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OZET

Giris ve Amac: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ozellikle yogun bakim
hastalarinda ciddi enfeksiyona neden olabilen Gram negatif nonfermentatif firsatci
patojendir. Son yillarda ¢oklu ilag direngli P. aeruginosa suslarinin artmasi tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bu ¢alismada Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne bagvuran hastalarin klinik drneklerinden izole edilen karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatlarinda antibiyotik duyarliliklari, direng genleri, virulans genleri ve

izolatlar arasindaki klonal iliskinin arastirilmas1 amag¢lanmastir.

Gereg ve Yontem: VITEK-2 otomatize sistemi ile tanimlanan karbapenem direngli 58
adet P. aeruginosa izolati ile ¢alismaya dahil edildi. Antibiyotik direng genleri ve viriilans
genleri PCR ile tarandi. Suglar arasinda klonal benzerligin tespit edilmesi i¢cin PFGE
yontemi kullanmildi. Demografik veriler, antibiyotik direnci ve tespit edilen genler arasi

iligkiyi arastirmak i¢in Pearson’s Ki-kare ve Fisher’s uygunluk testleri kullanildi.

Bulgular: Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 asagidaki gibi bulundu: amikasin %41.8,
gentamisin %67.2, tobramisin %48.2, seftazidim %81.03, sefepim %81.03, siprofloksasin
% 67.2, levofloksasin %75.8, piperasilin-tazobaktam 9%91.38. Diren¢ genlerinden (¢
izolatta blavim, 28 izolatta mexY tespit edildi. Virtilans gemlerinden exoY %65.5, exoT
%56.8, algD %44.8, exoA %15.5 seklinde bulundu. Quorum sensing genleri bulunmadi.
Istatistiksel olarak exoT ile TZP arasinda (p=0.012) ve exoY yoklugu ile GEN direnci
arasinda (p=0.037) anlaml iliski tespit edildi. PFGE’de baskin salgin izolat1 saptanmadi.
Kirk bir farkli genotip tespit edilmis olup izolatlar 12 farkli kiime igerisinde toplandi.

Kiimelesme orani ise %47 olarak tespit edildi.

Tartisma ve Sonu¢: Bu calismada izolatlarda yiliksek diizeyde antibiyotik direncine
rastland1. Kulak akint1 kiiltiirii izolatlarmin yiiksek direngli olmasi dikkat ¢ekti. Direng geni
orant {ilkemizdeki ¢aligmalarla uyumlu olup diger iilkelere gore diisiik oranda goriildi. Bu
caligmada bulunan viriilans genlerinin ililkemiz ve diinya geneli sonuglara gore diisiik
oranda oldugu goriildii. PFGE analizi sonucuna gore izolatlarin ¢ogunun iliskisiz oldugu
goruldu. Karbapenem direngli bakterilerin hastalar ve klinikler arasi bulagini kontrol
etmek, enfeksiyonlarin kaynagmi tespit etmek ve Onleyici stratejiler gelistirmek igin

molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalarin ulusal ve uluslararasi sahalarda arttirilmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, karbapenem direnci, virtlans geni, PFGE



ABSTRACT

Introduction and Purpose: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative,
non-fermentative, opportunistic pathogen that can cause serious infections, especially in
patients in intensive care. In recent years, the increase in multi-drug resistant P. aeruginosa
strains has complicated treatment. This study aimed to investigate the antibiotic resistance,
virulence genes and clonal relationship among carbapenem-resistant clinical isolates of P.
aeruginosa that were obtained from patients admitted to Recep Tayyip Erdogan University

Training and Research Hospital.

Materials & Methods: Fifty-eight carbapenem-resistant P. aeruginosa isolates identified
by the VITEK-2 automated system were included in the study. Antibiotic resistance genes
and virulence genes were screened by PCR. PFGE method was used to determine the
clonal similarity between the strains. Pearson's Chi-square and Fisher's compatibility tests
were used to investigate the relationship between demographic data, antibiotic resistance

and detected genes.

Results: The antibiotic susceptibility of the isolates was as follows: amikacin 41.8%,
gentamicin  67.2%, tobramycin 48.2%, ceftazidime 81.03%, cefepime 81.03%,
ciprofloxacin 67.2%, levofloxacin 75.8%, and piperacillin-tazobactam 91.38%. Of the
resistance genes, blavim was detected in three isolates, and mexY was detected in 28
isolates. Among the virulence genes, exoY was found in 65.5% of isolates, exoT in 56.8%,
algD in 44.8%, and exoA in 15.5%. Quorum-sensing genes were not found. A statistically
significant correlation was found between exoT and PRP (p=0.012) and also between the
absence of exoY and gentamicin resistance (p=0.037). No dominant epidemic strain was
detected in PFGE. Forty-one different genotypes were found(observed), and the isolates

were collected into 12 different clusters. The clustering rate was found to be 47%.

Discussion & Conclusions: In this study, high levels of antibiotic resistance were found in
isolates. High resistance of ear drainage culture isolates was noted. The resistance is low
compared to other country's gene rates however it is compatible with the studies in our
country. The virulence gene rates were found lower than studies conducted in our country
and the world. According to the results of the PFGE analysis, most of the isolates were
unrelated. No significant relationship was found between isolates whose band profiles were
the same or closely related and demographic data. In order to control the transmission of

carbapenem-resistant bacteria between patients and wards, molecular epidemiological

Vi



studies should be expanded at national and international levels to identify the source of

infections and to develop preventive strategies.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, carbapenem resistance, virulence gene, PFGE

Vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa virtilans mekanizmalari..............cccooveiiiiiiciieineinenn, 6

Sekil 2. Pseudomonas aeruginosa'da intrensek antibiyotik direnci mekanizmalarmin

SEMALTIK GOSTETIIM +.vveeiuttieeiiee ettt ettt b e e e e e e eennre s 13

Sekil 3. A. Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlerin f-laktam halkalar1 B.

Karbapenem antibiyotiklerinin dnemli yapisal 6zellikIeri. .........cccoocvevviiiiiiiiiniiciieie, 15
Sekil 4. Beta-laktamazlarm molekiiler smiflandirilmast ..o, 17
SeKil 5. CHEF sematik gOSTEITMIL ....vviiiiiieiiiee it e e e tee e steeeaneee s 23
Sekil 6. A. Orneklerin geldigi klinik B. Ornek TUIT .......coccoveveieiiviiiiiieceeceeeesve s 33
Sekil 7. PFGE dendogram gortntUleri..........coocveivieiieiiieieie e 41

viii



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Koyun kanli agarda beta hemoliz, R koloni ve metalik goriinlm. ........................ 5
Resim 2. Laboratuvarda bulunan CHEF-DR 11 SIStEMI.........cccccoiiiviiiiieiiiiee e 32
Resim 3. exoY, mexy, exoA, exoT, blavim, algD genlerinin agaroz jel ile gorunttilenmesi .40

Resim 4. PFGE jel band gOruntlIeri..........c.ooiviiiiiiiieii e 41



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Pseudomonas’larm siniflandirilmast ..........cceeeeiiivireeiiiiieic e 2
Tablo 2. Karbapenemaz liretiminin tani yOMtEMIETT ..........covviiiiveriierieiiie e 19
Tablo 3. PCR karisimindaki reaktifler ve miktarlari. ...........cccccovvveeiiiiinee s 27

Tablo 4. Antibiyotik direng¢ genlerinin ve viriilans genlerinin PCR ile arastirilmasinda

kullanilan primer dizileri, amplikon biyukliikleri ve primer baglanma sicakliklart. .......... 28
Tablo 5. PCR deneylerinde kullanilan dongli parametrileri. ............oooveveeriienneennennnenn, 29

Tablo 6. izolatlara ait antibiyogram sonuglari, drnekleri gonderen klinik ve ornek tiirii

01 [T =T PSSRSO 34
Tablo 7. Izolatlarin antibiyotik duyarhlik yiizde SONUGIArL. ......ccvviveviriiiieriiicice e, 37
Tablo 8. Izolatlarda PCR ile belirlenen direng ve viriilans genleri. .............ccovevveverervenennan. 38

Tablo 9. Direng ve viriilans genlerinin kategorilendirilmis 6rnek tdrleriyle istatistiki
1T T TR PSP PPUPI 43

Tablo 10. exoY geniyle antibiyotik direnci arasindaki iliskinin istatistiki analiz sonucu....44

Tablo 11. exoT geniyle antibiyotik direnci arasindaki iliskinin istatistiki analiz sonucu....45



SEMBOLLER/KISALTMALAR DIiZINi
ABD: Amerika Birlesik Devletleri
ATCC: American Type Culture Collection
bp: base pare, baz ¢ifti
CHEF: Clamped Homogeneous Electric Field
CIM: Karbapenem inaktivasyon metodu
COVID-19: Koronaviriis Hastalig1 2019
CP-CRPA: Carbapenemase procuding carbapenem resistant P. aeruginosa
CPO: Carbapenemase Producing Organizms , Karbapenemaz tireten organizma

CRAB: Carbapenem resistance Acinetobacter baumannii complex, Karbapenem direngli

Acinetobacter baumannii complex

CRE: Carbapenem resistance Enterobacterales, Karbapenem direncli Enterobacterales
CRPA: Carbapenem resistance P. aeruginosa , Karbapenem direncli P. aeruginosa
CRPA: Carbapenem Resistance P. aeruginosa, Karbapenem Direncli P. aeruginosa
E.coli: Escherichia coli

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

EMB: Eozin-Metilen Blue

ESBL.: Extended spektrum B-laktamaz , Genis spektrumlu f-laktamaz

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Avrupa
Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi

Exo A: Ekzoenzim A
Exo S: Ekzoenzim S
Exo T: Ekzoenzim T
Exo U: Ekzoenzim U

Exo Y: Ekzoenzim Y

Xi



FIGE: Field Inversion Gel Electrophoresis
HLS-1: Hicre lizis solisyonu-1

HLS-2: Hucre lizis solisyonu-2

HST: Hiicre Slispansiyon Tamponu

IMP: imipenemase

IPM: Imipenem

MEM: Meropenem

AK: Amikasin

GEN: Gentamisin

TOB: Tobramisin

CAZ: Seftazidim

FEP: Sefepim

CIP: Siprofloksasin

LEV: Levofloksasin

TZP: Piperasillin/tazobaktam

COL.: Kolitsin

KF: Kistik Fibrozis

KPC: Klebsiella Pneumonia carbapenemase
LB: Luria-Bertani

MALDITOF-MS: Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight

massspectrometry, Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon
MDR: Multidrug resistant, Coklu ila¢ direnci

MHA: Mdeller Hinton Agar

MHT: Modifiye Hodge Testi

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon

MLST: Multilocus sequence typing, Coklu bdlge sekans tiplendirme

Xii



MSS: Merkezi sinir sistemi

OFAGE: Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis
OXA: Oksasilinaz

PBP: Penisilin baglayan proteinler

PCR: Polymerase chain reaction, Polimeraz zincir reaksiyonu
PDR: Pandrug resistant

PFGE: Pulsed field gel electrophoresis, Darbeli alan jel elektroforezi
plcH : Hemolitik fosfolipaz C geni

plcN : Hemolitik olmayan fosfolipaz C geni

QS : Quorum sensing , gogunlugu algilama

RAPD-PCR: Random Amplified Polymorphic PCR
Rep-PCR: Repetitive sequence based PCR

RFLP: Restriction fragment length polymorphism

RGE: Rotating Gel Electrophoresis

SDS: Sodyum Dodesil Stlfat

T3SS: Tip 3 salgi sistemi

TAE: Tris Asetik Asit Etilendiamintetraasetik asit

TAFE: Transverse Alternating Field Electrophoresis

TBE: Tris Borik Asit Etilendiamintetraasetik asit

TE: Tris EDTA

Tm: Primer baglanma sicakligi

VIM: Verona Integron-Encoded Metallo-beta-lactamase
VNTRs: Variable number tandem repeats, Degisken sayida tandem tekrari
WGS: Whole genome sequencing, Tm genom sekanslama
WHO: World Health Organization, Diinya Saglik Orgitii
XDR: Extensively drug resistant , Yaygn ilag direnci

xiii



B-laktam: Beta laktam

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) Pseudomonadaceae ailesine ait dzellikle
yogun bakim hastalarinda ciddi enfeksiyona neden olabilen Gram negatif nonfermentatif
firsat¢1 patojendir. Nadiren saglikli bireyleri enfekte eder, 6zellikle kistik fibrosiz (KF)
hastalarinda ve bagisikligi baskilanmis kisilerde yliksek morbidite ve mortaliteye neden
olan enfeksiyonlara neden olur*?. Pseudomonas aeruginosa’nin hastalik olusturabilme
kapasitesi yapisal bilesenleri, toksinleri ve enzimleri gibi viriilans faktorleri tarafindan

belirlenir?.

Son yillarda ¢oklu ilag direngli (MDR, Multidrug resistant) P. aeruginosa suslarinin
artmas1 uygun antibiyotik se¢imi zorlagsmustir®. Pseudomonas aeruginosa’nimn sahip oldugu
intrensek direng ve florokinolonlar, B laktamlar ve aminoglikozitler gibi birgok antibiyotik
grubuna diren¢ olusturabilme kapasitesi ciddi bir endise haline gelmistir®. Bircok
antibiyotige kars1 direng¢ gelismesi klinisyenleri karbapenem grubu antibiyotiklerin yaygin
kullanimina yonlendirmis ve bu durum da karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin

hizla artigina neden olmustur®.

Pseudomonas aeruginosa'da karbapenem direnci baslica porin kaybi, efflux
pompalarinin aktivite artig1 ve intrinsik beta laktamazlarin (B-laktamaz) ekspresyonu gibi
kromozomal aracili mekanizmalardan kaynaklanmaktadir’. Bunun yaninda plazmid aracili
olarak hizla diger bakterilere aktarilan ve karbapenemazlar1 kodlayarak tiim diinyada
antibiyotik direncine yol agan diren¢ genleri ortaya konmustur®., Pseudomonas
aeruginosa’nm viriilans ve direcindeki endise verici artis bu enfeksiyonun basarili olarak

tedavi edilebilmesi icin direngli patojenlerin yakindan takip edilmesini gerekli

kilmaktadir®.

