlendi. Dokuz izolatta
ise mexY geninin smirda ekspresyonu belirlendi. Izolatlarin sadece ikisinde mexY
geninin asir1 ekspresyonu goriilmedi. Boylece mexY 'nin tiim izolatlarda en fazla

ekspresyonu olan efluks pompasi geni oldugu tespit edildi.

Sadece 14 izolatta oprD miktar tespit edildi. Bu izolatlardan sadece birisinde
referans sus PAO1’e gore oprD miktarinda azalma saptandi ancak bu azalma anlaml
degildi. Bu ¢aligmada referans sug PAO1 ile kiyaslandiginda oprD miktarinda %30 ve

tizeri azalma higbir izolatta saptanmadi.

Karbapenem direngli 48 P. aeruginosa izolatinda oprD downregiilasyonu,
AmpC beta-laktamazin asir1 tiretimi, efluks pompa genlerinin asir1 ekspresyonu ve
karbapenemaz enzimlerinin tretimi olmak iizere dort farkli karbapenem direng

mekanizmasi arastirildi ve izolatlarda tespit edilen diren¢ mekanizmalar1 Tablo 16’da
belirtildi.

Tablo 16. P. aeruginosa izolatlarinda farkli karbapenem direng mekanzimalarinin tespiti

Fenotipik

. efluks Karbapenemaz AmpC

Izolatno mexB mexD mexF mexY oprD . asir1
pompasi1 geni iiretimi
tespiti

PA1 - - - + TE - blavim -

PA2 * - - + TE + +

PA3 - - - + - + +

PA4 - - - + TE + +
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+
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PA45 * - - + TE + +
PA46 + - * + TE + +
PA47 - - - 0 TE + -
PA48 + - - + TE + -
n(sayn) 5 1 5 36 0 35 7 23
% %105 %2 %010,5 %75 %72,9 %14,6 %47,9

(+) Pozitif sonug; (-) Negatif sonug; (*) Sinirda ekspresyon; (TE) Tespit edilemedi

Calisma izolatlarinin 47’sinde en az bir direng mekanizmasi tespit edildi. En
sik tespit edilen direng mekanizmasi efluks pompasi aktivitesinin asirt artmasiydi. Bu
calismadaki 48 izolattan 35’inde (%72,9) PABN varliginda meropenem MIK degerleri
dort kat veya daha fazla azaldi dolayisiyla efluks pompasinin asir1 ekspresyonu tespit
edildi. Fenotipik olarak efluks pompasi tespit edilen ancak molekiiler olarak mexB,
mexD, mexF ve mexY 'nin asir1 ekspresyonu tespit edilmeyen ise 4 izolat belirlendi. Bu
izolatlarin tamaminda en az bir efluks pompasinin sinirda ekspresyonu mevcuttu. Ayni
zamanda bu 4 izolatin 3’iinde ek olarak AmpC beta-laktamazin asir1 iiretimi de tespit
edildi (Tablo 16). PABN varliginda meropenem MiK degerleri dort kat veya daha fazla
azalmayan 13 izolat mevcuttu. Bu izolatlarin 5’inde efluks pompa geni RT-PCR ile
tespit edildi ancak bu izolatlar ayn1 zamanda karbapenemaz iireten izolatlardi ve

fenotipik testte MIK diisiisii izlenemedi.

Izolatlarin 36’sinda (%75) efluks pompa genlerinin asir1 ekspresyonu tespit
edildi. Molekiiler yontemler ile efluks pompasinin asir1 ekspresyonu tespit edilen 36
izolattin 5°sinda PABN ile kombinasyon halinde meropenem MiK’inde anlamli bir
diigiis tespit edilmedi. Ancak bu 5 izolatin karbapenemaz iiretimi olan izolatlar oldugu
belirlendi. Molekiiler yontemle efluks pompasi geni saptanamayan 12 izolattin 4’tinde
fenotipik olarak efluks pompasi tespit edildi. 31 izolatta ise hem RT-PCR ile efluks
pompast genlerinden bir veya daha fazlasinin asiri ekspresyonu ve PAPN ile

kombinasyon halinde meropenem MIK ’inde anlaml1 bir azalma saptandh.

Molekiiler yontemler ile izolatlarin 36’sinda (%75) mexY, 5’inde (%10,5)
mexB, 5’inde(%10,5) mexF ve 1’inde (%2) mexD efluks pompasi geni asiri

ekspresyonu tespit edildi. mexB, mexD ve mexF asir1 ekspresyonuna sahip tiim
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izolatlar ayn1 zamanda mexY’yi de asir1 eksprese etti. izolatlarm 7’sinde (%14,7) iki,

2’sinde (%4,2) ti¢ efluks pompas1 geninin birlikteligini saptandi (Tablo 17).

Efluks pompasinin asir1 ekspresyonundan sonra en sik tespit edilen direng
mekanizmas1 AmpC beta-laktamazin agir1 tiretimiydi (%47,9). Karbapenemaz tiretimi
ise izolatlarin %14,6’sinda saptandi. OprD downregiilasyonu ise hi¢bir izolatta tespit

edilmedi.

Calismamizda P. aeruginosa izolatlarin 23’tinde (%47,9) birden fazla direng
mekanizmasi saptanmistir.  Izolatlarin  higbirisinde oprD downregiilasyonunu
saptayamadik. Calismamizda izolatlarin 17’sinde (%35,4) efluks pompasinin asiri

ekspresyonu ve indiiklenebilir AmpC’nin asir1 iiretiminin birlikteligi saptanmistir

(Tablo 17).

Izolatlarda en sik (%22,9) bulunun direng mekanizmas1 kombinasyonu
mexY nin asir1 ekspresyonu Ve indiiklenebilir AmpC birlikteligiydi. Daha sonra en sik
(%12,5) tespit edilen kombinasyon mexY geninin asir1 ekspresyonu ve blaviv geni
pozitifligiydi (Tablo 17).
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Tablo 17. P. izolatlarmda  bulunan mekanizmasi

kombinasyonlariin prevalansi ve bu izolatlarin imipenem, meropenem ve doripenem

MIK araliklari.

aeruginosa direng

Diren¢ mekanizma  Izolatlarm  IMP MEM DOR
kombinasyonlari sayisi (%) MIK(pg/ml) MIK(png/ml) MIK(pg/ml)
Sadece blavim 1(%2,1) >256 256 256
Sadece AmpC 6 (%12,5) 8-32 2-64 2-8
Sadece mexY 10 (%20,8)  16-256 8-128 4-128
Efluks pompa asin 1 (%2,1) 32 16 16
ekspresyonu sadece

fenotipik saptanan

mexY+ AmpC 11 (%22,9)  16-256 8-128 4-128
mexY+blavim 6 (%12,5) 256- >256 64-256 64-256
mexB+ mexY 2 (%4,2) 128-256 16-64 8-64
mexY+ mexF 2 (%4,2) 32-64 32-128 8-16
Efluks pompa asin 3 (%6,3) 16-32 8-128 8-64
ekspresyonu sadece

fenotipik saptanan +

AmpC

mexB+ mexY+mexF 1 (%2,1) 128 16 8
mexD+mexF+mexY 1 (%2,1) 16 8 16
mexF+ mexY+ 1 (%2,1) 16 8 8
AmpC

mexB+ mexY+ 2 (%4,2) 128-256 32-128 4-16
AmpC

Mekanizmalarin 1(%2,1) 32 64 64

hicbirini icermeyen

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, DOR: Doripenem
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5.TARTISMA