Bu caligmada Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen karbapenem direncli P. aeruginosa izolatlarinda
antibiyotik duyarliliginin degerlendirilmesi, direng¢ ve viriilans genlerinin taranmasi; tespit
edilen genlerle antibiyotik direnci arasindaki iligkinin aranmasi ve en son Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE) yontemi ile izolatlar arasinda arasi klonal iligkisinin epidemiyolojik

verilerle birlikte analiz edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Smiflandirilmasi ve Epidemiyolojisi

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonadaceae ailesinde Pseudomonas cinsi
icerisinde yer almaktadir. Pseudomonas cinsi bakteriler rRNA — DNA homoloji
caligmalarina gére bes homolog rRNA grubuna ayrilmistir. Pseudomonas aeruginosa Grup
I’in alt grubu olan Fluoresan Grubunun prototip yesidir'®. Pseudomonas larin

siniflandirilmasi Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Pseudomonas larin smiflandirilmasi*t.

rRNA .
3 Cins ve Tur
Homoloji Grubu ve Alt Grubu

Pseudomonas aeruginosa
Fluoresan Grubu
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri
Nonfluoresan Grubu |
Pseudomonas mendocina

Burkholderia pseudomallei
Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia
Ralstonia pickettii

" Comamonas turleri
Acidovorax turleri

v Brevundimonas tiirleri

\% Stenotrophomonas maltophilia




Pseudomonas cinsi bakterilerin bircogu dogada, toprakta, ¢lrllyen organik
maddelerde, sularda bulunmaktadir. Hastanede yatan hastalar, enttibe hastalar ve bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalar disinda insanlarda normal flora elemani olarak kolonizasyonu
beklenmemektedir. Pseudomonas cinsi bakteriler nemli bdlgelerde, dezefektanlarda
iremeye meyilli olup su kaynakli salgmlara neden olmaktadirlar. Besin maddelerini
kullanma agismmdan uyum goésterme becerisi ve basit ¢Ozeltilerde rahat Greyebilmesi
nedeniyle hastanede yatan hastalarin anestezi cihazlarini, intravendz sivilarini ve ayrica
distile sular1 kontamine edebilmektedirler'®1213, Pseudomonas 'm, 6zellikle P. aeruginosa
disindaki tdrlerin Klinik bir 6rnekten izolasyonu hastada gecici kolonizasyonu veya

kontaminasyonu diisiindiirmektedir®2,

Pseudomonas aeruginosa cerrahi yaralarda mavi yesil renk degisikligi yapan
mikroorganizma olarak 1850 yilinda Sedillot tarafindan tanimlanmistir. Renk
degisikliginden sorumlu olan piyosiyanin pigmenti 1860 yilinda Fordos tarafindan
ekstrakte edilmistir. Ik olarak Bacillus pyocyaneus olarak adlandirilan bu ¢ubuk seklindeki
mikroorganizma piyosiyanin dretimi ile ilk olarak 1862 yilinda Lucke tarafindan
iliskilendirilmistir. Daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilan bu
mikroorganizma 1882 yilinda Gessard tarafindan saf kiiltiir olarak izole edilmistir. Ilk
olarak 1897 yilinda Hitschman ve Kreibich tarafindan, 1917 yilinda Frenkel ve 1925

yilinda Osler tarafindan P. aeruginosa nn patojen bir bakteri oldugu belirtilmistir***°,
2.1.2. Morfolojik Ozellikleri

Pseudomonas hareketli diiz veya hafif kavisli, genelde ciftler halinde bulunan gram
negatif cubuk seklinde mikroorganizmadir. Bir ya da iki tane polar flagellas: bulunup; 0,5-
0,8 um enine, 1,5-3 pum boyuna sahiptir. Spor olusturmamaktadir. Kapstlli suslari
bulunmakta olup 6zellikle KF’li hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Zorunlu aerop olarak bahsedilse de elektron alicist olarak arginin ve nitrati kullanarak

anaerobik olarak da tireyebilmektedirler!21®.
2.1.3. Uremesi ve Biyokimyasal Ozellikleri

Sitokrom oksidaz varligi ve nonferment olmasiyla Enterobacterales ailesinden
ayrilmaktadir. Pseudomonas’mn en uygun sartlarda iiremesi i¢in ortam 30-37°C ve hafif
alkali olmalidir. 42°C’de de iireyebilme yetenegi P. aeruginosa’y:r flouresan grubundaki
diger tiirlerinden ayirmaktadir’®!’, Koyun kanli agarda gevreye yayilan genis gri koloniler

ve beta hemoliz yaparak tremektedir. Kolonileri tipik timsah derisine benzer metalik
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parlak gorinimiindedir (Resim 1). Smooth (s), mucoid (m) ve rough (r) koloni

yapabilmektedir. M tipi koloni yapan suslar pigment olusturmazlar®’,

Nonferment olan mikroorganizma eosin methylene blue (EMB), MacConcey ve
endo agar gibi besiyerlerinde laktoz negatif seffaf koloni yapmaktadir®®. Kiiltirde P.
aeruginosa’ya oOzgii tathmsi1 aromatik bir koku olusur, nadiren “clrik patates” kokusu

iireten suslar da mevcuttur®®,

Pseudomonas aeruginosa alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk olusturan
piyosiyanin ve pyoverdin pigmenti Uretmektedir. Pyoverdin floresan pigment olup
besiyerinde sar1 yesil renk degisimine neden olur. Pyosiyanin floresan gruptaki
mikroorganizmalardan sadece P. aeruginosa tarafindan iiretilen non floresan pigmenttir ve
besiyerinde mavi renk degisimine neden olmaktadir''?!’. Pseudomonas’m bazi suslari
piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi-siyah) gibi pigmentler de

Uretmektedirl®,

Pseudomonas aeruginosa’nin diger biyokimyasal o&zellikleri su sekilde

siralanabilmektedir.

e Sitrat ve katalaz tepkimeleri pozitiftir.

e Indol ve hidrojen siilfiir negatiftir.

e Nitrat1 nitrite ¢cevirebilmektedir.

e L-arjinin dihidrolaz pozitif olup; L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz
negatiftir.

e Voges-Proskauer ve Metil Red testi negatifir.

e Potasyum siyanire dayaniklidir.

o Koagiile plazmay1 ve jelatini eriterek parcalamaktadir; bu islemde de ortamda

mavi-yesil renk olusturmaktadir'®tt1217,



Resim 1. Koyun kanli agarda beta hemoliz, R koloni ve metalik gériinim (orijinal).

2.1.4. Patojenite ve Virulans Faktorleri

Bircok yerde bulunan birgcok ortamda rahat treyen P. aeruginosa insanlar ve
hayvanlar igin firsat¢1 patojendir’®*®. Neden oldugu enfeksiyonlar kolonizasyon, invazyon
ve sistematik yayilim olacak sekilde ii¢ asamada meydana gelmektedir'®. Bu enfeksiyonlar
konak¢inin immun sisteminin zayiflamasini firsat bilen bakteriye ait ¢ok ¢esitli virulans
faktorlerinin de katkisiyla mikroorganizmanm dokuya baglanmasi ve kolonizasyonu ile
baslamaktadir. Pseudomonas aeruginosa gibi patojenik bakterilerin virtlans faktorlerini
kodlayan genomik adalar, patojenite adalar1 adin1 almaktadir. Bu virtilans faktorlerinin
cogu, patojenite (PAPI) veya genomik (PAGI) adalarinin bir parcasi olarak aksesuar

genomda yer almaktadir®2%21,
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Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa viriilans mekanizmalar'®.

2.1.4.1. Kirpik (Flagella)

Pseudomonas aeruginosa konak dokuya tutunabilmek (adezyon) ve yayilabilmek
icin flagella ile hareket etmektedir. Flagella bakterinin yiizme seklindeki hareketinden
sorumludur. Flagella gii¢lii immunojen oldugundan dolayi, kronik enfeksiyonlarinda konak

bagisik yanitindan kagabilmek icin flagellasiz mutantlar segilmektedirl®2223,
2.1.4.2. Pilus

Pseudomonas aeruginosa’nin kisa filamentoz segirme (twitching) seklinde
hareketinden sorumlu yiizey yapisidir. Bakterinin en Onemli adezyon faktorini

olusturmaktadir?%°,

Flagella ve pilus kolonizasyonun adezyon asamasinda etkili olarak patogenezde

kritik dnem tasimaktadir?°.
2.1.4.3. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit P. aeruginosa’nin adezyonundan sorumlu Onemli bir baska
viriilans faktoridir. Ug yapidan olusmaktadir: Lipid A, kor polisakkarit ve O-0zgiil
polisakkarit. Lipit A yapis1 tiim gram negatiflerde oldugu gibi endotoksik 6zellik gosterir.



Ayn1 zamanda KF’li hastalarin akcigerlerinde doku hasarina neden olmaktadir. Kor
polisakkariti bakteriyel canlilik i¢in Onemlidir. O-6zgul polisakkarit zincirleri

serotiplendirmede dnemli olup bakteriyi fagositoza karsi korumaktadir®*,
2.1.4.4. Aljinat

Aljinat glukuronik asit ve mannuronik asidin tekrarlayan polimerlerinden olusan
mukoid ekzopolisakkarittir. Hiicre disina salian ekzopolisakkarit olmasina ragmen hiicre
ile iligkili kalmasi nedeniyle hiicre yiizeyi ile iligkili virlilans faktorleri arasinda yer
almaktadir ve P. aeruginosa’nin neden oldugu akciger enfeksiyonlarinda 6nemli bir yere
sahiptir. Pseudomonas aeruginosa KF hastalarinin akcigerinde genellikle aljinatin asir1

iretimiyle karakterize mukoid fenotipe gecis yapmaktadir?22%25,

Aljinat da bakteri adezyonunda rol oynayan viriilans faktorlerindendir. Ayni
zamanda aljinatin asmr1 tretimi bakteriyi fagositozdan, antibiyotiklerden korumakta ve

konagm bakteriye yanitini zayiflatmaktadir??,
2.1.45. Elastaz

Elastin, insan akcigerinde major proteindir ve elastazda bu proteini
parcalamaktadir. Pseudomonas aeruginosa’nin yaptigi enfeksiyonlarda elastaz konagin
dogal bariyer biitlinliigiinii bozup dokuya invazyonunu saglamaktadir. Pseudomonas’in
neden oldugu doku hasarindan kollajen yikimi sorumludur. Elastaz tip-3 ve tip-4 kollajeni
yikmaktadir?”?8, Pseudomonas aeruginosa’nim elastolitik fonksiyonundan LasA proteaz ve
LasB elastaz enzimleri sorumludur. LasA serin metalloproteinaz olup elastolitik etkisi
yoktur ancak c¢inko metalloproteaz olan LasB clastazin elastolitik aktivitesine sinerjistik
etki goOstermektedir. Bu iki enzim swrasiyla lasA ve lasB geni tarafindan

kodlanmaktadir?®2032,
2.1.4.6. Alkali Proteaz

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin biiyiik kisminda proteaz iiretiminin oldugu
tespit edilmistir. Fibrinoliz etkisinden sorumlu enzimdir. Elastaza benzer sekilde doku

yikiminda ve invazyonuna katkida bulunmaktadir®?,

2.1.4.7. Pyosiyanin-Pyoverdin

Pyosiyanin oksijenin toksik formlarinin iretimini katalize ederek, a-1 proteaz

inhibitoriinii  etkisizlestirip, proteaz-antiproteaz dengesini bozarak doku hasarma yol



agmaktadir. Oksitlenmis glutatyon seviyesini yukselterek notrofil  apopitozunu
indlklemekle beraber interlokin-8 seviyesini de yukselterek notrofil gociinii arttirip konak
bagisiklik yamtmi etkilemektedir'?3233, Piyosiyanin ayn1 zamanda siliyer fonksiyonlari

bozmakta, solunum fonksiyonunu engellemekte ve epitel gogalmasini inhibe etmektedir2,

Bir siderofor olan pyoverdin, P. aeruginosa’nin metabolizmasinda kullanmak

iizere demiri baglamaktadir'?,
2.1.4.8. Proteaz IV

Pseudomonas aeruginosa’nin keratit patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir.
Ayn1 zamanda A, B ve D siirfaktan proteinlerini yikarak akciger hasarina neden

olmaktadir'®®?,

2.1.4.9. Fosfolipaz C

Fosfolipaz C aym isimli geni (fosfolipaz C, plcH) tarafindan kodlanan
hemolizindir. Bu toksin hiicre zarmi1 ve Ozellikle fosfatidilkolini hidrolize etmektedir.
Pseudomonas aeruginosa’nin patogenezinde slrfaktan yikimina neden olarak da rol
almaktadir. Ayrica Pseudomonas’in bazi suslari tarafindan bir bagka fosfolipaz C (pIcN)

geni tarafindan kodlanan hemolitik &zelligi olmayan toksini sentezlemektedir!®1234,

2.1.4.10. Ramnolipid

Pseudomonas tarafindan tiretilen diger bir hemolitik aktivitesi olan hemolizindir.
Yapisinda bulunan ramnoz igeren glikolipid sayesinde biyosiirfaktan etki gostermektedir.
Hiicre zarinda bulunan fosfolipidlerin fosfolipaz C tarafindan yikimina sinerjistik etki
gostererek yardimci olmaktadir. Ayrica solunum yolu epitel hiicrelerinde mukosilier

aktiviteyi azaltmakta ve biyofilm olusumunda rol almaktadir®>%,

2.1.4.11. Ekzotoksin A

Pseudomonas aeruginosa’nin patogenezinde Onemli rol oynayan birgok salgi
sistemi bulunmaktadir. Bunlardan biri olan Tip 2 salgi sistemi tarafindan salgilanan
ekzotoksin A (exoA) en potent toksin olup hiicresel yikimdan sorumludur. Etkisini difteri
toksini gibi ADP-ribozil transferaz ozelligi ile elongasyon faktorii 2’yi inhibe ederek

gostermektedirt?3’,



2.1.4.12. Tip 3 Salg Sistemi

Pseudomonas aeruginosa’nin genom dizilenmesinde birgok salgi sistemine sahip
oldugu gosterilmistir. En bilineni Tip 3 salg1 sistemi (T3SS) Yersinia, Salmonella, Shigella
ve Pseudomonas tiirlerinde bulunmaktadir. T3SS’de mikroorganizma hedef hiicre iizerinde
por acip, pilus benzeri bir yapiyla efektor proteinlerini konak hiicre sitoplazmasina
aktarmaktadir. Bu salgi sistemi konak¢i imminitesinden korunmada o6nemli rol
oynamaktadir. Pseudomonas aeruginosa viriilansinda 6nemli rol oynayan ekzoenzim S
(exoS), ekzoenzim T (exoT), ekzoenzim Y (exoY) ve ekzoenzim U (exoU) T3SS ile salinan
toksinleridir?3’. Bu toksinler protein sentezini inhibe etmekle beraber doku invazyonunu

ve nekrozu kolaylastiric1 etkileri de bulunmaktadir??,
2.1.4.13. Biyofilm Olusumu

On yedinci ylizyilda Antonie Van Leeuwenhoek, su anda biyofilm olarak kabul
edilen yapiy1 kendi dislerinde bir tiir varlik olarak gozlemlemistir®. Biyofilm Costerton ve
arkadaslar1 tarafindan 1978 yilinda bir yiizeye yapisan ve polisakkaritlerin hiicre disi
matrisini iireten yapilandirilmis bir mikroorganizmalar toplulugu olarak tanimlanmustir®.
Biyofilm, hem canli hem cansiz yiizeyde birbirlerine yapisan ekzopolisakkaritler,
proteinler, hiicre dist DNA ve metabolitler de dahil olmak tizere hiicre dis1 polimerik

4041 Intrensek

maddelerden olusan matriksine gomiili mikroorganizma toplulugudur
direnci veya koruyucu mekanizmalar1 defektli olan bakteriler dahi bir biyofilm iginde
bilylimeleriyle antibiyotiklere karst duyarhliklar1 azalabilmektedir*?. Pseudomonas
aeruginosa, KF hastalarinin akciger epitel hiicre ylizeylerinde biyofilm olusturarak kronik

akciger enfeksiyonuna neden olmaktadir®,
2.1.5. Quorum Sensing ve Patojenite Tle Tliskisi

Basta P. aeruginosa olmak uzere birgcok bakteri ¢evrelerini algilamak ve viriilansta
etkili genlerin ekspresyonunu dizenlemek icin kompleks mekanizmalar gelistirmistir. Bu
uyar1 mekanizmalar1 iki bilesenli sinyal iletimi ve otoindiikleyiciler araciligiyla islev
gormektedir. N-acil homoserin lakton (Lux) wveya N-butiril homoserin laktonlar
otoindiikleyici olarak kullanilarak bakteri popilasyonu belirli bir kiitleye ulastiginda,
virlilans genlerinin ekspresyonunu diizenleyen hicrelerin icinde transkripsiyon faktorlerini
aktive eder. Bu kompleks sinyal mekanizmasi “quorum sensing (QS) (¢ogunlugu
algilama)” olarak adlandirilir'®. Biyofilm olusumu, salgi sistemleri, akis pompalari,

hareketlilik, antibiyotik direnci, aljinat, toksinler, proteazlar ve sideroforlar gibi cesitli
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viriilans faktorlerinin iiretimi de QS tarafindan diizenlenmektedir®*. Quorum sensing
sistemi otoinduktor sentazlar (lasl ve rhil) ve aymi kokenli trankripsiyon diizenleyicileri

(lasR ve rhIR) olmak iizere iki komponentten olusmaktadir®.