Kan dolasimi enfeksiyonlar1 hastanelerde en sik karsilasilan invazif
enfeksiyonlardan biri olup, yiiksek mortalite ve morbiditeye ek olarak hastanede yatis
stiresini ve maliyeti arttirmaktadir. Bununla birlikte kan dolasimi enfeksiyonlarinda
erken tani ve uygun antimikrobiyal tedavi ile mortalite oranlarinin oldukga azaldigi
bildirilmistir. Kan kiiltiirii, kan dolasimi enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart bir
yontemdir (1, 63). Ulkemizde Ceken ve ark. calismasinda kan Kkiiltiiriinden {ireyen
bakterilerin %2,8’inin P. aeruginosa oldugunu raporlamistir (64). Safak ve ark.
calismasinda kan kiiltiiriinde iireyen mikroorganizmalarin %3,3’{iniin P. aeruginosa
oldugunu saptamistir (65). Er ve ark. calismasinda kan Kkiiltiiriinde iireyen
mikroorganizmalarin %4,1’inin P. aeruginosa oldugunu belirtmistir (66). Bizim
calismamizda kan kiiltlirinde bakteri tiremesi saptanmis kan 6rneklerin %5,2’inde P.

aeruginosa tiremesi tespit edildi.

P. aeruginosa izolatlarinin karbapenem grubu antibiyotiklere karsi direnci
giderek artmaktadir. Karbapenem direngli P. aeruginosa’nin etken oldugu
enfeksiyonlarda antimikrobiyal tedavi segenekleri azalmaktadir (3, 67). Ayrica
karbapenem direngli P. aeruginosa suslari ile enfekte hastalardaki 6liim oranlarinin
karbapenem duyarli suslar ile enfekte hastalara gore ¢ok daha yiiksek oldugu
bilinmektedir (68). Peru’da yapilan bir ¢alismada, kan kiiltiiriinde karbapenem direngli
P. aeruginosa iiremesinin, hastane i¢i 6liimlerde 6nemli bir risk faktorii oldugu
saptanmigtir (69). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2017 yilinda mevcut antibiyotiklere
cok direngli olmasindan dolayi acil olarak yeni antibiyotik gelistirilmesi gereken kritik
oncelik listesinde yer alan {i¢ patojen olarak karbapenem direngli P. aeruginosa’yi,
karbapenem direngli Acinetobacter baumannii’yi ve GSBL iireten karbapenem

direncli Enterobacteriaceae’yi raporlamistir (67).

Tayvan’da Kao ve ark. kan kiiltiiriinde tireyen P. aeruginosa izolatlarinin
%35,9’unda karbapenem direnci oldugunu bildirmistir (53). Ulkemizde Giilfem ve ark.

kan kiiltiirtinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin %25’inin karbapenem direngli
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oldugunu raporlamistir (70). Bizim calismamizda kan Orneklerinden {iretilen P.

aeruginosa izolatlarinda karbapenem direng orani %18,8 olarak saptanmustir.

P. aeruginosa, ozellikle yogun bakim initelerinde tedavi goren hastalarda
olmak iizere 6nemli bir nozokomiyal enfeksiyon etkenidir (68). Yatis siiresinin uzun
olmasi ve invazif girisimlere maruziyetin daha fazla olmasi nedeniyle yogun bakim
{initelerininde P. aureginosa enfeksiyonu daha sik goriilmektedir. Ulkemizde Satilmis
ve ark. ¢alismasinda kan kiiltiiriinde P. aeruginosa iiremesi en sik (%63) yogun bakim
tinitelerinde tedavi alan hastalarda saptanmistir (63). Safak ve ark. kan kiiltiiriinde
tireyen P. aeruginosa izolatlarinin %357’sinin yogun bakim iinitesinde, %27,9’unun
cesitli dahili servislerde, %15,1’inin cerrahi servislerde tedavi edilen hastalara ait
oldugunu bildirmistir (65). Bizim c¢alismamizda daha spesifik bir grup olan
karbapenem direngli P. aeruginosa suslarinin 25’1 (%52,1) yogun bakim tinitesinde,
19’u (%39,6) ¢esitli dahili servislerde, 4’1 (%8,3) cerrahi servislerde tedavi edilen
hastalarin kan 6rneklerinden izole edildi. Literatiirdeki ¢alisma izolatlarinin 6zellikleri
birebir bizim ¢alismamizla ayn1 olmasa da bizim ¢alismamiza benzer sekilde yogun
bakim tinitelerinde lireme oranlariin yiiksek oldugu saptanmistir. Cerrahi servislerde
tedavi goren hastalardan gonderilen kan o6rneklerinde ise karbapenem direngli P.
aeruginosa iiremelerin ¢ok daha az oldugu gézlenmistir. Bu durum, cerrahi servislerde
tedavi goren hastalarin dahili servisler ve yogun bakim {initelerinde tedavi goren
hastalara gore hastane yatis siirelerinin daha kisa olmasi veya kullanilan
antimikrobiyal tedavi protokollerinin farkli olmas1 gibi nedenlere bagli olabilecegi

distinilmiistiir.

Calismamizda izolatlarin 36’s1 (%75) iic karbapeneme grubu antibiyotige
direngli oldugu saptandi. Bu c¢alismada izolatlarin ¢ogunda karbapenemlere karsi
yiiksek MIK degerleri mevcuttu. Genel olarak en yiiksek MIK degerleri imipenem’e
karsi elde edildi. Karbapenemler arasinda direng orani en yiiksek olan imipenem, en
diisiik olan ise meropenemdi. Doripenem MIK degerleri EUCAST sinir degerlerine
gore yorumlandiginda izolatlardaki doripenem direng¢ orani %97,9°du. Tirkiye’de
doripenem ilag preparatlarinin bulunmamasi bilgisine dayanarak ¢alismamizda yer
alan izolatlarin doripenem antimikrobiyaline maruz kalmadigi 6ngoriilmiistiir. Ancak

izolatlarin birisi haricinde tamaminda doripeneme direng (%97,9) gézlenmistir. Bu
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durum literatiirdeki diger arastirma verileri ile uyumlu bulunmustur (71-74). Benzer
durum yakin zamanda Iran’da Akhi ve ark. ¢alismasinda da gériilmiis ve imipenem
ve/veya meropenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogunun doripenem
tilkelerinde bulunmamasina ragmen doripeneme direngli oldugunu bildirmistir (75).
Tayvan’da Hu ve ark. calismasinda 71 CID Pseudomonas aeruginosa izolatinin higbiri
imipenem ve meropeneme duyarli degildi ve sadece 1 izolat doripenem duyarliydi
(76).