Pseudomonas aeruginosa’da birbiriyle iliskili iki ana QS sistemi vardir: las ve rhl

sistemi??

Las QS Sistemi: Pseudomonas aeruginosa’da tanimlanan ilk QS sistemidir. LasB elastaz

sistemini aydinlattig1 i¢in bu ismi almistir??,

rhl QS sistemi: Ikinci QS sistemi olup ramnolipid sentezini kontrol ettigi icin bu adi

almistir??,
2.1.6. Pseudomonas aeruginosa Enfeksiyonlar:

Klinik 6rneklerden en sik izole edilen Pseudomonas tirii olan P. aeuginosa hem
lokalize hem sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Yirmi birinci yilizyillda diinya
genelinde yasam siirelerinin uzamasiyla hastane enfeksiyonlarinda giderek daha énemli rol
oynamaktadir. Genellikle nemli olmaya egilimli olan vicudun hemen her bdlgesinde

kolonize olabilmekte ve enfeksiyona neden olabilmektedirl®1946,
2.1.6.1. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar:

Hem alt hem st solunum yolu enfeksiyonuna neden olmaktadir. Alt solunum
yolunda asemptomatik kolonizasyondan siddetli nekrotizan bronkopnémoniye kadar
degisen enfeksiyon skalasi mevcuttur. Kisitk fibrozis ve diger kronik akciger enfeksiyonu
olan hastalar, mekanik ventilasyon, trakeostomi, kateter takili hastalar, immun sistemi
zayiflamig hastalar Pseudomonas enfeksiyonu gecirmeye daha yatkin olmakla birlikte
Klinikleri daha ciddi seyretmektedir. Ozellikle KF hastalarinda en sik izole edilen
mikroorganizma olan P. aeruginosa’nin bu hastalarda enfeksiyona neden olan genellikle
mukoid formdaki suslaridir!®?1°, Mukoid morfotip kronik enfeksiyonlardan sorumlu olup
eradikasyonu neredeyse imkansizdir. Kistik fibrozis hastalarinda kronik P. aeruginosa

enfeksiyonu erken mortalitede dnemli rol oynamaktadir*’.
2.1.6.2. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Pseudomonas aeruginosa cesitli primer deri enfeksiyonlarma neden olabilmektedir.
Yanik yaralarindan oldukga sik izole edilmektedir. Yanik yaralarinin nemli yiizeyi,

vaskiiler hasara bagl notrofillerin bolgeye gelememesi bu hastalar1 Pseudomonas
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enfeksiyonlarma yatkin hale getirmektedir. Bu hastalarda oOnce yanik bdlgesi
kolonizasyonu, ardindan lokalize vaskiiler hasar son olarak bakteriyemi siralamasi sik
goriilen klinik prezentasyondur. Pyosiyanin, pyoverdin iiretimine bagli Pseudomonas
tarafindan enfekte edilen yaralardan mavi-yesil piiy sizintis1 sik¢a goriilmektedir. Sicak su
musluklari, yiizme havuzu gibi kontamine su ile temasa bagl olarak folikiilit olusumu da
gorilmektedir'®!2, Pseudomonas aeruginosa’nin viriilans faktérlerinden olan elastaz
enzimi akciger enfeksiyonlarinda ve 6zellikle yanik yaralarindaki enfeksiyonlarda dnemli
rol oynamaktadir®l. Ayrica diyabetik ayak enfeksiyonlarnda gram negatif etkenler

icerisinde siklikla izole edilmektedir®®.
2.1.6.3. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Pseudomonas aeruginosa oOzellikle uzun sureli Uriner Kkateterizasyon, cerrahi
girigsim, obstriiksiyon olusturabilecek herhangi bir duruma bagh gelisen komplike Uriner
sitem enfeksiyonlarinda anahtar rol oynamaktadir'?*°. Pseudomonas bakteriyemilerinde,
sepsis tablolarinda primer odag1 yiikksek oranda {iriner sistem enfeksiyonu

olusturmaktadir®.
2.1.6.4. Goz Enfeksiyonlarn

Pseudomonas aeruginosa hasar olusturan goz enfeksiyonlarina neden olmaktadir.
Bakteriyel keratit olgularinda 6nemli rol oynamakta ve 6zellikle kontakt lens kullanimiyla
iliskili durumlarda en sik izole edilen bakteridir. Pseudomonas keratiti kornea Ulseri
enfeksiyonlarina, endoftalmiye, son olarak gérme kaybina ilerleyen tibbi acil olarak ele

1,10

alinmalidir~*". Pseudomonas Kkeratitlerinin agresif seyrinde bakteri tarafindan iiretilen

elastaz, proteazlar ve ekzotoksin A enzimleri rol oynamaktadir®!2,
2.1.6.5. Kulak Enfeksiyonlar

Pseudomonas aeruginosa uzun siire yiizen kisilerde lokalize kalabilen topikal
antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilebilen kulak enfeksiyonuna neden olmaktadir. Ancak
yasli ve diyabeti olan hastalarda daha tehlikeli kraniyal sinirlere ve kemiklere hasar

verebilen malign otitis eksternaya neden olmaktadir®?,
2.1.6.6. Bakteriyemi ve Endokardit

Pseudomonas aeruginosa ile iliskili bakteriyemi hastane kaynakli kan dolasim
enfeksiyonlarmin %2-4’iinden sorumludur®®. Pseudomonas aeruginosa 6zellikle immiin

sistemi zayiflamis hastalarda mortalitesi yiksek bakteriyemilerin en 6énemli gram negatif
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nedenlerinden biridir. Olim oraninin yiiksek olmasinin nedenleri immin sistemi
baskilanmis hastalarin enfekte olmasmnin yaninda direngli suslarin tedavi edilmesindeki
zorluk ve Pseudomonas’m genis viriilans faktorleridiri?®*. Genellikle bagisiklig:
baskilanmig kisilerde goriilen deri lezyonu olan ektima gangrenozum P. aeruginosa’ya
bagh bakteriyemi de patognomik bir bulgu olarak kabul edilmektedir®®®. Bu hemorajik

lezyonun olusumunda elastaz enzimi énemli rol oynamaktadir?®,

Pseudomonas aeruginosa endokarditi nadir gorulir ve esas olarak intravendz ilag
bagimlilarinda goriilmektedir. Trikiispit kapak tutulumu sik olmakla beraber bu tutulum

kronik seyirle iligkilidir®’.

2.1.6.7. Diger Enfeksiyonlari

Pseudomonas aeruginosa nadiren menenjit, beyin absesi gibi merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarma ve hematojen yolla yayilim ile gerceklesen kemik ve eklem
enfeksiyonlarma neden olmaktadir®®. Ayrica P. aeruginosa farinksten rektuma kadar tiim

gastrointestinal sistemde enfeksiyonlara yol agmaktadir?’.
2.1.7. Pseudomonas aeruginosa Enfeksiyonlarinin Tedavisi ve Antibiyotik Direnci

Stipheli P. aeruginosa enfeksiyonlarinin ampirik tedavisi monoterapi ve
kombinasyon tedavisini icermektedir. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi,
Pseudomonas’in mevcut antibiyotiklerin ¢oguna direng gelistirebilme kabiliyetinden
dolay1 biiyiik bir zorluk haline gelmistir®>. Diinya Saghk Orgiitii (DSO), karbapeneme
direncli P. aeruginosa (CRPA)’y1 neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesine kritik ihtiya¢ duyulan ii¢ bakteri icinde listelemistir®®.
Tedavi sirasinda gereksiz antibiyotik kullanimi, MDR P. aeruginosa suslarinin gelisimini
hizlandirarak bu mikroorganizmaya kars1 ampirik antibiyotik tedavisinin etkisizligine yol

acmaktadir®.

Pseudomonas aeruginosa ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulanat,
sefotaksim ve seftriaksona intrensek direng gostermektedir®. Pseudomonas aeruginosa
enfeksiyonu olan hastalarin tedavisinde genis spektrumlu penisilinler (piperasilin ve
tikarsilin), sefalosporinler (seftazidim wve sefepim), monobaktamlar (aztreonam),
aminoglikozidler (gentamisin ve tobramisin), karbapenemler (meropenem ve imipenem),
florokinolonlar (siprofloksasin) ve kolistin diisiiniilebilir. Ancak bu antibiyotiklere kars1 da

edinilmis direng gelisebilecegi akilda tutulmalidir®?,
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Hizla gelisen diren¢ P. aeruginosa’ya karsi aktiviteye sahip yeni ajan arayisina
sebep olmustur ve bu izolatlar i¢in bazi yeni antibiyotikler ve antibiyotik kombinasyonlari

bulunmustur. Yeni ajanlarm bir kismi su sekilde siralanabilir® :
1. Beta laktam —Beta laktamaz inhibit6rii kombinasyonlart:
«Seftolozan-tazobaktam %

*Seftazidim-avibaktam®®

2. Sefalosporin:

«Sefiderokol

3. Karbapenem-Beta laktamaz kombinasyonu:
«Imipenem-silastatin-rebaktam®’

2.1.7.1. intrensek Antibiyotik Direnci

Pseudomonas aeruginosanin intrensek antibiyotik direncinin mekanizmalari,
azalmig porin gecirgenligini, artmus efflux pompa aktivitesi ve antibiyotikleri
etkisizlestiren enzimlerin Uretimini icermektedir. Kinolonlar ve B-laktam antibiyotikler
hiicre zarlarina porin kanallarindan geger. Aminoglikozidler ve polimiksinler, dis
membrandan P. aeruginosa LPS’i ile etkilesime girerek kendi alimlarini arttirirlar (Sekil
2)%. Pseudomonas aeruginosa'nmn porin gecirgenligi oldukca sinirhidir; Esherichia coli

(E.coli)'nin gegirgenliginden yaklasik 12 ile 100 kat daha azdr®5°,

B-laktamlar
kinolonlar

Aminoglikozit |
polimiksin | Antibiyotikleri T
Efluks inaktive eden enzim
ompasi
Porin pomp
Antibiyotik

Sekil 2. Pseudomonas aeruginosa'da intrensek antibiyotik direnci mekanizmalarmin
sematik gosterimi
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2.1.7.2. Edinilmis Antibiyotik Direnci

Pseudomonas aeruginosa'nin yiiksek diizeyde intrensek antibiyotik direncinin
yaninda edinilmis antibiyotik direnci, Pseudomonas in ortadan kaldirilmasindaki zorlugu
artiran ve daha fazla kronik enfeksiyona neden olan MDR suslarin gelisimine Onemli
olciide katkida bulunmaktadir’.

2.1.7.2.1. Mutasyona Bagh Direnc

Pseudomonas aeruginosa’nin direng kazanmasinin bagka bir yolu, ilaglarin hedef
bélgesinin, kromozomal DNA mutasyonu yoluyla modifiye edilmesidir. Orn; kinolon
hedef enzimleri DNA giraz1 ve topoizomeraz IV’U kodlayan genlerdeki modifikasyonlar

kinolon grubu antibiyotiklere kars1 direng gelisimine neden olmaktadir'""2,

2.1.7.2.2. Diren¢ Genlerinin Edinimi

Antibiyotik direng genleri plazmidler, transpozonlar ve integronlar ile
aktarilabilmekte ayrica bakteriler bu genlere ayni1 veya farkli bakteri tiirlerinden horizontal

gen transferi yoluyla sahip olabilmektedir’.
2.1.7.2.3. Adaptif Antibiyotik Direnci

Adaptif antibiyotik direnci, geri doniisiimlii olup bakterinin uyarana yanit olarak
gen, protein ekspresyonundaki gecici degisikliklerden dolay1 antibiyotigin etkisinden
kurtulma yetenegini tanimlamaktadir’®. Pseudomonas aeruginosa'da adaptif antibiyotik
direncinin en patognomonik mekanizmasi, KF hastalarinda kronik enfeksiyon ve koti
prognozla sonuglanan biyofilm olusumu ile persister hiicrelerin olusumudur*®. Bakteriler
biyofilmini kaybettiginde antibiyotik duyarliligin1 geri kazanabilmesi; biyofilm aracili
direncin genetik mutasyonlardan bagimsiz oldugunu, adaptif bir mekanizma oldugunu
diisiindiirmektedir”. Persister hiicreler, mikroorganizma topluluklarinda rastlantisal olarak
olusan ve antibiyotiklere toleransli normal hiicrelerin metabolik olarak inaktif olan
varyantlaridir. Bu fenotipik varyantlar, KF hastalarinda sik¢a izole edilmektedir ve
Pseudomonas enfeksiyonlarmin tedavisinin &niindeki 6nemli engellerden biridir®’®.

Persister hiicrelerin antibiyotik varliginda ¢ogalmamasmim kronik enfeksiyonlarin yeniden

ortaya ¢ikmasinda sorumlu olduguna inanilmaktadir’’.
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2.2. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen ve
“thienamycin” isimli bilesigin turevi olup sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag igeren 5 iyeli
halka yapisinda metilenin yerine siilfiirlin geg¢mesiyle diger p-laktam ajanlardan
ayrilmaktadir. Sekil 3’te penisilin, sefolosporin ve karbapenemlerin B-laktam halkalari

hakkinda bilgi verilmistir.

A
1 1 1
S S
Y, g ey
o (0] 0]
Penisilin Sefalosporin Karbapenem
B
jH CHj
H3C ‘., \
N R 1-B-methyl grubu, DHP-1 tarafindan renal
0 hidrolize diren¢ saglar ve tek bir ajan olarak
COOH kullanima izin verir

trans-hidroxyethyl parcasi, p-laktamazlar ve
karbapenemazlar tarafindan hidrolize direng
saglar

Sekil 3. A. Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlerinp-laktam halkalar1 B.
Karbapenem antibiyotiklerinin dnemli yapisal dzellikleri (DHP-1: dihidropeptidaz-1)78.