Suudi arabistan’da ticiincii basamak bir hastanede yapilan calismada hasta
orneklerinden izole edilen karbapenem direngli P. aeruginosa suslarinin %47’sinin
test edilen bir veya daha fazla karbapenem grubu antibiyotik icin MIK degerinin >64
pg/ml oldugu saptanmis ve daha onceden iilkede yapilan ¢aligmalardan daha yiiksek
oranda karbapenemlere karsi yiiksek diizey direng tespit edildigi belirtilmistir (77).
Bizim c¢alismamizda izolatlarinin %75’inin en az bir karbapenem grubu antibiyotik
icin MIK degerinin >64 pug/ml olmas: karbapenemlere kars: yiiksek diizeyde direng

oranlarinin arttigin1 gosteren endise verici bir bulgudur.

Karbapenem direngli P. aeruginosa suslarinin diger antimikrobiyallere karsi
duyarliliklarini  inceledigimizde, Hindistan’da Ellappan ve ark. 156 izolatin
%100’tUniin  seftazidime, %94,9’unun siprofloksasine, %79,5’inin amikasine,
%2,6’s1n1n kolistine direngli oldugu ifade edilmis ve karbapenem direnci olan suslara
karst hala en etkili antimikrobiyalin kolistin daha sonra ise amikasin oldugunu
bildirdikleri goriilmektedir (54). Suudi arabistan’da Shaaban ve ark. 16 karbapenem
direngli P. aeruginosa izolatinin %8&1,3’iiniin levofloksasine, %62,5’inin seftazidime
ve %62,5’inin amikasine direngli oldugu raporlamistir (3). Giiney Kore’de Lee ve ark.
57 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarmin %70,2’sinin  sefepime,
%63,2’sinin seftazidime, %59,6’sinin siprofloksasine, %47,4’iinlin amikasine direngli
oldugu ve kolistine direngli izolat olmadig1 belirtmistir (5). Tayvan’da Kao ve ark. 78
karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin %61,5’inin sefepime, %56,4 {inlin
seftazidime, %@48,7’sinin levofloksasine, %47,5’inin siprofloksasine, %9’unun
amikasine direngli saptamistir (53). Ulkemizdeki karbapenem direncli P. aeruginosa
suslar1 ile yapilan galismalar incelendiginde ise, Mirza ve ark. 92 izolatin %70,7’sinin

siprofloksasine, %43,5’inin piperasilin/tazobaktama, %28,3’linlin seftazidime,
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direngli oldugunu raporlamistir (67). Arici ve ark. 22 izolatin tamaminin seftazidim,
sefepim ve  piperasilin-tazobaktama,  %95,5’inin  amikasine,  %54,5’inin
siprofloksasine direngli oldugu bildirmistir (78). Miiderris ve ark. 80 izolatinin
%32,5’inin seftazidime direngli olarak tespit etikleri goériilmektedir (4). Baska bir
calismada Tugrul ve ark. 100 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda kolistinin
in-vitro aktivitesi incelenmis ve ¢alisma izolatlarinda kolistin direncine
rastlanmamistir  (79). Bizim c¢alismamizda izolatlarin %18,8’inin amikasine,
%47,9’unun sefepime, %45,8’inin seftazidime, %45,8’inin piperasilin/tazobaktama,

%45,8’inin siprofloksasine, %4,2’sinin Kolistine direngli oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarininda, duyarlilik
orani en fazla olan antibiyogin kolistin, daha sonra amiksin oldugu belirlenmistir.
Calisma izolatlarinin yarisindan fazlasinin sefepim, seftazidim, siprofloksasin ve
piperasilin/tazobaktam igin yiiksek dozda duyarli oldugu saptanmistir. Bizim
calismamizda litaratiire benzer sekilde karbapenem direncli suslarda diger
antimikrobiyallere karsi daha az oranda direng tespit edildi. Ozellikle karbapenem
diren¢li izolatlarin yarisindan fazlasinda gozlenen ve yine betalaktam grubu
antibiyotikler olan seftazidim, sefepim ve piperasilin/tazobaktam’mn yiiksek dozda
duyarliligi, bu betalaktamlara kars1 diren¢ mekanizmalarinin izolatlarda olmadiginm

diistindiirmektedir.

Karbapenemler, CID P. aeruginosa'nin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan 6nemli terapotik ajanlardir (62). Suudi arabistan’da Shaaban ve
ark. karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin yarisimin CID oldugunu
saptamustir (3). Giiney Kore’de Lee ve ark. galismasinda karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatlarmin %80,7’inin CID oldugunu belirtmistir (5). Cin’de Xu ve ark.
karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarmin %46,8’inin CID oldugunu tespit
etmigstir (80). Bizim ¢alismamizda karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin
%50’sinin en az li¢ ve daha fazla antibiyotik grubundan birer antibiyotige direng

gosterdigi yani CID oldugu saptanmustir.

P. aeruginosa’nin karbapenem direnci, temel olarak karbapenemaz iiretimi,

AmpC B-laktamazin asir1 tretimi, cesitli efluks pompalarinin (MexAB-OprM,
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MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM) asir1 ekspresyonu ve porin proteini
OprD’inin ekspresyonunun azalmasi/kaybi1 gibi farkli direng mekanizmalar1 ile
iligkilidir (4, 81). Ayrica ¢alismalarda dis membran gegirgenliginin azalmasi, efluks
pompasinin asiri ekspresyonu ve AmpC’nin asir1 tiretimi gibi mekanizmalarinin bir
arada bulunmasinin, karbapenemlere karsi yiiksek diizey direngle iligkili olabilecegi

vurgulanmistir (81, 82).

P. aeruginosa’da karbapenemaz enzimleri bakteri hiicresine giren karbapenem
grubu antibiyotikleri hidrolize eder ve etkisiz hale getirir. Bu mekanizma P.
aeruginosa’da karbapenem direncinin onemli bir nedenidir. Tim diinyada P.
aeruginosa’da en sik metallobetalaktamaz (MBL) grubu karbapenemazlar
saptanmaktadir. MBL’ler monobaktamlar hari¢ tiim betalaktam grubu antibiyotikleri
hidroliz ederek P. aeruginosa enfeksiyonlarinda tedavi segeneklerini daraltir (75).
Karbapenemaz direng genleri plazmitler, transpozonlar, integronlar ve profajlar
lizerinde ayn1 veya bagka bir bakteri tliriinden aktarilabilir. Bu aktarilabilir yapilar ile

es zamanli olarak farkli antibiyotik direng genleri de transfer edilebilir (22, 37, 75).

Karbapenemaz iiretiminin saptanmasi, klinisyenleri karbapenem grubu
antibiyotiklerinden bagka ilaglara yonlendirerek enfeksiyonun tedavisine yardimei
olabilecegi gibi enfeksiyon kontrolii dnlemlerinin alinmasi konusunda da onemli
olacaktir. Bizim galismamizda karbapenemaz tiretiminin fenotipik tespiti i¢in yiiksek
hassasiyeti (%91-94) ve 6zgiilliigliniin (%99-100) yan1 sira diisiik maliyetli ve test
prosediirii kolay olmasindan dolay1 ¢ogu laboratuvar tarafindan uygulanabilen CIM
testi tercih edilmistir (45, 83). P. aeruginosa izolatlarinin 7’sinde (%14,6) CIM testi
ile karbapenemaz iiretimi saptandi ve bu 7 izolatta en sik goriilen karbapenemaz
genleri (blavim, blaime, blanom, blakec Ve blaoxa-ag) arastirildi ve tiimiinde blavim geni

tespit edildi.

Tiim diinyada ve lilkemizde P. aeruginosa’da en sik tespit edilen karbapenemaz
geni blaviv’dir (22). Hirvatistan’da Bubonja-Sonje ve ark. 38 karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatinda blavim, blaive, blanom, blakec, blaoxass karbapenemaz genlerinin
varhigimi aragtirmig ancak izolatlarin higbirisinde bu genler saptanmamistir (62).

Brezilya’da Almeida ve ark. 79 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda blavim,
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blaive, blanowm, blakec, blaoxa-s, blasem, blaces karbapenemaz genlerinin varligini

arastirmis ve higbir izolatta saptamamistir (84).

Fransa’da Rodriguez-Martinez ve ark. 87 karbapenem direngli P. aeruginosa
izolatin1 blavim, blaime, blanom, blakec Ve blaoxa genlerinin varligi agisindan incelemis
ve izolatlarin higbirisinde bu karbapenemaz genlerine rastlanmamustir (30). Cin’de
Yin ve ark. karbapeneme direngli 141 P. aeruginosa izolatinda blamvp, blavim, blanowm,
blaces, blasem, blasic, blakec, blaam, blacim, blasiv, blapim gibi karbapenemaz
genlerinin varlig1 agisindan arastirmis ve izolatlarin 11’inde (%7,8) blaime, 9’unda
(%6,4) blavim geni saptanmistir (85). Hindistan’da Ellappan ve ark. 156 karbapenem
direngli P. aeruginosa izolatinda blaviv, blaime, blanom, blakec ve blaoxa-as gibi
karbapenemaz genlerinin varligini arastirmis 36’sinda blavim, 27’sinde blanpwm,
2’sinde blamvp geni saptanmis ve P. aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncinin
onemli bir nedeninin karbapenemaz enzimleri oldugu ifade edilmistir (54). Giiney
Kore’de Lee J-Y ve ark. 57 karbapenem direngli P. aeruginosa izolati MBL
genlerinden blave, blavim, blasem blagim ve blasiv varligr agisindan incelenmis 13
izolatta blaive, 2 izolatta blavim geni saptanmistir (5). Misir’da Hassuna ve ark. 634 P.
aeruginosa izolatinda MBL genlerinden blamvp, blaviv, blasem ve blanom varligini

arastirmig 31 izolatta blaviv ,4 izolatta blanom geni tespit edilmistir (86).

Tiirkiye’de Miiderris ve ark. karbapenem direngli 80 P. aeruginosa izolatinda
karbapenemaz genlerinden blavim, blave, blanom, blakec ve blaoxa varligini
aragtirmig ve izolatlarin 5’inde (%6,3) blaviv, 4’tinde (%5) blakpc geni saptanmistir
(4). Hosbul ve ark. galismasinda 100 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda
blavim, blamve, blanowm, blakec ve blaoxa-4g genlerinin varligi arastirilmis sadece bir
izolatta blaviv geni tespit edilmistir (79). Cayci ve ark. 200 karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatinda blaviv, blae, blaspm, blagiv, blasim, blanom ve blages
karbapenemaz genlerinin varligi arastirilmis bir izolatta blavim ve bir izolatta blanom
geni saptamistir (87). Malkogoglu ve ark. 84 karbapenem direngli P. aeruginosa
izolatinda blaviv, blaime, blanowm, blakec, blaoxa-as ve blages genlerini aragtirmus iki
izolatta blavim geni ve bir izolatta blaces geni tespit edilmistir (88). Yiicel ve ark.

karbapenem direngli/yiiksek dozda duyarli 42 P. aeruginosa izolatinda MBL
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genlerinden blavim, blaive, blanom varligini arastirmis sadece 2 izolatta blavim geni

saptamigstir (89).

Hastanemizde 2007 yilinda Ozgiimiis ve ark. cesitli hasta 6rneklerinden izole
edilen ve karbapenem direng profili dnceden bilinmeyen 100 P. aeruginosa izolatinda
blavim, blaime genlerinin varligini arastirmis, izolatlardan birinde (%1) blavim,
dokuzunda (%9) blaive geni tespit edilmistir (90). Yine hastanemizde, 2010 yilinda
Besli ve ark. 334 hastanin ¢esitli klinik Orneklerinden karbapenem sinirda
direngli/direngli P. aeruginosa izolatinda MBL genlerinden blaivpe, blaviv, blacim,
blasiv ve blaspm varligini aragtirmis ve izolatlarin 20’sinde (%6.0) sadece blavim,
dokuzunda (%2.7) sadece blamp ve tigiinde (%0.9) hem blavim hem de blaime olmak
tizere toplam 32 izolatta (%9.6) MBL geni saptanmistir (91). Calismamizda ise
hastanemizde yapilan diger iki calismadan daha spesifik bir grup incelenmis olup kan
orneklerinden izole edilen 48 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinin 7’sinde
(%14,6) CIM testi ile karbapenemaz varlig: tespit edilmis ve bunlarda blavim, blaime,
blanowm, blakec, blaoxa-4s genlerinin varligi arastirilmis ve hepsinde (%14,6) blavim
geni saptanmis diger karbapenemaz genleri ise tespit edilmemistir. Tiim diinyada ve
tilkemizde P. aeruginosa’da en sik tespit edilen karbapenemaz geni olan blavim,
calismamizdaki izolatlarda da en sik saptanmistir. Hastanemizde yapilan diger
calismalar ile karsilastirildiginda daha Onceden saptanan blae geninin bu
calismadaki izolatlarda tespit edilmemesinin enfeksiyon kontrol 6nlemleri agisindan

olumlu bir gelisme olarak gérmekteyiz.

Calismalarda, karbapenemaz genlerini barindiran P. aeruginosa izolatlarinin
yiiksek karbapenem MIK degerlerine (>64mg/mL) sahip olduklar1 tespit edilmistir
(53). Calismamizda blaviv geni saptanan yedi izolatin tamaminda test edilen her {i¢
karbapeneme de yiiksek diizey diren¢ (MIK >64mg/mL) mevcuttu. Bu durum
karbapenemlerin VIM tipi karbapenemazlar tarafindan etkili bir sekilde hidrolize

edildigini diistindiirmektedir.