[Ik olarak 1980'lerde Amerika Birlesik Devletlerinde 6zellikle genislemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) (reten bakterileri tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Beta-
laktam antibiyotikler i¢inde en genis spektrumlu olan gruptur. Meropenem, biapenem,
ertapenem ve doripenem Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmakta olup imipenem, panipenem, doripenem gibi farkli etkinlige sahip
karbapenemler ayrica oksasiline duyarli Staphylococcus aureus dahil olmak izere Gram
pozitif bakterilere de oldukca etkilidirler. Genellikle yasami tehdit eden enfeksiyonlarin
tedavisinde enfeksiyon yapan bakteriler lizerindeki konsantrasyondan bagimsiz éldiirme

etkileri nedeniyle diger antimikrobiyal tiirlerine gore tercih edilmektedirler. Ancak
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Stenotrophomonas maltophilia ve Enterococcus faecium'a karsi etkinlikleri yoktur.
Ertapenemin, P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii 'ye (A. baumannii) karsi etkinligi
bulunmamaktadir. Meropenem ve imipenem mikemmel bir merkezi sinir sistemi (MSS)
penetrasyonuna sahip olmasina ragmen imipenem nobetler igin yiksek riske sahiptir.
Doripenem ve ertapenem igin MSS penetrasyonu hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir.
Renal yetmezlik i¢in doz ayarlamasi gerekebilir, ancak karaciger yetmezligi igin gerekli

degildir’®"*®81 Qral emilimleri zay1f olup parenteral kullanilmalar1 gerekmektedir®?.
2.3. Karbapenem Direnci

Ilk karbapenem olan imipenemin 1980'lerde piyasaya striilmesinden sonra

kazanilmis karbapenem direncinin ortaya ¢iktig1 ilk bakteri P. aeruginosa’dir®?,
2.3.1. p-laktamaz

Beta laktam direnci Gram negatif mikroorganizmalarda daha sik taninmaya
bagladigindan, bircok enterik bakteri ve P. aeruginosa'min tiire 6zgii indiiklenebilir
kromozomal B-laktamaz tirettigi gosterilmistir. Ancak, B-laktamlar icin daha sinsi bir tehdit
olusturan Gram negatif bakterilerdeki plazmid aracili tasman [-laktamazlardir.
Gunumuzde B-laktamaz kodlayan genlerin farkli yollarla aktarilmasina ragmen esas olarak

plazmid aracilig1 ile elde edilebilecegi bilinmektedir®,

B-laktamazlar, B-laktam halkasinm hidrolizini gergeklestirme sekline bagl olarak
aktif bir serin bolgesi ile acil enzim olusturarak veya metallo B-laktamazlarin aktif
bolgelerinden ¢inko iyonlarina dayali bir hidroliz reaksiyonu gergeklestirecek sekilde
biyokimyasal olarak iki kategoride smiflandirilmaktadir. Ambler, Gram negatif
bakterilerde A, B, C ve D olmak iizere dort sinifa ayrilan pB-laktamazlarin ilk molekiiler
siniflandirmasini yapmistir. A, C ve D siiflari igin aktif enzim bolgesi serin igerirken ve B

sinifi metallo B-laktamazin (MBL) aktif bolgesi Zn*? icermektedir(Sekil 4)%°.
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Sekil 4. Beta-laktamazlarin molekiiler smiflandirilmasi (Ambler Smiflamasi) 852¢,

2.3.1.1. A Simifi p-Laktamaz

Ambler smif A enzimleri, Enterobacterales ailesinde en yaygin olan siniftir. Dar
spektrumlu B-laktamazlar, GSBL ve serin karbapenemazlar olarak ii¢ gruba ayrilir. Dar
spektrumlu B-laktamazlar ve GSBL’ler genel olarak sulbaktam, klavulanat ve tazobaktam
tarafindan inhibe edilir ve karbapenemleri inaktive edememektedirler. A smifi olarak
smiflandirilan B-laktamaz, karbapenemleri parcalayan bir karbapenemaz olmak (zere
1990’larm sonlarina dogru mutasyona ugramustir. Bu yeni grubun enzim aktif bélgesi serin

icermektedir8’:88,

2.3.1.2. B Simifi g-Laktamaz

Ambler smif B B-laktamazlar karbapenemleri hidrolize ederler ve non-fermentatif
bakterilerde siklikla gézlenmektedirler®®. MBL ureten P. aeruginosa monobaktamlar haric

tiim B-laktam ajanlarin1 bozar. Aktif merkezde bulunan Zn*?’ye bagh enzimatik aktivite,
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etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) gibi bir selatlama maddesi tarafindan bastirilir.
Metallo beta-laktamaz geni bir integron, transpozon, plazmid, kromozom veya diger cesitli

genetik molekiiller Gizerinde bulunabilmektedir®’.

2.3.1.3. C Smfi B-Laktamaz

Ambler smif C enzimler sefalosporinazlar olarak adlandirilir ve ¢ogu
indlklenebilen kromozomal enzimlerdir. Ancak plazmid araciligiyla aktarilan smif C -
laktamazlar bulunmaktadir. Enterobacterales ailesinin biiyiikk kisminda bulunan bu
enzimler AmpC tipi B-laktamazlar olarak da adlandirilmaktadir. Smif C enzimlerin
klavulanik asit veya sulbaktam ile inhibisyonlar1 diisiiktiir. Ylksek AmpC uUretimi

seviyeleri karbapenemlere karsi dirence yol acabilir®”*°,

2.3.1.4. D Smmfi B-Laktamaz

Oksasilinaz (OXA) olarak adlandirilan D smifi B-laktamazlar en ¢ok geside sahip
olup pek ¢ok acidan en az anlasilmis olan gruptur. Tanimlanan ilk enzimler penisilinlere
kars1 smirli etkinlige sahipken, etkinlikleri sefalosporinleri ve karbapenemleri de
kapsayacak sekilde genislemistir. Gerek bir¢ok iiyesi kromozomal olmasina ragmen P.
aeruginosa’da plazmid kaynakli sefalosporinazlarin artmasi, A. baumannii ve
Enterobacteriales'de karbapenem direncinden sorumlu olan OXA-23 ve 24/40 ve OXA-48
enzimlerinin yayilmasi, Gram pozitif bakterilerde yakin zamanda OXA enzimlerinin

tanimlanmasi bu smifin klinik 6nemini artirmaktadir®®.

2.4. Karbapenemaz Uretiminin Belirlenmesinde Kullanilan Tam Yéntemleri

Karbapenemaz Ureten mikroorganizmalar1 (CPO) diger mekanizmalar nedeniyle
karbapenem direnci olan Gram negatif organizmalardan ayirt etmek énemlidir, ¢iinkii CPO

hastalar arasi1 daha fazla yayilmaktadir®,

Karbapenemaz {iretiminin tanisinda kullanilan yontemler Tablo 2°de goriildiigi gibi

ikiye ayrilmaktadir.
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Tablo 2. Karbapenemaz iiretiminin tani yontemleri®,

Fenotipik yontemler Genotipik yontemler
Kromojenik besiyerleri PCR
Modifiye Hodge testi Klonlama ve sekanslama
Karbapenem inaktivasyon metodu Oligonikleotid hibridizasyonu

Inhibitér bazli yontemler (Gift disk sinerji
testi, kombine disk testli, kombine PFGE
gradiyentli stripler, vs.)

Biyokimyasal yontemler MLST
MALDI-TOF

Immiinokromatografik yontemler

2.4.1. Fenotipik Yontemler

Karbapenemaz Uretiminin tespitinde oOncelikle karbapenemlere karsi azalmis
duyarlilik fenotipi goriilen suslarin belirlenmesi gerekmektedir®®. Bu testler karbapenemaz
iiretimini tanimlar, ancak spesifik karbapenemazla ilgili daha ileri bilgi verememektedir.
Spesifik karbapenemaz gruplar1 hakkinda daha fazla bilgi saglayabilmesi i¢in bazi bu
testlerde baz1 modifikasyonlar yapilmalidir. Ornegin, karbapenem inaktivasyon metodu ile
tespit edilen karbapenemaz tiirti hakkinda bilgi vermemesine ragmen, teste iki degerlikli
katyon selator EDTA ilavesi serin ve metallo karbapenemazlarin ayrimimi

saglamaktadir®®,

Fenotipik yontemler icerisinde kromojenik agar, Modifiye Hodge testi (MHT),
karbapenem inaktivasyon metodu (CIM) ve varyantlari, karbapenemaz Nordmann — Poirel
(Carba NP) testi ve varyantlari, kombine disk yontemi, kromojenik agar, matriks destekli
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus stiresi Kltle spektrometresi (MALDI-TOF MS), yanal

akigh immunokromatografik testler yer almaktadir®9°,

2.4.2. Genotipik Yontemler

Fenotipik yontemlerin, basit donanim gerektirmeleri ve kolay ulasilabilir
olmalarma ragmen sonuglarmm molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir®.

Molekiler yontemlerin muazzam duyarlilik ve ozgilliigiine ragmen egitimli personel
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gerekliligi, yogun emek, zaman alic1 ve tiim sarf malzemelerinin ve reaktiflerin maliyeti

gibi dezavantajlar1 mevcuttur®?,
2.4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Duyarlilik ve ozgiilliigiiniin yiiksekligi, hizli ve fenotipi etkileyen faktdrlerden
etkilenmeyen yontem olan molekiiler yontemler artik daha sik kullanilmaktadir. Molekuler
yontemlerde en Onemli problem tespit edilecek diren¢ genlerinin 6nceden tanimlanmasi
gerekmesidir. Tek bir enzim tipini hedefleyen tekli PCR yontemleri veya birden ¢ok enzim
gen tipini belirleyen multipleks PCR yontemleri mevcuttur®®’. Karbapenem direncli
Acinetobacter baumannii complex (CRAB), karbapenem direncli Enterobacterales'in
(CRE) aksine, karbapenemlere direncli P. aeruginosa da karbapenemaz genleri daha az
tespit edilmektedir®. Yapilan calismalar incelendiginde karbapenemaz {ireten P.

aeruginosa’da en sik saptanan gen bolgeleri VIM ve IMP’dir®®.
2.4.2.2. Molekiiler Epidemiyolojide Kullanilan Teknikler

Infeksiyon  hastaliklarmmm  molekiiler epidemiyolojisi, mikroorganizmalari
birbirleriyle karsilastrma esasina dayanmaktadir. Temel amag, tanimlanmis
mikroorganizmalarin genotipik 6zelliklerine dayanarak hastalar arasindaki epidemiyolojik
bir iligkiyi tanimlamaktir. Hastalar arasindaki bulas, klinik tablo ve prognoz icin risk
faktorlerini tanimlanmasi i¢in mikroorganizmalar genetik olarak karakterize edilebilir.
Bundan dolayr molekiiler yontemler, halk saghgi problemlerini ¢6zme konusunda
miidahale veya hastalik Onleme stratejisi olusturma imkan1 sunabilir. Molekuler
epidemiyolojide bircok analiz yontemi kullanilmaktadir. Ana baslik olarak (¢ sinifa ayrilir.
Bunlardan ilki olan Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ile PFGE,
DNA’nm restriksiyon enzimleriyle kesilmesi temeline dayanir. Ikinci olarak PCR temelli
metodlarda; PCR-RFLP, Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR),
Repetitive Sequence Based PCR (Rep-PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus PCR (ERIC-PCR), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ve
Variablenumber Tandem Repeat (VTNR) yer almaktadir. Ugiincii simif olan sekans bazli

tiplendirme yontemlerinde ise MLST, Microarray ve WGS bulunmaktadir'010,

MALDI-TOF MS son yillarda bu amagla kullanilan yontemler arasia girmesine
ragmen yukarida bahsedilen tekniklerle ayrim giicii farkini inceleyen az sayida aragtirma

bulunmaktadirt®?,
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2.4.2.2.1. Multilokus Sekans Tiplendirmesi (MLST)

Molekiiler epidemiyolojide daha sik kullanilmaya baslanan sekans analiz
yontemlerinden biridir. Bu analiz yontemi bakteri DNA’s1 {izerindeki yapisal genlere ait
internal pargalarmin, DNA iizerindeki allellerini saptamayi temel almaktadir. Her
mikroorganizma kokeni i¢in lokusta bulunan alleller, sekans cesidi ile allellik profilini
tespit etmektedir. Sekans tiplemesi yapilarak MLST ile spesifik direng geni sikligi, farkli
cografik bolgelerdeki allellik profilleri, kokenlerin bolgesel veya global dagilimi
goriilebilmektedirt®®,

2.4.2.2.2. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Bu yontem bakteri tiplemesi i¢in “li¢ilincli nesil molekiiler yaklasim™ olarak kabul
edilmektedir. Bu yéntemin temel prensibi kiicik boyutlu fragmanlar da dahil olmak tzere
DNA molekiillerinin, elektrik alanini farkli yonlerde periyodik olarak akim vererek elde
edilen DNA hareketinin zamana ve boyuta bagli yeniden oryantasyonu ile
ayrilabilmesidir®*. Biiyiik DNA molekiilleri, elektrik alanindaki degisikliklere yanit olarak
zigzag yaparak agaroz matriksinden ge¢cmektedir. Kisa atim siireleri daha kiiciik DNA
molekillerin gb¢ etmesine izin verirken daha blylik DNA molekdlleri yanit veremez ve

daha arkada kalacak sekilde dizilmektedirler:®s.

Bu yéntem kullanimu ile genetik veya epidemiyolojik iliskiler belirlenebilmektedir.
Yapilan ¢alismalar, PFGE'nin suslar arasindaki farklilasmada ve bakteriyel salgin
olasiligini arastirmada yiiksek duyarliliga sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen
PFGE sonucu tiplendirmeler ile epidemiyolojik olarak iliskili olan hastalardan, ¢evreden
veya hayvanlardan izole edilen suslarm ayni kaynaktan ¢ikmis olabilecegini

gostermektedirl®,

Tipik bir PFGE sistemi, gii¢c kaynagi {initesi, elektroforez odasi, sogutma modiilii ve
PFGE sonuclarmin  goriintiilenebilmesi icin  jel dokiimantasyon sistemlerinden
olusmaktadir. Bu sistemden veri ¢ikisi elektroforez bantlar1 seklinde olup test edilen

numunelerin bantlama modelleri ile bakteri klonal iliski belirlenmektedir!®.