P. aeruginosa’da karbapenem diren¢ mekanizmalarindan, AmpC B-laktamazin
agirt Uretimi, efluks pompalariin asir1 ekspresyonu ve porin proteini OprD’nin

ekspresyonunun azalmasi/kaybi kromozom aracili oldugu bilinmektedir. Bu direng
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mekanizmalari, genellikle antipsddomonal aktiviteye sahip antibiyotiklerin asiri

kullanimiyla ve tedavi siiresinin uzamasiyla iligkilendirilmektedir (92, 93).

Calismamizda, karbapenem direngli 48 P. aeruginosa izolatinin 23’iinde
(%47,9) indiiklenebilir AmpC B-laktamaz varlig: tespit edilmistir. Bizim ¢alismamiza
benzer sekilde Brezilya’da yapilan bir arastirmada AmpC [-laktamaz varligi
izolatlarin %76,6’sinda saptanmis ve bizim c¢alismamiza gore daha yiiksek
bulunmusken, bu oran iran’da %28,5 seklinde tespit edilmistir (75, 94). Ulkemizde
Uskiidar-Giiglii ve ark. 98 karbapenem direncli P. aeruginosa izolatinin %15.3’{inde
indiiklenebilir AmpC B-laktamaz varligin1 gostermistir (95). P. aeruginosa’da
karbapenem direnciyle AmpC’nin agir1 iretimi arasindaki iligskinin tam olarak
aciklanabilmesi i¢in daha genis ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. AmpC beta
laktamaz varligi tedavi goren hasta grubunun tedavi protokollerine gore degisiklik
gosterebilecegi diisliniilmektedir, bu degiskenligin nedenlerini belirlemek i¢in daha

genis kapsamli calismalar diizenlenmelidir.

P. aeruginosa’nin gram negatif bakteriler arasinda efluks pompas1 genlerini en
¢ok bulunduran bakteri oldugu diisiiniilmektedir (92). Bilinen ¢oklu ilag disa atim
kapasitesine sahip alt1 efluks pompa ailesi vardir. Bunlar SMR, MFS, RND, ABC,
MATE, PACE ailesidir. P. aeruginosa’da bulunan efluks pompalarin ¢ogu RND
ailesine aittir (7, 18). P. aeruginosa’da tespit edilen RND ailesine ait efluks pompalari,
birden fazla antimikrobiyal ajan tizerinde etki gosterebildiginden ¢oklu ilag direnciyle
iliskilendirilmektedir (80). Calismamizda CID fenotipteki 24 P. aeruginosa izolatinin
21’inde (%87,5) efluks pompasinin agir1 tiretimi saptandi. RND ailesine ait MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM efluks pompalarinin asir
ekspresyonu, P. aeruginosa’da karbapenem direnci ile iligkilendirilmektedir (53, 80).
Petrova ve ark. MexXY-OprM efluks pompasinin asiri ekspresyonunun, P.

aeruginosa’da karbapenem direncin ana mekanizmasi oldugunu bildirmistir (96).

Efluks pompasinin asir1 ekspresyonu fenotipik ve genotipik yontemlerle
gosterilebilir. Efluks pompasinin fenotipik olarak analizi, efluks pompa inhibitorii
varhginda ve yoklugunda bakterinin o antibiyotigine karsi MIK degerlerinin tespit

edilmesiyle yapilabilir. Calismalarda efluks pompa inhibitorii olarak Fenilalanin-
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arjinin B-naftilamid (PABN) veya Protonofor karbonil siyaniir m-klorofenilhidrazon
(CCCP) kullanilmaktadir. PAPN veya CCCP varliginda ilgili antibiyotigin MIiK
degerinin diismesi bu kimyasal maddelerin efluks pompasinin bir substrati oldugunu
gostermektedir. Ayrica ¢alismalarda, PABN’nin sadece efluks pompalarin1 inhibe
etmedigi, aynt zamanda gram negatif bakterilerin dis membran gegirgenligini
arttirabildigi ifade edilmistir (35). D1g membran gegirgenliginin artmasi da PABN’nin
ve antibiyotigin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin artmasina neden olabilmektedir. Ancak
calismalarda, PABN’nin efluks pompa inhibisyonu ve dis membran gegirgenligini
arttirmasinin doza bagl olarak degisebilen 6zellikler oldugu tespit edilmistir. Diigiik
PAPN dozlarinda efluks pompalarinin spesifik olarak inhibe oldugu, yiiksek PABN
konsantrasyonlarinda bakterilerin dis membran gecirgenliginin arttigir goriilmiistiir
(97). Bu ¢alismada PABN konsantrasyonunun bakterinin dis membran gegirgenligini
etkilememesi bdylece sadece efluks pompa inhibisyonu etkisini inceleyebilmek i¢in

PAPBN’nin son konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde tasarlandi (52).

fran’da Akhi ve ark. 42 karbapenem direncli P. aeruginosa’da efluks
pompasinin asirt ekspresyonun saptanmasinda bizim ¢alismamiza benzer fenotipik
yontem ile test etmis izolatlarin %26,1’inde asir1 eksprese edilmis efluks pompalarinin

varhigini ifade etmistir (75).

Cin’de Xu ve ark. 62 KDPA izolatinda efluks pompasinin fenotipik
aktivitesinin artisini tespit etmek igin izolatlarin PapN varliginda ve yoklugunda
meropenem MIK seviyelerini incelenmis ve sadece 8’inde anlamli bir azalma
saptamigtir. Bu izolatlardan 5’inde mexA geninin asir1 eksprese oldugu tespit edilmis

diger efluks pompa genleri aragtirilmamistir (80).

Tayvan’da Kao ve ark. 78 imipenem direngli P. aeruginosa’da efluks
pompasinin fenotipik aktivitesinin artisin1 PagN varliginda ve yoklugunda meropenem
MIK seviyeleri saptanarak test edilmis, izolatlarmm 58’inde (%74,4) dért kat ve daha
fazla azalma oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan 29’unda mexA,
mexC, mexE ve mexX efluks genlerinin ekspresyon seviyeleri arastirilmis. izolatlarin
%62,1’inde MexXY-OprM, %20,7’sinde MexEF-OprN, %20,7’sinde MexCD-OprJ

efluks pompasi asir1 ekspresyonu saptanmis. 8 izolatta ise herhangi bir efluks geninin
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ekspresyon seviyesinin artist saptanmamistir (53). Bizim ¢alismamizda da benzer
olarak izolatlarin 35’inde (%72,9) tek basina meropenem ile karsilastirildiginda PABN
ile kombinasyon halinde meropenem MiK’inde anlamli bir diisiis belirlendi.
Calismamizda da benzer sekilde en sik mexY (%75) efluks pompast geni asiri
ekspresyonu tespit edildi ve dolayisiyla MexXY-OprM efluks pompasinin asiri
ekspresyonu saptandi. Bununla birlikte ¢alismamizda izolatlarin 31’inde en az bir
efluks pompasi geni RT-PCR ile saptandi ancak 4 izolatta herhangi bir efluks geni
saptanmadi. Muhtemelen karbapenem duyarliligini azaltan ve PABN’ye duyarli farkli
efluks pompasi igeren bu 4 izolatin aragtirilmasi gerektigini diisiiniiyoruz. Fransa’da
Rodriguez-Martinez ve ark. Kkarbapeneme direngli 32 izolatta MexAB-OprM,
MexXY-OprM ve MexCD-OprJ efluks pompalarinin asiri ekspresyonu RT-PCR ile
incelemis, %37,5’inde mexY, %31'inde mexD ve %28’inde mexB geninin asir
ekspresyonu saptamakla birlikte izolatlarin %59,4’tinde en az bir efluks pompasini
asir1 ekspresyonu bildirmislerdir ve efluks pompalarinin asiri ekspresyonunun
karbapenem direncine 6nemli katki sagladig1 ifade etmislerdir (30). Ispanya’da Cabot
ve ark. kan Kkiltirinden izole edilen 190 P. aeruginosa susunda
mexB, mexY, mexD ve mexF gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile belirlendi.
Izolatlarin %13,2’sinde mexY, %12,6’sinda mexB, %4.,2’sinde mexF ve %2,2’sinde
mexD efluks pompa geninin asir1 ekspresyonu saptandi (61). Misir’da Hassuna ve ark.
32 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda mexA, mexC, mexE, mexY gen
ekspresyonunu RT-PCR ile arastirmistir. Izolatlarm %75’inde  MexCD-OprJ,
%62’sinde MexXY-OprM, %21,8’inde MexAB-OprM, %18,7’sinde MexXEF-OprN’in
asirt eksprese edildigi saptanmistir. Ayrica bu calismada karbapenem duyarli ve
direncli izolatlar arasinda MexXY-OprM ve MexCD-Opr] efluks pompasi
ekspresyonu agisindan da anlamli bir fark oldugu ifade edilmistir (86). Calismamizda
MexCD-OprJ efluks pompasinin asir1 ekspresyonu izolatlarin %1’inde, MexXY -
OprM (%75) efluks pompasi asir1 ekspresyonu izolatlarin %75’inde saptandi.
Calismamizin bulgulari, mexY efluks geninin asir1 ekspresyonunun karbapenem
direnci ile daha siki iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda benzer
sekilde izolatlarin %75’inde en az bir efluks pompa geninin asir1 ekspresyonu saptandi
ve en sik asir1 ekspresyonu saptanan efluks pompasi geni benzer sekilde mexY’idi.

Ulkemizde Miiderris ve ark. 80 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinda
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mexB, mexY, mexD gen ekspresyon seviyesinin artisini RT-PCR ile aragtirmistir.

Izolatlarin %16,3’iinde mexB, %2,5’inde mexY ve %2,5'inde mexD geninin asir1

ekspresyonu gosterilmistir (4).

Giiney Kore’de Lee ve ark. 57 karbapenem direngli P. aeruginosa efluks
pompasi genlerinin ekspresyon seviyelerini aragtirmis ve izolatlarin %56,1’inde mexB,
%19,3’linde mexD, %15,8’inde mexY, %3,5’inde mexF geninin asir1 ekspresyonu
belirlenmistir (5). Yine Giiney Kore’de Kim ve ark. 22 KDPA izolatininda mexB,
mexD, mexF ve mexY genlerin asir1 ekspresyonun varligini arastirmis ve izolatlarin
hi¢birisinde bu efluks pompasi genlerinin asir1 ekspresyonunu saptamamistir (68).
fran’da Rostami ve ark. 19 karbapenem direncli P. aeruginosa izolatinda mexB ve
mexY genlerinin ekspresyon seviyelerini arastirmis ve izolatlarin %63,2’sinde mexB,

%52,6’sinda mexY geninin agir1 ekspresyonunu tespit etmistir (81).

P. aeruginosa’da farkli efluks pompa genlerinin asir1 ekspresyonun birarada
olabilmesi literatiir taramasinda gdze carpmaktadir. Ispanya’da Cabot ve ark. kan

kiiltiirtinden izole edilen 190 P. aeruginosa susunun %5,3’tinde mexB ve mexY
birlikteligi tespit edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir baglanti oldugu

gosterilmistir (61). Baska caligmalarda da P. aeruginosa izolatlarinda mexB ve mexY
geninin ekspresyon seviyesinin artiginin es zamanli bulundugu gosterilmistir (61, 98).

Tayland’da yapilan bir ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin1 %92,06’sinin MexAB-
OprM, %63,49°’unun MexXY efluks pompasini asir1 eksprese ettigini ve MexXY

efluks pompasini asir1 eksprese eden izolatlarin biri haricinde tiimiiniin MexAB-
OprM’yi de asir1 eksprese ettigi bulundu (99). Bizim ¢alismamizda mexB ve mexY
birlikteligi izolatlarin %10,5’inde gbzlendi. Literatiirde efluks pompa geninin birlikte
asir1 ekspresyonlarinin mekanizmalarini agiklayan daha genis kapsamli ¢alismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizdaki 48 izolattan 35’inde (%72,9) PAPN varliginda meropenem
MIK degerleri dort kat veya daha fazla azaldi dolayisiyla efluks pompasinin asirt
ekspresyonu tespit edildi. Meropenem direngli fenotipteki bu 35 izolattin 34°ti PAPN
eklenmesiyle duyarli veya yiiksek dozda duyarli fenotiplere doniismiistiir. PABN ile

meropenem arasinda gézlemlenen sinerji, efluks pompalarinin asir1 ekspresyonunun
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karbapenem direncine katkida bulundugunu gostermektedir. Fenotipik olarak efluks
pompasi tespit edilen ancak molekiiler olarak mexB, mexD, mexF ve mexY’nin asir1
ekspresyonu saptanmayan 4 izolat belirlendi. Bu izolatlarin tamaminda en az bir efluks
pompasinin sinirda ekspresyonu mevcuttu. Ayni zamanda bu 4 izolatin 3’ilinde ek
olarak AmpC’nin asir1 ekspresyonu da tespit edildi. PAPN varliginda meropenem MiK
degerleri dort kat veya daha fazla azalmayan 13 izolatin 5’inde efluks pompa geninin
asir1 ekspresyonu RT-PCR ile tespit edildi ve bu izolatlar ayn1 zamanda karbapenemaz
ireten izolatlardi. Bu izolatlarda PABN varliginda efluks pompasi inhibe olsa da
karbapenemaz iiretiminin meropenem MIK degerinin azalmasina engel oldugunu

diisiiniiyoruz.

Calismamizda, RT-PCR ile izolatlarin 36’sinda (%75) mexY, 5’inde (%10,5)
mexB, 5’inde(%10,5) mexF ve 1’inde (%2) mexD efluks pompasi geninin asiri
ekspresyonu saptandi. 31 izolatta hem RT-PCR ile efluks pompasi genlerinden bir
veya daha fazlasinin asir1 ekspresyonu hem de fenotipik yontemle efluks pompasinin

aktivite artist belirlendi.