PFGE ile analiz edilen her izolatin bakteriyel genomunun % 90'indan fazlasinin
DNA fragmanlar1 bant modellerinde gd6sterilebilmektedir. Mevcut protokol eksiksiz
uygulanabilirse, calisilan izolatin DNA bandi profili hemen her zaman stabil ve

tekrarlanabilir 6zellikte olacaktir. PFGE sonuglari; izolatlar arasindaki epidemiyolojik
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iliski ile yiiksek diizeyde uyumluluga sahip olmasina ragmen gergek bir filogenetik iliski
saglanamamaktadir.  PFGE’nin  en  temel  kisithligi,  kiltiri  yapilamayan

mikroorganizmalara uygulanamryor olusudur®®,

PFGE sonuglar1 vurus siiresi, voltaj, uygulama agisi, agaroz tipi ve konsantrasyonu,

degisme araligi, sicaklik ve restriksiyon enziminin 6zelliginden etkilenmektedir.
PFGE Cesitleri

e Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF)

e Rotating Gel Electrophoresis (RGE)

e Field-Inversion Gel Electrophoresis (FIGE)

e Transverse-Alternating Field Gel Electrophoresis (TAFE)

e Orthogonal-Field Alternation Gel Electrophoresis (OFAGE)

e Pulsed-Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis (PHOGE)

e Programmable Autonomously-Controlled Electrodes (PACE)’

CHEF (Counter-Damped Homogeneous Electric Field Electrophoresis)

Bu PFGE c¢esidi; ¢ok sayidaki DNA o6rnegini diiz ¢izgiler halinde homojen elektrik
alan1 olusturan ¢oklu elektrotlar kullanarak ayristirmaktadir. Elektrik alaninm yoniinii
elektrotlara uygulanan akim ile elektronik olarak degistirmektedir. CHEF sisteminde
reoryantasyon ag¢isi 120° olup iki alternatif elektrik alani jel boyunca homojendir. Voltaj
altigen olarak dizilmis kapali bir elektrot etrafinda elde edilmektedir. Sonug itibariyle,
molekiillerin gocii jel boyunca sabit oldugu i¢in jelde genis aralikta DNA molekiillerinin
uygun bir ¢ozinirligi elde edilmektedir. Bu durum da bantlar arasinda daha giivenilir
karsilastirmalara olanak sunar'®®, Sekil 5’te CHEF sistemi sematik gosterimi

gosterilmektedir.
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Sekil 5. CHEF sematik gosterimi %4,

PFGE Analizi

Tenover ve arkadaslarmin!® PFGE yorumlanmasinda siklikla kullandiklar
kriterlerine gore, "yakm iligkili" bakteri suslarinin PFGE bantlama desenlerinde iki ila t¢
bant farki vardir, dort ila alt1 bant fark1 olan suslar "muhtemel iligkili” olup yedi veya daha
fazla bant farkinin olmasi suslarin iliskisiz oldugunu ifade etmektedir. PFGE bant
desenlerini kabaca gdzlemleme ilk izlenim i¢in yeterli olabilse de, karsilastirilan bant
desenleri arasindaki mesafe arttikga (yani jeller iizerinde ¢ok yakin olmadikga) bu sekilde
yorumlama giderek daha sinirli hale gelmektedir. Bundan dolay1 analiz i¢in BioNumerics
ve GelCompar (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgika) gibi bilgisayar destekli ticari

olarak mevcut programlar gelistirilmistir040,
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Besiyerleri
3.1.1. Koyun Kanh Agar (%5) Besiyeri

Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda hazir petri olarak (GBL, Turkiye) hizmet

alimi yapilip kullanim siiresine kadar +4°C’de muhafaza edildi.
3.1.2. Eozin-Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri

EMB agar (Himedia, Hindistan) toz besiyerinden iiretici firmanin yapim
talimatlarma uyularak hazirlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra 45—
50°C’ye kadar sogutuldu. Aseptik sartlarda 50 ml besiyeri, steril plastik veya cam petrilere

dokuldu ve kullanilana kadar +4°C’de sakland:.
3.1.3. Luria Bertani (LB) Besiyeri

Luria bertani besiyeri; distile suya %1 oraninda Tryptase (Conda Pronadisa,
Ispanya), %0,5 oraninda Yeast Extract (Conda Pronadisa, Ispanya), %1 oraninda NaCl
(Sigma, ABD) eklenip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilerek hazirlandi. Steril
ependorf tupdnin icine %20 gliserol (Carlo Erba, Fransa) olacak sekilde igine

mikroorganizma ekilmis 16-18 saat bekletilmis LB eklenerek 1 mL’ye tamamlandi.
3.1.4. Mueller-Hinton Agar (MHA)

Mueller-Hinton Agar (Himedia, Hindistan) toz besiyerinden iiretici firmanin yapim
talimatlarina uyularak hazirlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra 45—
50°C’ye kadar sogutuldu. Aseptik sartlarda 50 ml besiyeri, steril plastik veya cam petrilere
dokiildii ve kullanilana kadar +4°C’de saklanda.

3.1.5. Biyokimyasal Belirtecler icin Kullanilan Besiyerleri
Biyokimyasal belirtecler i¢cin kullanilan besiyerler hazir alindi.
e Triple Sugar Iron (TSI) (GBL, Turkiye)
e Simmons Citrate agar (GBL, Turkiye)
e Urea Agar (GBL, Turkiye)

e Sulfide Indole Motility(SIM) besiyeri (RTA, Tlrkiye)
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3.2.Kullanilan Cozeltiler

Tris-HCI (1M) Stok: 157.6 g Tris hassas terazi ile tartilip distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. HCl ile pH 8.0’a ayarlanip otoklavlandi.

EDTA (1M) Stok: 372.4 EDTA hassas terazi ile tartilip distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanip NaOH pelletleri yardimiyla pH’s1 8.0’a ayarlanip otoklavlandi.

Hucre Lizis Solusyonu-1 (HLS-1): 750 ml steril distile su ile 50 ml Tris (1 M, pH
8.0), 100 ml EDTA (0.5 M, pH 8.0) ve 100 ml %10 Sarkozil (N-Lauroylsarcosine
Sodium salt) karistirildi. Calisma esnasinda gereken miktarda soliisyona, kullanim
oncesinde, son konsantrasyon 0,1 mg/ml olacak sekilde Proteinaz K (20 mg/ml)

eklendi.

Hicre Lizis Solusyonu-2 (HLS-2): 50 ml Tris (1 M, pH 8.0), 100 ml %10
Sarkozil (N-Lauroylsarcosine Sodium salt) karistirildi. Calisma esnasinda gereken
miktarda soliisyona, kullanim Oncesinde, son konsantrasyon 0,1 mg/ml olacak

sekilde Proteinaz K (20 mg/ml) eklendi.

Etidyum Bromar (10 mg/ ml stok): 200 ul Etidyum bromiir 400 ml distile su ile
karistirildi.

Sarkozil: 80 ml distile suda 10 g Sarkozil (N-Lauroylsarcosine, Sodium salt)

¢oziilerek distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

TE (Tris EDTA): 20 ml Tris (1 M, pH 8.0) ve 4 ml EDTA (0.5 M, pH 8.0)
karistirildi. 2000 ml’ye tamamlayacak sekilde distile su ilave edilip otoklavland1.

HST: Huicre Suspansiyon Tamponu: 100 ml Tris (1 M, pH 8.0), 200 ml EDTA
(0.5 M, pH 8.0) karistirildi. 1000 ml’ye tamamlayacak sekilde distile su ilave edilip

otoklavlandi.

Kesim Tamponu (10X buffer, 10 U /ul Spel): Her bir izolat icin 10 pul 10x Spel
tamponu, 2 pl Spel enzimi (10 U /ul), 88 ul steril ultra saf su karistirild.

TBE 10X: 108g Tris-base, 55 g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
karistirildi. 1000 ml’ye tamamlayacak sekilde distile su ilave edilip otoklavlandi.

TAE 50X: 242 g Tris, 57.1 ml glisiyal asetik asit, 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
karistirildi. 1000 ml’ye tamamlayacak sekilde distile su ilave edilip otoklavlandi.
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3.3. Kullanilan izolatlar, Tamimlanmasi ve Antibiyotik Duyarhhgmin Belirlenmesi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji
laboratuvarma gonderilen klinik 6rneklerin %5 koyun kanli (RTA, Tirkiye) ve Eozin
Metilen Blue (RTA, Tiirkiye) agara ekimleri yapildi. Kiiltirinde iireme olan Ornekler,
koloni morfolojisi, Gram boyanma 06zellikleri ve biyokimyasal parametlerine gore
incelendi. Pseudomonas oldugu diisiiniilen mikroorganizmalar VITEK-2 (BioMérieux,
Fransa) tam otomatize tiplendirme sistemi ile tiir diizeyinde tanimlandi. Pseudomonas
aeruginosa olarak tanimlanan mikroorganizmalar 0,5 McFarland bulanikligina ayarlanarak
VITEK-2 (BioM¢érieux, Fransa) otomatize sistemi ile antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi.
Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 EUCAST rehberindeki sinir degerlerine  gore

degerlendirildi'*1!2,

Calisma i¢in Temmuz 2018 ile Mart 2021 tarihleri arasinda izole edilen 58 adet
CRPA izolat1 toplandi. Toplanan izolatlarin LB siv1 kiiltiirleri molekiler mikrobiyolojik
yontemler gerceklestirilinceye kadar %20 gliserolde -80°C’de stoklandi. Poliklinik, servis,
yogun bakimda yatan tiim hasta profillerinin yalnizca bir érnegi calisildi. Ilimizde pediatrik

ornekler Rize Devlet Hastanesi’nde ¢alisildigi i¢in ¢calismaya dahil edilemedi.
3.4. Viriilans ve Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Saptanmasi
3.4.1. Suslarin Canlandirilmasi

Tiir diizeyinde tanimlanmasi ve -80°C stoklar1 yapilmis olan bakterilerden %5
koyun kanli agar besiyerine aseptik kosullarda seyreltme ekimi yapildi. Etiivde 37°C’de
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra safligi kontrol edilerek saf olan tek koloniden %5

koyun kanli agar besiyerine pasaj yapildi.
3.4.2. DNA lzolasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu deneylerinde kullanilacak kalip DNA’lar kaynatma
metodu'®® ile yapildi. Bakteriler seyreltme ekim yontemi ile %5 koyun kanli agara ekildi.
Bu kultirden saf koloni, LB siv1 besiyerine ekilerek c¢alkalamali etiivde 36°C’de 18 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reme gerceklen LB kiltiirinden 1 ml mikrosantrifij
tiiplerine aktarildi. Kisa sireli vortekslenip sonrasinda bir dakika 13.000 rpm’de
santrifiijlendi. Dipteki pelete dokunmadan tstteki sivi faz tamamen cekilip yerine 1 mi

steril saf su ilave edildi ve vortekslenerek ¢0zuldl. Yikama islemi iki kez tekrar edildi.
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Yikama sonrasi elde edilen bakteri siispansiyonu kuru isitici blogunda (HLC
Biotech, Almanya) 95-100°C’de 15-20 dakika inkube edildi. Stre sonunda mikrosantrifij
tupleri 20 dakika oda isisinda bekletildikten sonra, 10 dakika sogutmali santrifiijde (+4 °C)

10000 rpm’de santrifiijlendi. DNA iceren slpernatant kismindan 450 ml steril bir

mikrosantrifiij tiipline aktarilip etiketlendi. izole edilen DNA, deney asamasinda

kullanilana kadar -20 °C’de sakland:.

3.4.3. Virulans ve Antibiyotik Direng Genlerinin PCR ile Arastirilmasi

Tablo 3’te verilen reaktifler kullanilarak PCR’lar ¢alisildi.

Tablo 3. PCR karisimindaki reaktifler ve miktarlari.

Reaktifler Miktar(ul)

RNAse, DNAse free distile su 18,9

Tampon (10X) (Thermo Scientific, ABD) 2,5

MgCl, (25mM) (Thermo Scientific, ABD) 1,5

dNTP (dATP, dGTP, dT.TP,'d'CTP)(her biril0 mM) (Thermo 05
Scientific, ABD) ’

Primer-F (10 ppm) 0,25

Primer-R (10 ppm) 0,25

Taq Polimeraz (Thermo Scientific, ABD) 0,1
DNA 1

Toplam Hacim 25

Klinik 6rneklerden izole edilen izolatlarda yedi adet karbapenemaz geni ve virtilan

suslarda sik goriilen bazi viriilans genleri In-house PCR yontemi ile arastirildi. Caligmada

kullanilan primerlere ait bilgiler Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Antibiyotik diren¢ genlerinin ve virtlans genlerinin PCR ile arastirilmasinda

kullanilan primer dizileri, amplikon biiyiikliikleri(bp) ve primer baglanma sicakliklar1
(Tm).

Primer Amplikon
Primer Dizisi (5°=23’) Biiyiikliigii(Baz Tm Referans
Adi Cifti)

F: CATGGTTTGGTGGTTCTTGT . e
blaywe R: ATAATTTGGCGGACTTTGGC 488 56°C

bla F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 280 58 14
VIM R: TGCTACTCAACGACTGAGCG °C
blaoxass F: GCGTGGTTAAGGATGAACAC 442 Eo0c s

R: CATCAAGTTCAACCCAACCG

F: ATGTCACTGTATCGCCGTCT . 16
blaec R: TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 893 55°C

F: GAGATTGCCGAGCGACTTG . 17
blanow R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT < S7°C

F: CGCCGCAACTGACCCGCTACA 118
blamexy 58

R:GGACCACGCCGAAACCGAACG

F: TACAAGGGATTCGGCATCG . s
blasim R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG 570 52°C

eX0A F: AAC CAG CTC AGC CACATGTC 396 68 120

R: CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC
GCT
exoT F: AAT CGC CGT CCA ACT GCATGC 152 58 120
G

R: TGT TCG CCGAGG TACTGCTC

exoY F: CGG ATT CTATGG CAG GGA GG 289 58 120
R: GCC CTT GAT GCA CTC GAC CA

algb F: ATGCGAATCAGCATCTTTGGT 1311 48 121
R: CTACCAGCAGATGCCCTCGGC

lasR F:AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 130 52 122
R: GTAGTTGCCGACGACGATGAAG

rhiR F-TGCATTTTATCGATCAGGGC 133 52 122
R: CACTTCCTTTTCCAGGACG
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3.4.4. Amplifikasyon Kosullan

Amplifikasyon asamasinda TC-5000 PCR System (Techne, ABD) ve AB PCR
System (Applied Biosystems, Singapur) cihazi olmak lizere iki ayri cihaz kullanild1
Cihazlara her gen bolgesi i¢in ayr1 dongl parametrileri yiklendi. PCR tupleri cihaza
yiiklendikten sonra ¢aligilan gen dizisine uygun protokol programi ¢aligtirilip PCR Griinleri
elde edildi. Calisilan genlere ait dongl parametrileri Tablo 5°te belirtilmis olup kaynaklar
primer bilgilerini igeren tabloda (Tablo 4) belirtilmistir.

Tablo 5. PCR deneylerinde kullanilan dongli parametrileri.

Gen ik Sikdus Denatirasyon Baglanma PrimerUzama Final
Denatlrasyon sayisi Uzamasi
IMP 94°C,5 dk. 34 94°C,1 dk. 54°C,1dk. 72°C,50sn. 72°C,7 dk.
VIM 94°C,5 dk. 32 94°C,30sn.  57°C,30sn.  72°C,45sn.  72°C,7 dk.
OXA-48  94°C,5 dk. 34 94°C,1dk.  55°C,1dk.  72°C,50sn.  72°C,7 dk.
KPC 94°C,5 dk. 34 94°Cc,1dk.  55°C,1dk.  72°C,1dk.  72°C,7 dk.
NDM 94°C,3 dk. 34 94°C,45sn. 52°C,1dk. 72°C,1.5dk.  72°C,7 dk.
SIM 94°C, 10 dk. 36 94°C,30sn.  52°C,40sn.  72°C,50sn.  72°C, 5dk.
mexy 95°C, 30 sn. 45 95°C, 5sn. 58°C,10 sn. 72°C, 20sn. 72°C,5dk.
ex0A 95°C, 2 dk 30 94°C, 1 dk 68°C,1dk  72°C, 1dk. 72°C, 7 dk.
exoT 94°C, 2 dk 36 94°C,30sn. 58°C,30 sn. 68°C, 1 dk. 68°C, 7 dk.
exoY 94°C, 2 dk 36 94°C,30sn. 58°C,30 sn. 68°C, 1 dk. 68°C, 7 dk.
algD 94°C, 5 dk. 30 94 °C,45 sn. 53°C,1 dk. 72°C,1 dk 72°C,7 dk.
lasR 95°C, 2 dk. 30 95°C,40sn.  60°C, 1 dk. 72°C, 2 dk. 72°C,10 dk.
rhIR 95°C, 2 dk. 30 95°C,40sn.  60°C, 1dk. 72°C, 2 dk. 72°C,10 dk.
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3.4.5. Elektroforez ve Goriuntileme

Elde edilen PCR drinlerini goruntileyebilmek icin yatay jel elektroforezi
kullanildi. Elektroforez i¢in %1°lik agaroz jel hazirlandi. Temiz bir beher igerisine 1 gr
agaroz (Sigma, ABD) konulup total hacim 1X TAE tamponu ile 100 ml’ye tamamlandi.
Mikrodalga firmda agaroz tamamen ¢Ozinunceye kadar isitildi. Jel sicakligi yaklagik 50-
55°C’ye diistiigiinde, igerisine 0.5 pg/ml etidyum bromr solisyonu eklendi. Elektoroforez
yatagina taraklar yerlestirildikten sonra agaroz yatagmin igine dokiildii ve yaklasik 30
dakika katilasmasi beklendi. Agaroz katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilarak, elektroforez
yatag icerisinde jel ile birlikte tanka (Cleaver Scientific, Ingiltere) yerlestirildi. Jelin Gizeri
kapanacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi. Taraklarm olusturdugu kuyucuklara PCR
iirtinleri 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, ABD) ile karistirilarak (2 pl boyaya 8
ul driin) ydklendi. Jeldeki ilk kuyucuga GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo
Scientific, ABD) yiklendi. Elektroforezde 100 V’da 60 dakika yiiriitiildi ve DNR Bio
Imaging System (MiniLumi, Israil) jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi, fotograflandi

ve degerlendirildi.