Calismalarda meropenemin doripenemden daha fazla efluks pompalarina
duyarli oldugu raporlanmistir (81). Bizim calismamizda da en sik saptanan direng
mekanizmasi efluks pompalarinin asirt ekspresyonuydu ve izolatlarda genel olarak
meropenem MIK degerlerinin doripenem MIK degerlerinden daha yiiksek oldugunu

saptadik.

Karbapenemaz enzimi yoklugunda oksimino-sefalosporinlere duyarh
karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlar1 sonyillarda giderek artmaktadir.
Pournaras ve ark. seftazidim duyarli karbapenem direngli izolatlarda, efluks
pompasinin asirt iliretiminin bu direng fenotipine neden oldugunu ifade etmislerdir
(93). Bizim calismamizda da karbapenem direngli izolatlarin yarisindan fazlasinda
betalaktam grubu antibiyotikler olan seftazidim, sefepim ve piperasilin/tazobaktam
duyarliydi. Bu durum efluks pompasinin asir1 ekspresyonu gibi karbapenemaz iretimi
disinda diger karbapenem direnci mekanizmalarinin daha yaygin hale gelmesinin
nedeni olabilir. Efluks pompasinin asir1 ekspresyonuna bagl gelisen karbapenem

diren¢ mekanizmasinin daha iyi bilinmesi, karbapenemaz iiretmeyen karbapenemlere
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direngli P. aeruginosa izolatlarinda genisletilmis spektrumlu sefalosporinlerin

kullaniminin artmasini saglayacaktir.

P. aeruginosa’nin karbapenem grubu antibiyotiklere karsi direncinin,
proteindeki durdurma kodonlari, polimorfizmler, ekleme dizileri veya silinmelerin
varligina bagli olarak OprD porin proteini ekspresyonunun azalmasi veya
kaybolmasindan kaynaklanabilecegi bilimektedir (54, 100). Porin proteini OprD, P.
aeruginosa’nin ylizeye 6zgii bir dis zar porinidir. OprD imipenem, meropenem ve
doripenem’in  hiicre igine diflizyonunu saglar. OprD’nin  ekpresyonunun
azalmasinin/kaybinin ~ P.  aeruginosa’da karbapenem grubu antibiyotiklerin
duyarhiligmi azalttigi ve MIK degerlerini arttirdig: bilinmektedir (54, 75, 101).
Ellappan ve ark. imipeneme duyarli P. aeruginosa izolatlarinda oprD ekspresyonunun
normal seviyelerde oldugunu, imipeneme direngli izolatlarda ekspresyonunun

olmadigini saptamustir (54).

Miiderris ve ark. 80 karbapenem direngli P. aeruginosa izolatinin %55’inde
oprD ekspresyon seviyesinin azalmasinin saptamis ve bu izolatlarin %70,5’inde diger
karbapenem direng mekanizmalar1 tespit etmemistir. Bu nedenle oprD ekspresyon

seviyesinin azalmasinin karbapenem direncinde 6nemli oldugunu vurgulamustir (4).

Calismamizda, oprD geninin ekspresyon seviyesinin anlamli azalmasini
izolatlarin higbirinde saptayamadik. Calismamizda izolatlarda oprD gen ekspresyon
seviyesi RT-PCR ile iki farkli primer kullanilarak arastirildi. Ancak oprD(B) primeri
ile yapilan amplifikasyon islemlerinde herhangi bir amplifikasyon egrisi elde
edilmedi. oprD(A) primeri ile ise sadece 14 izolatta amplifikasyon gerceklesti. Bu
izolatlardan sadece birisinde referans sus PAO1’e gére oprD seviyesinde azalma tespit
edildi ancak bu azalma anlamli degildi. Geri kalan 13 izolatta ise referans susa kiyasla
oprD seviyesinde bir azalma yoktu. oprD(A) primeri ile kalan 34 izolatta oprD 'ye
yonelik PCR iriinii saptanmadi. Bu durum gen delesyonundan ya da L2 ve L3
dongiilerindeki mutasyonlar gibi OprD proteininde fonksiyon kaybina neden olan
mutasyonel degisikliklerden kaynaklanmis olabilir (4, 98). Ayrica OprD porin proteini
yoklugu, gen dizisindeki prematiire durdurma kodonlarmin varligindan

kaynaklanabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda, oprD geninde prematiire durdurma
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kodonlarmin varliginin, P. aeruginosa’da oprD ekspresyonunun goézlenmemesinin
nedeni olarak belirtilmistir (100). Baska bir ¢alismada ise oprD geninde IS Pa1328
insersiyon dizisinin OprD protein ekspresyonunu inhibe ettigini belirtilmistir (100). P.
aeruginosa izolatlarinda oprD geninin inaktivasyonuyla OprD proteini iiretiminde
kayiba neden olarak karbapenem direnciyle iliskilendirilen IS Pa 26, ISRP10,
IS Pa 1328, IS Pa 133, IS Pre2, IS Pa 8, IS Pa 1635, IS Pa 46 gibi birgok insersiyon
dizisi diinya ¢apinda bildirilmektedir (102).

oprD geninde olusabilecek mutasyonlarin islevsel mutasyon olup olmadigini
anlamak, boylece tespit edilen mutasyonlarin karbapenem direncinden sorumlu olup
olmadigint dogrulamak i¢in hem oprD geninin sekanslanmas1 hem de dis zarda OprD
proteininin varlig1 western blot analizi ile incelenmelidir. Giiney Kore’de Kim ve ark.
22 imipenem direngli P. aeruginosa izolatimin 21’inde oprD geninde mutasyon
saptamislardir. Cergeve kaymasi mutasyonlarina sahip 7 izolat disindaki kalan 15
izolatta RT-PCR ile oprD gen ekspresyon seviyesi arastirilmis, sadece 5 izolatta oprD
ekspresyon seviyesinin azaldigini, diger izolatlarda ise oprD gen ekspresyonu
azalmadigini tespit etmislerdir. Dis zarda OprD proteininin varligini belirlemek i¢in,
dis zar proteinleri ayrilarak western blot analizi yapilmis ve izolatlarin hepsinde dis
zarda oprD ekspresyonu olmadig: belirtilmistir. Oyle ki bu ¢alismada, RT-PCR ile
oprD gen ekspresyonu tespit edilen suslarda bile dis zarda western blot analizi ile oprD
ekspresyonu saptanmamistir (68). Bu ¢alismada oprD’nin mutasyonel inaktivasyonu
ve dis zardaki OprD kaybina bagli olarak karbapenemlerin gegirgenliginin azalmasinin