3.5. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Bu calismada Durmaz ve arkadaslarnm!®® PFGE protokolii modifiye edilerek

uygulandu.

Izolatlar ilk olarak canlandirilmasi amaci ile stok besiyerinden %5 koyun kanli
agara pasajlandi. 36°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Saf kiiltiir halinde lireyen koloniler
steril plastik 6ze ile 1 ml HST icinde suspanse edildi ve mikroorganizma yogunlugu
McFarland 4 olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen siispansiyon, 11.200 rpm’de 4°C’de 10
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda siipernatant kismi dokiildd. Pelletin Gizerine
tekrar 1 ml soguk HST eklendi ve pellet homojenize oluncaya kadar vortekslendi.
HST’ndan 10 ml alinip icerisine 0,2gr low melting agar (Bio-rad, ABD) eklendi ve

mikrodalga firmda homojenize olmasma dikkat edilerek eritildi.

Karigimin Gzerine yavasga 1 ml %10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS) ilave
edilerek yavasca karistirilip 55°C'deki kuru 1s1 bloguna yerlestirildi ve karisimdan 100ul
alinarak 1s1 blok {iizerinde bulunan ependorf tiiplerine dagitildi. Ependorf tiplerine
dagitildiktan sonra Uzerlerine bakteri Siispansiyonundan 100ul almip pipetaj yapilarak

homojen olarak karistirildi. Hemen, hiicre agaroz-SDS karisimidan agaroz kalip aparatina
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dagitildi. Kaliplar, +4°C’ye konulup agarozun katilagsmasi beklendi. 0.5 ml HLS-1
solisyonu hazirlanip agaroz kaliplar igerisine konulduktan sonra 37°C’de 1.5 saat
calkalamali su banyosunda inkiibe edildi (Memmert Wnb-14, Almanya). 1.5 saat sonra
HLS-1 solusyonu dokulerek, yerine 0.5 ml hucre HLS-2 ilave edildi ve 55°C’de 2.5 saat
calkalamali su banyosunda bekletildi.

Lizis asamas1 yapildiktan sonra yumusayan agaroz kaliplarin hizli sogumasi i¢in
tupler buz igerisinde 10 dakika bekletildikten sonra lizis soliisyonu dokuldi. Daha sonra
kaliplar 55°C’de 2ml steril ultra saf su igerisinde ¢alkalamali su banyosunda 3 kez yikand:.
Her yikama asamasinda su banyosunda 15 dakika bekletildi. Ultra steril su ile yikama
isleminden sonra agaroz kaliplar1 55°C’de 2 ml Tris EDTA(TE) tamponuyla yine her
yikama 15 dakika olmak iizere 3 kez daha yikandi.

Yikama iglemlerinden sonra Ornekler 2 ml TE igerisine eklenerek +4°C’de saklandh.
18-24 saat sonra agaroz kahbi bir lam tizerine alinarak bistiri ile 1/3 oraninda kesildi.
Olusan pargalar 100 pl 1x Spel tamponu igine almarak 37°C derece etiivde 15 dakika
bekletildikten sonra bu tampon bosaltildi. Her agaroz kalibi igin restriksiyon enzim
karisimi hazirland1 (10 pl 10x Spel tamponu + 2 pl Spel enzimi (10 U /ul) + 88 pl steril
ultra saf su). Agaroz kalibina bu karisim eklenerek etiivde 37°C’de 2.5 saat bekletildi. 2.5
saat sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi. 2 litre 0.5x Tris Borik Asit EDTA
(TBE) buffer hazirlanip igerisinden 100 ml ayrildi. Kalan tampon elektroforez tankina
dokiildii. Ayrilan 100ml tampon igerisine 1 gr pulsed-field agaroz (Bio-Rad, ABD)
eklendi. Bu sekilde %]1°lik agaroz hazirlandi ve mikrodalga firinda eritildi. Spel ile
kesilmis olan agaroz kaliplarin her biri tarak diglerinin u¢ kismma yerlestirilerek agaroz
dokiilecek kaset hazirlandi. Taragin kenar ve ortasindaki dislerine (ilk ve soldan sekizinci
dise gelecek sekilde) Marker kaliplar yiikklendi ve agaroz dokiilecek kaset igine
yerlestirildi. Agaroz hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek kaset igine dokildu. Oda
isisinda 20 dakika bekletildi, agaroz katilastiktan sonra dikkatlice tarak cekildi ve

elektroforez tankima yerlestirildi.

Elektroforez tankina yerlestirdikten sonra CHEF-DR |1 sisteminde (Bio-Rad, ABD)
elektoforez kosullar1 su sekilde ayarlandi : Baslangi¢c vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi
30 sn, vurus agist 120°, akim 6 V/em? , sicaklik 14°C, elektroforez siiresi 20 saat (TBE
tamponu pH=8.0). Elektroforezden sonra jel boyanmasi i¢in 5 pg/ml etidyum bromr

iceren 500 ml distile su icerisine 20 dakika bekletildi. Daha sonra jel, 500 ml saf su
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icerisinde 10 dakika bekletilerek dekolorize edildi. UV goriintiileme cihazina (Mini Lumi,
Israil) konularak DNA bantlar1 gériintiilenip fotografi ¢ekildi. Cekilen resimler TIFF
formatinda kaydedildi. Resim 2’de laboratuvarimizda kullanilan CHEF-DR Il sisteminin

resmi verilmistir.

Dendogram analizi i¢in PyElph 1.3 programini kullanildi. Jel bantlarinin birbiri ile
yakinlik distance' n1 %2 olarak belirlendi. %10 benzerlik oranina gore aldigimizda toplam

10 cluster elde edilmis olup kiimeleme analizi olarak ta UPGMA analizi yapild1.

Resim 2. Laboratuvarda bulunan CHEF-DR 11 sistemi (Bio-Rad, ABD)

3.6. istatistiki Veriler

Verilerin istatistik analizleri SPSS 25.0 (Statistical PackageforSocialSciences
SPSS, Inc., Chicago, Ilinois) paket programi kullanilarak yapildi. Frekans tablolari, say1,
yiizde gibi tanimlayict istatistiklerden faydalanildi. Tanimlayict degerler say1 (n), yiizde
(%), ortalama (ort.) olarak; kategorik veriler isesay1 (n), yiizde (%) olarak ifade edildi.
Kategorik verilerin siklik oranlar1 arasindaki farkin karsilastirilmasinda Pearson’s Ki-kare
ve Fisher’s uygunluk testleri kullanildi. Yapilan testler i¢in istatistiksel anlamlilik diizeyi

p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisilan 58 izolatin 29 tanesi (%50) yogun bakim, 19 tanesi (%33) servis, 10 tanesi
(%17) poliklinik hastalarindan izole edildi. Bu izolatlarin 22 (%38) tanesi solunum yolu,
12 (%21) tanesi doku/surintd, 10 (%17) tanesi idrar, 7 (%12) tanesi kulak akmtisi, 5 (%9)
tanesi kan ve kateter, 2 (%3) tanesi steril viicut sivisi (ikisi de parasentez) orneklerinden
izole edildi. Sekil 6°da klinik drneklerin geldigi hastane tinitesi ve drnek tiiriine ait bilgiler

gosterilmektedir.

Orneklerin geldigi klinik 6rnek tir
= POLIKLINIK
] B doku/ yara slrintusi B kan/kateter
| SERVIS
. o B solunum yolu W idrar
M YOGUN BAKIM UNITESI
H kulak akintisi m steril vicut sivisi

3%

A B
Sekil 6. A. Orneklerin geldigi klinik B. Ornek Tri

4.1.Antibiyogram Sonug¢lar

Calisilan tiim izolatlara ait numaralar ve antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 6’da

gosterilmektedir.
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Tablo 6. Izolatlara ait antibiyogram sonuglari, ornekleri gonderen klinik ve ornek tir
bilgileri.
Izolat Klinik Ornekturd IPM MEM AK GN TOB CAZ FEP CIP LEV TzP
numarasi

H1 ortopedi servis doku R R | R S R R R R R

H2 anestezi YBU kan/kateter R R R R R R R R R R

H3 dahiliye servisi yara R R R R R R R R R R

surdntasu

H4 anestezi YBU TAK R R S s S R R S S R

H5 cerrahi YBU balgam R R R R R R R R R R

H6 dahiliye YBU kan R R R R R R R R R R

H7 cerrahi YBU TAK R R S s S R R R R R

. .. . kulak

H8 KBB poliklinigi R R R R R R S R R R
akintisi

H9 anestezi YBU idrar R R R R R R R R R R

H10 KBB poliklinigi Kulak R R R R R R R R R R
akintisi

H11 plastik cerrahi doku R R R R R R R R R R

poliklinigi
H12 cerrahi YBU TAK R R s s S S S R R R
H13 cerrahi YBU yara R R R R R R R R R R
suruntasu
H14 gogis hastaliklan lavaj R R R R R R R R R R
Servisi

H15 KBB poliklinigi kulak R R R R R s R R R R
akintisi

H16 dahiliye servisi idrar R R S S S R R R R R

H17 cerrahi YBU TAK R R R R R R R R R R

H18 dahiliye YBU doku R R s R S S S S S S

H19 dahiliye YBU yara surlntl R R S R S S S S S S

H20 evde saglik idrar R R S s s R R R R R

hizmetleri
H21 dahiliye YBU kan R R s R S R R S R R
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Tablo 6. (devam)

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H29

H30

H31

H32

H33

H34

H35

H36

H37

H38

H39

H40

H41

H42

H43

H44

dahiliye YBU

cerrahi YBU

cerrahi YBU

KBB poliklinigi

dahiliye YBU

cerrahi YBU

dahiliye YBU

ortopedi servis

enfeksiyon
hastaliklar1 servisi

dahiliye YBU

dahiliye servis

palyatif bakim
Unitesi

g0giis hastaliklari
servisi

dahiliye servis

cerrahi YBU

dahiliye YBU

dahiliye poliklinigi

dahiliye servisi

KBB poliklinigi

dahiliye YBU

2.basamak YBU

dahiliye YBU

g0giis hastaliklari
servisi

doku

kan

TAK

kulak
akintisi

TAK

TAK

TAK

doku

doku

TAK

idrar

asit

TAK

yara surintd

TAK

idrar

idrar

idrar

kulak
akintisi

TAK

balgam

TAK

TAK
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Tablo 6. (devam)

H45

H46

H47

H48

H49

H50

H51

H52

H53

H54

H55

H56

H57

H58

dahiliye YBU

KBB poliklinigi

g0giis hastaliklari
servisi

anestezi YBU

cerrahi YBU

cerrahi YBU

dahiliye servisi

dahiliye servisi

covid servisi-9
(beyin cerrahi )

anestezi YBU

covid servisi-9
(beyin cerrahi )

KBB poliklinigi

gogiis hastaliklari
servisi

acil poliklinigi

TAK

kulak
akintisi

balgam

TAK

doku

TAK

kateter

parasentez

yara
surantdsu

idrar

TAK

kulak
akintisi

idrar

idrar

R

R

S

R

S

R

R

R

IPM: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikasin, GEN: gentamisin, TOB: tobramisin,
CAZ: seftazidim, FEP: seftazidim, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin, TZP:
piperasilin tazobaktam (S: duyarli I: orta duyarl R: direncli )

[zolatlarin

gosterilmektedir.

antibiyotik  duyarlilik

sonugclar1
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Tablo 7. izolatlarm (n=58) antibiyotik duyarlilik yiizde sonuglari.

Antibiyotik S, n(%) 1, n(%) R,n(%)
Imipenem (IPM) 0 0 58(%100)
Meropenem (MEM) 0 0 58(%100)
Amikasin (AK) 29(%50) 5(%8.62) 24(% 41.8)
Gentamisin (GEN) 19(%32.7) 0 39(% 67.2)
Tobramisin (TOB) 30(%51.7) 0 28(%48.2)
Seftazidim (CAZ) 11(%18.9) 0 47(%81.03)
Sefepim (FEP) 10(%17.2) 1(%1.7) 47(%81.03)
Siprofloksasin (CIP) 16(%27.5) 3(% 5.1) 39(%67.2)
Levofloksasin (LEV) 12(%20.6) 2(% 3.45) 44(%75.8)
Piperasillin/tazobaktam (TZP) 5(%8.6) 0 53(% 91.38)
Kolitsin (COL) 58(%100) 0 0

S: duyarli I: orta duyarli R: direncli

4.2. Direncg ve Viriilans Genleri Tarama Sonuclari

Izolatlarm belirlenen direng ve viriilans genlerinin PCR tarama sonuglar1 Tablo
8’de gorulmektedir. Dort izolatta (H17, H18, H21, H22) diren¢ ve virtilans geni tespit

edilemedi.
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Tablo 8. izolatlarda PCR ile belirlenen direng ve viriilans genleri.

Izolat no Direng geni Virtlans geni
H1 mexyY exoT,
H2 - algD
H3 mexyY -
H4 mexyY -
HS5 mexyY exoT
H6 mexyY -
H7 mexyY -
H8 mexyY -
H9 mexyY -
H10 mexyY exoT
H11 mexyY exoT
H12 mexyY exoY, exoT
H13 mexyY exoT, algD
H14 mexY exoT
H15 mexyY algD
H16 mexy exoT, algD
H17 - -
H18 - -
H19 - exoY
H20 - exoY, exoT
H21 - -
H22 - -
H23 - exoY
H24 - exoY
H25 - exoY, exoT, algD
H26 - exoY, exoT
H27 - exoY, exoT
H28 blavim exoY, exoT
H29 - eX0A, exoY, exoT
H30 mexY exoY, exoT, algD
H31 - exoY, exoT, algD
H32 mexY exoY, exoT
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Tablo 8. (devam)

H33 mexyY exoY

H34 - exoY, exoT, algD
H35 - exoY, algD
H36 - exoY

H37 - exoY, exoT
H38 - exoY, algD
H39 - exoY

H40 mexy exoY, exoT, algD
H41 blavim, mexyY exoA, exoY, exoT
H42 mexY exoY, exoT, algD
H43 - exoY, exoT, algD
H44 mexY exoY, exoT
H45 mexy exoY, mexY, algD
H46 mexyY exoY, exoT, algD
H47 mexy exoY, exoT, algD
H48 blavim exoA, exoY, exoT, algD
H49 - exoA, exoY, algD
H50 - exoA, exoY, algD
H51 - exoT, algD
H52 mexyY exoY, exoT, algD
H53 mexY eX0A, exoY, exoT
H54 - exoY, exoT, algD
H55 - exoA, exoY, exoT, algD
H56 mexyY exoA, exoY, algD
H57 - exoY, exoT, algD
H58 - exoA, exoY, algD

Resim 3’te tespit edilen direnc ve virlilans genlerine ait jel gorunttst ve bilgileri

verilmistir.
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1200bp

1000bp

700bp
500bp

300bp

200bp
100bp

Resim 3. exoY, mexy, exoA, exoT, blaVIM, algD genlerinin agaroz jel ile gérinttlenmesi.
MWM, Moleculer Weight Marker (Molekiiler Agirlik Marker) (100bp DNA Ladder,
Vivantis); 1, exoY geni (289bp); 2, mexy geni (522bp); 3, exoA geni (396bp); 4, exoT geni
(152bp); 5, blaVIM geni (780bp); 6, algDgeni (1310bp).

4.3. PFGE Sonuclan

Izolatlarin U¢ tanesinde (H4, H20, H36) tekrarlayan c¢aligmalara ragmen bant

goriintiisii almamamugtir. Degerlendirme asamasinda Marker olarak P. aeruginosa ATCC

27853 kullanildi.

Izolatlarm PFGE DNA band goriintileri Resim 4’te gosterilmektedir.
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Resim 4. PFGE jel band goruntuleri ( M: Marker )

Sekil 7°de izolatlarin dendogram goriintiileri verilmistir.
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? aaurog nosaPFGE P aeuroginosa PFGE
Yo Gendtd Kiinik Omek tiri
| TVHIITOTR 1 e . H3 Ot gahiliye senvisi yara sinineisd
I 1111 T TR | L cerahi Y80 algam
(O |1 | R ET T B2 2 enfeksiyon hastalikdan senvisi doku
(O (1 (RO - : it o
LR || | (RS THIIVERIE 3 anestezi Y80 idrar
([ (1| CECT LT HIE 3 £6is hastalidan senvisi -
I L T R o anestezi Y80 kenkateter
' 1 T HE § dahiliye YBU ian
| NN l H 6 plastik cerrahi poliklinigi doku
1 1AL | T ST TR ST B cerrahi Y80 Yara sarintisd
I | | 18113 [ & 2] ARIRT HE 7 KBB polikfinigi kulak abnts:
{ {0011 Ht 8 ortopedi senvisi doku
1 {BLRe 1) ‘ CE) cerrahi Y80 Doku
| lHlH'IY' R ([ [ [[]] 3 9 dahifiye poliklinii idrar
i {1 IR HR 10 dahiliye senvisi idrar
[ | {117 TR RTHTTT ST S H anestezi YBU idrar
(I | {11117 YA (BT Ha 12 dahliye Y80 TAK
L SR (1T (378 [ TN HE 13 anestezi YBU TAX
| 1§ | T H12 cerrahi YBU TAX
| (TR R1 | (S (a1 18l (L) KO 15 KBB polikiinigi kulak akantsi
i s] W T T HE 16 2basamak YBU balgam
U1 11T TR T TR Ka 1 dabliye Y80 T
| T TR YR I HIO 18 KBB polikdinigi kulak alantist
& (M ammy 1 HS 19 dailiye YBU TAX
] (PO SR AT WS 20 ortopedi senvis doku
b QORI [ (STRTIEITIO.  #s 2 KBB politini kudak zbnts
O | LR R ' L dahiliye Y80 TAX
t Dot By o cerrani Y80 TAK
| h | 1111 [ I KBB polikiinigi fulak zhontis:
| || 3L} HE o gogUs hastalidan senvisi balgam
¢ Dmenee o CERS cermahi Y80 TAX
i | WIEET T SR E HS! 2% dahiliye senvisi kateter
O e DEER dahiliye servisi parasentez
I | IR | AT A7 §0%0s hastalidan senisi TAX
€ P s HT 28 g0&Us hastalian senvisi idrar
O 1 T LTI T KR 29 2l poikini idrar
(00 A0 B w KBB polikdinigi Fulak 2hontist
[l [ Bre dahiliye senvisi idrar
(L (ARTRRTAT ECE dahiliye YBU yera sirintisisi
(N {1 TR TSR | ] cerrahi Y80 ¥an
R {11 (AR Bz 3 cerrai Y80 TAX
(V0 HIT 32 cerrahi Y80 TAX
, | W% KBB poliklinigi kulak akontisi
{1 00/040 1IN0 RE B 3 dahiliye YBU doku
ORI | [EET dahiliye YBU ian
(AT iz 3 dahiliye YBU doku
(R RTR! [T RN HY 3% dahiliye YBU idrar
IR LIR 1R RN TR HE 36 dahiliye YBU TAX
(| EEE TR TTT He 3 £020s hastaidan seni ™~
TR R J B 3 beyin cerrahi senisi yara siruntlsisi
(I B m beyin cemahi senisi TAX
AR HE 39 dhiliye seniisi yara sirintisist
(FTRR0 3T T LE cerrahi Y80 TAX
WALAAR HR 4 dahiliye senvisi idrar
m‘l (Mlill 8 (I | | | HZ e palyatif baiam initesi parasentez

Sekil 7. PFGE dendogram gortntileri (YBU :yogun bakim {initesi, TAK : trakeal aspirat
kiiltirti, KBB: kulak burun bogaz ) (orijinal)
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Toplam 55 P.aeuroginosa izolatinin dahil edildigi ¢alismada baskin bir salgin susu
saptanmadi. 55 P. aeuroginosa izolati arasinda 41 farkli genotip tespit edilmis olup
kiimelesme gosteren izolatlar 12 farkli kiime igerisinde toplanmistir (tolerans 1.0,
optimizasyon 1.0, cutoff %85). 55 P. aeuroginosa izolatinin 26’s1 herhangi bir kiime
icerisinde yer almakta olup, kiimelesme oran1 % 47’dir. En biiyiik kiimeler 3 izolatin yer
aldig1 genotip 30 ve 34 kiimeleridir. Diger kiimeler ikiser izolatin yer aldig1 genotip 1, 2, 3,
6, 8, 23, 26, 31, 38 ve 41 kimeleridir.

4.4, Istatistik Degerlendirme Sonuclar

Tablo 9’da solunum yolu ve solunum yolu dis1 orneklerinden izole edilen
bakterilerde taranan diren¢ ve virilans gen oranlarinin istatistiki analiz sonucu

gorulmektedir.

Tablo 9. Direng ve viriilans genlerinin kategorilendirilmis o6rnek tiirleriyle istatistiki
iligkisi.

Solunum Yolu

Direnc/Virilans Solunum Yolu Dist Toplam(n=58) p

Genin(%) Ornekleri(n=22) Ornekler(n=36) degeri
blaoxa-s 0 0 0
blasim 0 0 0
blaviv 3(%5.2) 0 3(%5,2) 0.05*
blaive 0 0 0
blakpc 0 0 0
blanpm 0 0 0
exoA 4(%6.9) 5(%8.6) 9(%15.5) 0.718*
exoY 17(%29.3) 21(%36.2) 38(%65.5)  0.141%*
exoT 15(%25.9) 18(%31) 33(%56.9)  0.175%*
algD 9(%15.5) 17(%29.3) 26(%44.8)  0.639%*
mexY 10(%17.2) 18(%31) 28(%48.3)  0.737**
lasR 0 0 0
rhiR 0 0 0

*Fisher Exact testi, **Pearson Ki-kare testi. Istatistiki olarak anlamli p degerinin alt1
cizilidir.

Tablo 10°da exoY ile antibiyotik direnci arasindaki iligkinin istatistiki analiz sonucu

gorulmektedir.
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Tablo 10. exoY geniyle antibiyotik direnci arasindaki iligkinin istatistiki analiz sonucu.

Antibiyotik n(%6) ~ D'ren exoY nogatif  ToPlam

y i durumu  pozitif(n=38) (ngzo) (n=58)  degeri

Amikasin (AK) S 220637.9)  7(%12.1)  29(%50)  0.097%*
R 16(%27.6)  13(%22.4)  29(%50)

Gentamisin (GEN) S 16(%27.6)  3(%5.2)  19(%32.8) 0.037%*
R 22(%37.9)  17(%29.3) 39(%67.2)

Tobramisin (TOB) S 23(%39.7) 7(%12.1)  30(%51.7) 0.064**
R 15(%25.9)  13(%22.4) 28(%48.3)

Seftazidim (CAZ) S O%155)  2(%34)  11(%19)  0.299*
R 20(%50)  18(%31)  47(%81)

Sefepim (FEP) S 8(%13.8)  2(%3.4) 10(%17.2) 0.468*
R 30(%51.7)  18(%31)  48(%82.8)

Siprofloksasin (CIP) S 12(%20.7)  A(%6.9)  16(%27.6) 0.348%*
R 26(%44.8)  16(%27.6) 42(%72.4)

Levofloksasin (LEV) S 10%17.2)  2(%34)  12(%20.7) 0.187*
R 28(%48.3)  18(%3L)  46(%79.3)

P'peras"'(rg;;"baktam S 4(%6.9) 1(%1.7)  5(%8.6) 0.650*
R 34(%58.6)  19(%32.8) 53(%9L.4)

*Fisher Exact testi, **Pearson ki-kare testi. Istatistiki olarak anlamli p degerinin alt1

cizilidir.
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Tablo 11°de exoT antibiyotik direnci arasindaki iligkinin istatistiki analiz sonucu

gorulmektedir.

Tablo 11. exoT geniyle antibiyotik direnci arasindaki iliskinin istatistiki analiz sonucu.

exoT

S Direng exoT : Toplam p

Antibiyotik n(%o) e negatif - -

durumu pozitif(n=33) (n=25) (n=58) degeri

Amikasin (AK) S 17(%29.3) 12(%20.7)  29(%50) 0.791**
R 16(%27.6) 13(%22.4)  29(%50)

Gentamisin (GEN) S 11(%19) 8(%13.8) 19(%32.8) 0.915**
R 22(%37.9) 17(%29.3) 39(%67.2)

Tobramisin (TOB) S 16(%27.6)  14(%24.1) 30(%51.7) 0.571**
R 17(%29.3) 11(%19)  28(%48.3)

Seftazidim (CAZ) S 5(%8.6) 6(%10.3) 11(%19)  0.504*
R 28(%48.3) 19(%32.8)  47(%81)

Sefepim (FEP) S 3(%5.2) 7(%12.1)  10(%17.2) 0.083*
R 30(%51.7) 18(%31)  48(%82.8)

Siprofloksasin (CIP) S 6(%10.3) 10(%17.2) 16(%27.6) 0.066**
R 27(%46.6) 15(%25.9) 42(%72.4)

Levofloksasin (LEV) S 6(%10.3) 6(%10.3)  12(%20.7) 0.588**
R 27(%46.6) 19(%32.8) 46(%79.3)

Plperasnl(r_lr/'zl'g;obaktam S 0 5(%8.6) 5(%8.6) 0,012
R 33(%56.9) 20(%34.5) 53(%91.4)

*Fisher Exact testi, **Pearson Ki-kare testi. Istatistiki olarak anlamli p degerinin alt1

cizilidir.
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5. TARTISMA

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan giiclii silahlardir.
Antibiyotiklere karsi direng gelisimi; Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarda ilaglarin
uygunsuz kullanimi ile artmakta ve kiiresel bir halk sagligi sorunu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Firsat¢1 patojen olan P. aeruginosa bagisikligi baskilanmis yatan hastalarda
en sik goriilen enfeksiyon etkenlerinden biridir. Pseudomonas aeruginosa'nin klinik

izolatlarinda antimikrobiyal direncin kiiresel yiikiiniin yiiksek oldugu belirtilmektedir 44°°,

Arap yarmmadasindaki birgok tlkeden toplam 35 P. aeruginosa izolati ile yapilan
calismada CAZ %52.31, FEP %46.45, TZP %47.15, CIP % 53.44, IPM %55.5 oraninda
direncli tespit edilmistir. Beta-laktamaz Ureten P. aeruginosa'da diren¢ genlerinin
olusumunda anlamli iliski oldugu saptannustir'?®. Macaristan’da ve Italya’da (igiinci
basamak hastanelere ait 302 izolatla yapilan ¢alismaya ait direng profili su sekildedir: CAZ
%56.95, LEV %54.97, CIP %52.64, FEP % 49.34, GEN % 33.77, AK %25.82, MEM
%23.17, IPM %21.19 ve COL %1.66'*, ABD’de 122 izolat ile yapilan baska bir
calismada AK %2.5, GEN %40.2, NET %33.6, TOB %40.2, MEM %18.9 seklinde direng
profili tespit edilmistir. Bu ¢alismada AK ve GEN direncli suslar ile AK ve GEN duyarli
suslarm diger antibiyotiklere direng profilleri karsilastirildiginda anlamli fark oldugu
goriilmiistiir'®. Cin’de yapilan genis capll arastrmada 2015-2019 yillarina ait direng
profilleri her yil i¢in ayr1 ayri test edilmistir. 2015 yilinda direng profili CIP %20.5, LEV
%18.1, FEP % 8.1, CAZ % 10.9, IPM %16.6, MEM %11.9, PIP %13.4, TZP %7.9, GEN
%9.4, AK % 6.6, TOB %8.7 iken 2019 yilindaki direng CIP % 12.9, LEV %9.5, FEP
%8.3, CAZ % 10.6, IPM % 12.2, MEM % 8.7, PIP % 15.7, TZP % 8.2, GEN %5.1, AK %
4.3, TOB % 5.7 olarak tespit edilmistir'?®. Ulkemizde 688 tane izolat ile yapilan baska bir
calismada izolatlarin en direngli oldugu antibiyotik CIP %34.7 olarak bulunmustur.
Siprofloksasini sirasiyla %29.4 ve %28.1 direng oranlariyla CAZ ve FEP takip etmistir.
Karbapenemler %27.3, TZP %24.6, GEN % 19.3, AK % 7.9 oraninda direncli tespit

edilmis olup izolatlarin en duyarli oldugu antibiyotik AK olarak bulunmustur*?’.

Bu tez calismasmdaki 58 izolatin antibiyotik duyarliliklar: degerlendirildiginde AK
%41.8, GEN %67.2, TOB %48.2, CAZ %81.03, FEP %81.03, CIP % 67.2, LEV %75.8,
TZP %91.38 oraninda direngli bulunmustur. Izolatlarm tamami karbapenemlere
direnclidir. Bu galismadaki direng oraninin diger ¢aligmalara oranla yiiksek olmasi, segilen

izolat kiimesinin yarisinin yogun bakim hastalarina ait 6rneklerin olmasindan ve hastanede
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yatan hastalarda karbapenemlerin sik kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilebilir. Ylzde 17 gibi kiiciik bir dilim olan poliklinik hastalarindan gelen 6rneklerin
biiyiik bir kismi1 kulak akintis1 kulttrd olup, etken organizma antibiyotiklere yiksek oranda
direng gostermektedir. Kulak akimti kiiltiir izolatlarinda direng oranmnm bu kadar yiiksek
olmasi 6rnek alinan kisilerin kronik siipiiratif otitis media olabilecegini diisiindiirmektedir.
Calismada antibiyotiklere karsi direncin diger iilkelere gore daha fazla goriilmesinin bir
baska nedeni lilkemizde gere§inden fazla hastane bagvurusu ve bunu takiben antibiyotik

kullanim sikliginin artmasi olabilir.