P. aeruginosa’da karbapenem direncinin en 6nemli nedeni oldugu vurgulanmistir (68).

Calismamizda 6zellikle karbapenemaz iiretimi olmayan ve PABN varliginda
meropenem MIK degerleri dort kat veya daha fazla azalmayan izolatlardaki yiiksek
karbapenem MIK degerlerinin muhtemelen porin mutasyonlariyla ve dis zardaki OprD

kaybiyla iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda P. aeruginosa izolatlarinda dort ana karbapenem direng
mekanizmas1 (Porin proteini geni oprD’nin ekpresyonunun azalmasi, efluks
pompalarini asirt ekspresyonu, karbapenemaz iiretimi ve indiiklenebilir AmpC’nin

asir1 liretimi) aragtirilmistir ve karbapenem direnci mekanizmalarinin kombinasyonlari
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tespit edilmistir. Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarin 23’iinde (%47,9) birden
fazla diren¢ mekanizmasi tespit edilmistir. Calismamizda izolatlarin 17°sinde (%35,4)
efluks pompasmin asir1 ekspresyonu ve indiiklenebilir AmpC’nin asir1 iiretiminin
birlikteligi, izolatlarin 6’sinda (%12,5) efluks pompasinin asir1 ekspresyonu ve
karbapenemaz tiiretiminin birlikteligi saptanmistir. Calismamizda izolatlarda oprD
ekpresyonunun azalmasini tespit etmedik. Ancak calismamizda OprD aracili direng
mekanizmasin1  sadece transkripsiyon seviyesinde arastirdik. oprD geninde
inaktivasyonuna yol agan mutasyonlarin ve western blot analiziyle dis zarda OprD
kaybi gosterilmemesi ¢alismamizin kisitliliklarindan birisidir. Bu mekanizma tam
olarak arastirilsaydi karbapenem direnci mekanizmalarinin kombinasyon oranlarinin
daha da yiiksek olacagini, porin mutasyonlariyla ve dis zardaki OprD kaybinin
karbapenem direnciyle iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica calismamizda
meropenemin hiicre i¢ine tasinmasinda rol oynayan OpdD/OccK7 ve OpdP/OccD3
gibi diger P. aeruginosa porin proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin ve

mutasyonlarinin arastirilmamasi ¢alismamizin kisithliklart arasindadir.

Bazi caligmalarda karbapenemaz iiretiminin yiiksek diizeyde karbapenem
direnciyle iliskili oldugu; efluks pompalarinin ekspresyonun artmasi, porin proteini
OprD’nin ekpresyonunun azalmasi/kayb1 ve AmpC f-laktamaz asir1 iiretiminin ise
genellikle diistik-orta diizeyde karbapenem direnciyle iliskili olabilecegi belirtilmistir
(61, 103). Ancak efluks pompalarinin ekspresyonun artmasi, AmpC B-laktamazin asiri
tiretimi ve porin proteini OprD’nin ekpresyonunun azalmasiim/kaybinin yiiksek
diizeyde karbapenem direnciyle iliskili olabilecegini belirten fazla sayida ¢aligma
mevcuttur (82, 104). Cesitli ¢alismalarda P. aeruginosa’da karbapenem direncinin
efluks pompalarinin asir1 ekspresyonu, AmpC p-laktamazin asir1 iretimi ve
ekpresyonunun azalmasi/kayb1 gibi ¢esitli direng mekanizmalariin birlikteliginden
kaynaklandig1 ifade edilmistir (80, 82, 105). Feng ve ark. ¢alismasinda efluks
pompalarinin ve ampC’nin asir1 ekspresyonunun 6zellikle meropenem direnci ile ¢cok
iyi bir korelasyon gosterdigini bulmustur (106). Giiney Kore’de Lee ve ark. 57 KDPA
izolatinin 24’{inlin (%42,1) mexB, mexD, mexF ve mexY genlerinden en az birisi ve
ampC geninin asir1  ekspresyonunun birlikteligini saptamislardir  (5). Bizim

calismamizda en fazla bulunan diren¢ mekanizmas1 efluks pompalarinin
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ekspresyonunun artmast ve AmpC’nin asiri1 iiretimiydi. Karbapenemaz enzimleri tespit
edilmeyen suglarda bile bu mekanizmalarin varliginda karbapebenemlere kars: yliksek
MIK degerleri elde edildi. Biz de efluks pompalarinin ekspresyonun artmasinin, porin
proteini geni oprD’nin ekpresyonunun azalmasmin/kaybmin ve AmpC’nin asirt
tiretiminin  karbapenem direncinde hafife alindigini, bu mekanizmalarin ana

karbapenem diren¢ mekanizmasi olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. Sonuc ve Oneriler

6.1. Sonug

Izolatlarin tamami imipeneme, %97,9’u doripeneme, %75’i meropeneme
direngli bulundu.

Calismamizda izolatlarinin %75’inin en az bir karbapenem grubu antibiyotik
i¢in MIK degeri >64 pg/ml olarak bulundu.

Izolatlarin yarisinin ¢ok ilaca direngli oldugu saptand.

Calismamizda karbapenem direngli izolatlarda, kolistin ve amikasinin
cogunlukla etkili bir antibiyotik oldugu belirlendi.

Izolatlarin 7’sinde (%14,6) fenotipik olarak karbapenemaz varlig: tespit edildi
ve blavim geni bulundu diger karbapenemaz genleri ise tespit edilemedi.
Izolatlarin 23’iinde (%47,9) indiiklenebilir AmpC B-laktamaz varlig1 saptandu.
Izolatlarin 35’inde (%72,9) fenotipik olarak efluks pompasinin asir1
ekspresyonu tespit edildi.

Izolatlarin 36’sinda (%75) mexY, 5’inde (%10,5) mexB, 5’inde (%10,5) mexF
ve 1’inde (%2) mexD efluks pompas1 geninin asir1 ekspresyonu saptandi.
[zolatlarin higbirinde oprD geninin ekspresyon seviyesinin anlamli azalmasi

belirlenemedi

6.2. Oneriler

OprD porin proteinin kaybi/ekspresyonunun azalmasi aracili direnci sadece
transkripsiyon seviyesinde arastirmamiz ¢alismamizin kisitliliklarindan biridir.
OprD geni inaktivasyonuna yol agan mutasyonlarin ve western blot analiziyle
dis membranda OprD porin proteininin kaybinin gosterilmesi gibi daha genis
kapsamli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Caligmamizda karbapenemleri etkili bir sekilde hidroliz eden VIM tipi
karbapenemazlarin hastanemizde ciddi bir terapotik tehdit olabilecegi
diistiniilmektedir. Etkili enfeksiyon kontrol onlemleriyle hastanelerde

karbapenemaz iiretimi olan suslarin yayilimi dnlenmelidir.
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e Calismamizdaki karbapenem direngli izolatlarn %50’sinin CID olusu
gelecekte karsimiza g¢ikabilecek pan-drug resistan izolatlarin habercisi oldugu
distiniilmektedir.

e P. aeruginosa’da karbapenem diren¢ mekanizmalarinin netlestirilmesi etkili
tedavi protokollerinin gelistirilmesine 151k tutacaktir. Bu nedenle ¢ok daha

genis sayilara ulasan ¢ok merkezli arastirmalar planlanmalidir.
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