Bu c¢alismada VITEK-2 (BioMérieux, Fransa) sisteminde Kkolistin direnci
saptanmamugtir. Ancak kolistinin degerlendirilmesinde referans test sivi mikrodiliisyon
testidir'?®, Bundan yola ¢ikarak kolistin sonucu VITEK-2 (BioMérieux, Fransa) sonucuna

gore rapor edilmemeli ve duyarlilig1 hakkinda yorum yapilmamalidir.

Kolistinden sonra en az direng aminoglikozitlere 6zellikle AK kars1 goriilmiistiir.
Bu durum diger ¢alismalarla’®>'?” paralellik gostermekte olup sebebinin aminglikozit
direncinden sorumlu olan aminoglikozit modifiye edici enzimin substrat 6zgtlliigii ve daha

az siklikta kullanimimdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Avrupa'da ilk olarak 1990l yillarda kesfedilen karbapenemazlar, endise verici bir
oranda artmaktadir. Genellikle plazmid aracilidir ve ¢ogunlukla KPC, VIM, IPM, NDM ve
OXA-48 tipleri gorilmektedir. Karbepenemazlar esas olarak Enterobacterales, P.
aeruginosa ve A.baumannii'de tammlanmustir!?®%%,  Karbapenemaz (ireten genlerle
karbapenem direncli P. aeruginosa'nin (CP-CRPA: carbapenemase procuding carbapenem

resistant P. aeruginosa) tespit etmek bulasin éniine gegmek icin kritik 6Gneme sahiptir’.

Vallabhaneni ve ark.’nin 6192 izolat ile yaptig1 caligmada izolatlarin %3’{ini
(n:195) CP-CRPA olarak tespit etmistir. Karbapenemaz ureten izolatlarin %62’sinin
(n:120) blavim, %26’sinin (n:51) blakpc, %7’sinin (n: 13) blave ve %6’sinin blanpm
oldugu goriilmiistiir. Aranan genlerden blaoxa.s tespit edilememistir’. Al-Khudhairy ve
ark.’lar1 diyabetik ayak enfeksiyonundan izole ettikleri 97 P. aeruginosa izolatini
karbapenemaz iiretimi agisindan dnce fenotipik olarak degerlendirmislerdir. Degerlendirme
sonucu %12.4 (n:12)’liniin MBL {irettigi saptanmistir. Fenotipik olarak MBL {iretenlerin
%33.3 (n:4)’inde blaviv, %25 (n:3)’inde blave, %16.6 (n:2)’sinda blaspm, %16.6
(n:2)’sinda blasiv ve %8.3 (n:1)’iinde blanpm tespit edilmistir!®®. Liew ve ark. Yaptig:

caliymada 53 P. aeruginosa izolatinda fenotipik karbapenemaz iiretimi taranmustir. Ug
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izolatta (%5.6) MBL iiretimi tespit edilmis ve genotipik olarak taranmistir. Bu ii¢ izolatin
her birinde blave, blavim, blanom saptanms, blaxec tespit edilmemistir!3t, Misir'daki iki
universite hastanesinden toplanan izolatlar Once antibiyotik duyarliliklar1 ydniinden
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu 50 tanesi (%43.8) MDR fenotipi gostermis olup
bu izolatlardan 14’{iniin (%12.2) IPM direngli oldugu goriilmiistiir. Imipenem direngli
olan izolatlarm 13 (%11.4) tanesi MBL fenotipi sergilemistir. Fenotipik olarak MBL
uretimi sergileyen P. aeruginosa izolatlarinda genotipik degerlendirmede IPM direngli
izolatlarda blavim geni %57, blave geni %35 oraninda tespit edilmistir®. Sabour ve
ark.’lar1 ABD Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) tarafindan gelistirilen Antibiyotik Diren¢ Laboratuvar Agi'nin (AR Lab
Network) ii¢ yillilk CRE, CRPA, CRAB’nin karbapenemaz gen tespiti i¢in tarama
sonuglarint 6zetlemislerdir. Degerlendirilen 76.887 tarama izolatinin 30.390 CRPA olup bu
izolatlarin da %2’si (n=672) CP-CRPA bulunmustur. En sik saptanan karbapenemaz geni
blavim (%62; n=414) ardindan blakec (%25; n=171) oldugu goriilmiistiir. On bes CP-
CRPA izolati, birden fazla gen ic¢in pozitif tespit edilmistir. Bu arastirmada da aranan
genlerden blaoxa-s tespit edilememistir. MBL genlerinden blaiwe, blanom veya blavim'i
barindiran CRPA izolatlari, test edilen karbapenemler arasinda en yiiksek direng frekansini
gostermistir'®2. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada bir yillik siirede toplanan karbapenem
duyarli olmayan izolatin karbapenemaz iiretimini degerlendirmek icin Once fenotipik
testler daha sonra genotipik testler uygulanmustir. Incelenen blaviv, blame, blaspm-1,
blagim-1, blasim-1, blanom1 MBL direng genlerine rastlanmamustir®. Ozgumus ve ark.’nmn
Trabzon bolgesinde yaptigi calismada 100 P. aeruginosa Klinik izolatinda blavim, blaive-1
genleri PCR yontemi ile taranmistir. Bir (%]1) izolatmn blavim geni tasidigi, dokuzunun

(%9) ise blamp1 geni tasidign goriilmiistiir'®e,

[nonii  Universitesinde yapilan bir
arastirmada  toplanan 29 karbapenem direncli izolat karbapenemaz Gretimini
degerlendirmek i¢in fenotipik testler yapilmistir. Fenotipik testlerin sonuglarindan
bagimsiz olarak tiim izolatlarda blajve, blavim, blasiv, blasem, blacim genleri aranmis olup

higbiri tespit edilememistir!34,

Yapilan c¢aligmalarda  arastirmacilar  genellikle  belirledikleri izolatlarda
karbapenemaz dretimi tespit edebilmek icin genotipik olarak taramadan énce fenotipik
testler uygulamis veya antibiyotik direng profil taramas1 yapmislardir. Bu iki yontemi ayr1
ayr1 uygulayanlarin yaninda ikisini birden yapan arastirmacilar pozitif olanlar1 secip CP

diren¢ genlerini genotipik olarak arastirmislardir. Bu sekilde bir algoritma izlenmesinin
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sebebi CP direng genlerini daha yuksek oranda tespit edebilmek oldugu gibi, genotipik
testlerin maliyetinin diger testlere gore fazla olmasi, tecriibeli eleman gerektirmesi, ¢aligma

kosullarinin hassas oldugu i¢in gereksiz ¢alismanin 6niine gegilmek istenmesi olabilir.

Bu c¢alismada da Oncesinde karbapenem direncli tespit edilen 58 P. aeruginosa
izolat1 isleme alind1 ve U¢ tanesinde (%5.1) blavim geni tespit edildi. Arastirilan diger
karbapenemaz genlerinden higbiri tespit edilememis olup, gen birlikteligi de goriilmedi.
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada karbapenem duyarli olmayan ve fenotipik MBL Uretimi
tespit edilern bir P. aeruginosa izolatinda blavim geni tespit edilmis olup sekans analizi

sonucu blavim-s genine yakim yeni bir blavim varyanti belirlenmigtir'®

. Mevcut ¢alismada
tespit edilen genlere sekans yapilamamistir. Bu tez ¢alismasmin sonuglariyla Ortiisen
aragtirmalar oldugu gibi daha ylksek oranda gen tespiti yapan arastirmalar da mevcuttur.
Bu ¢alisma sonuglariyla ortiisen arastirmalar daha ¢ok iilkemizde yapilan ¢aligmalardir. Bu
durum diger iilkelere gore iilkemizde P. aeruginosa’nin karbapenem direncinin
karbapenemaz gen tiretimi disindaki mekanizmalara da yiiksek oranda bagli olabilecegi

anlamina geldigi diisiiniilebilir.

Tespit edilen direng genleri ile 6rnek tiirii arasinda anlamli bir iliski arandi ve
blavim pozitifligi tespit edilen ti¢ izolatin hepsinin solunum yolu 6rnegi oldugu gorildd.
Ancak ornekleme sayisinin yetersiz olusu istatistiki olarak yorumlamanin éninde engel

teskil etmektedir.

Bu ¢alismada karbapenem direncli izolatlar se¢ilmesine ragmen karbapenemaz gen
oranlarinin disiik tespit edilmesi Pseudomonas’in diren¢ profilinin degisken olmasi,
aranan genler disindaki diren¢ genlerini tasimis olabilecegini, porin kaybi ve efluks
pompalarinda aktivite artig1 gibi diger direng mekanizmalarinin dirence sebep olabilecegi
ongorilebilir. Mevcut ¢alismada sadece blavim pozitifligi saptanmasi1 Pseudomonas 'ta
blavim ve blave genlerinin sik goriildiigii ¢alismalarla®t3® drtiismektedir. izolat sayismin
daha fazla olmasi halinde saptanacak gen cesitliliginin de arttirabilecegi diisiiniilmektedir.
El-Domany ve ark. yaptiklari calismada blavim ve blaive genlerini igeren izolatlarin MDR,
XDR ve PDR fenotipi sergiledigini gormiislerdir®. Calismamizda karbapenemaz geni
pozitif ¢ikan ii¢ susun hepsi XDR profili sergilemektedir (Kolistin duyarli kabul
edilmistir).

Pseudomonas aeruginosa nin zayif ilag duyarliliginin iki aktif akis sisteminin, yani

MexAB-OprM ve MexXY-OprM'nin aktivitesiyle iliskili oldugu goriilmiistiir. Jeannot ve
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ark. yaptig1 bir c¢alismada ribozom inhibitorii antibiyotiklerin antimikrobiyal ile
karsilasmamis bakterilerde anlamli oranda mexY ekspresyonunu indiikleyebildigi tespit

edilmistir'®®,

Rostami ve ark.’lar1 tarafindan karbapenem duyarli olmayan P. aeruginosa
izolatinin ana diren¢ mekanizmalarinin siklig1 arastirilmistir. Karbapenem direngli bulunup
MBL iiretimi tespit edilemeyen 19 izolat arasinda mexB aktivite artis1 (n:12 , %63.2) en sik
gorilen mekanizma olup bunu mexY aktivite artis1 (n: 10, %52.6) izlemistir. izolatlarda
karbapenem direnci ile efluks pompasi aktivite artisi veya azalmig oprD salgilanmasi
arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir. Ayrica arastirmacilar tarafindan yalnizca mexyY
asir1 salgilayan izolatlarda bu durumun imipenem ve meropenem icin yiiksek MIK ile
iliskilendirilebilecegi soylenmistir'®’. Tahran’da yapilan bir arastrmada 40 CIP duyarli
olmayan P. aeruginosa izolatlarmin direng profillerini belirlemeyi ve CIP duyarsizlik
mekanizmalarini arastirmay1 amaglamistir. On dort izolatta (%35) efluks pompasi genleri
pozitif bulunmustur. Bu 14 izolatin dort tanesinin (%28.5) mexY oldugu gorilmiistiir.
Efluks pompasi genlerinin pozitifligi ve CIP icin yiiksek MiK degeri arasmnda anlaml

138 Muderris ve ark. 80 karbapenem direngli izolatin karbapenem

iliskili bulunmamaistir
direng mekanizmalarmi ve klonal iligkilerini arastirmiglardir. Aranan karbapenemaz
genleri (blavim, blamve, blakec, blanom, blaoxa) dokuz izolatta (%11.3) pozitif
bulunmustur. Calisilan izolatlarin yaklasik %25’inde birden fazla karbapenem direng
mekanizmasi tespit edilmistir ve calismada karbapenem direnci ¢oklu mekanizmalar ile
iliskilendirilmistir. Calisilan izolatlarin sirastyla %17.5 ve %28.8'inde mexD ve mexY geni
tespit edilmistir. Bu iki gen pozitif tespit edilen izolat %2.5 olup bu izolatlarda IPM MiK

seviyeleri yiiksek bulunmustur?,

Bu ¢alismadaki izolatlarin 28 tanesinde (%48.2) mexY pozitif olarak bulundu. Bu
oran bu konuda yapilan arastirmalar ile ortiismektedir. Yalnizca bir izolatta blavim, mexyY
pozitifligi beraber goriildu. Bu tek izolat solunum yolu 6rnegidir ancak mexY pozitifligi ile
ornek tiirli arasinda anlaml bir iligki tespit edilemedi. Ayrica mexY pozitifligi ile herhangi
bir antibiyotik direnci arasinda istatistiki olarak anlaml bir iligki tespit edilemedi. MexXY

139

asir1 salgilanmasmin sefepim direnci ile iligkili oldugu c¢alismalar™" mevcut olmasina

ragmen bu ¢alismada anlaml bir iliski gorulmedi.

Diren¢ probleminin yaninda P. aeruginosa’nin sahip oldugu virtlans faktorleri

enfeksiyonun ve tedavinin seyrini degistirebilmektedir. En toksik virtlans faktorlerden
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olan exo A doku lizisi ve bakteri invazyonunda rol alir. ExoS, exoT, exoY ve exoU calisilan
mikroorganizmanm tip 3 salgi sistemiyle salgilanan toksinleridir. Pseudomonas
aeruginosa'ya ait en onemli viriilans faktorlerinden biri biyofilm olusumudur. Aljinat
biyofilm matriksinin ana elemani olup GDP-mannoz 6-dehidrojenaz (AlgD) yapisindaki
proteinlerden biridir. Ayrica P. aeruginosa’nin virtlans faktorlerinin diizenlenmesini
saglayan QS sistemidir. Bu sistem de las ve rhl genleri tarafindan diizenlenmektedir®40,
Virulans faktorlerinin biiyiik kismi kromozomal olarak kodlanmistir ve bunlara ait gen

dizisi P. aeruginosa PAO1 susu genomunda belirlenmistir'4!,

Elmouaden ve ark. caligmasinda izole ettikleri 155 P. aeruginosa izolatinin
antibiyotik duyarliliklarini1 degerlendirip virtilans genlerinin lasB (%98.7), exoS (%98.7),
plcH (%96.1) ve algD'nin (%87.7) oldugu goriilmiis olup en az tespit edilen genin %74.2
ile exoA oldugu belirtilmistir. Istatistiki degerlendirmede virlilans faktor genlerinin
prevelansi ile antibiyotik duyarlilik profili arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir®.
Urdiin’de yapilan bir baska arastrmada 61 P. aeruginosa izolatinda taranan viriilans
genleri algD, lasB, exoA, exoS ve exoU yiizdeleri sirasiyla %98, %98, %80, %33 ve %33
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada antibiyotik direnci ve direng genleri ile virtilans genleri
arasinda anlamh bir iliski bulunmamistir}*2, Emaneini ve ark.’nin KF hastasidan toplanan
85 Klinik P. aeruginosa izolatina antibiyotik duyarliligi test edilmis ve tip 3 salgi
sistemiyle salgilanan toksin kodlayan exoS, exoT, exoY ve exoU genleri aranmistir. Aranan
virulans genlerden exoT tiim izolatlarda mevcut olup, exoS ve exoY %70’in iizerinde, exoU
%35 olarak tespit edilmistir’*®. Polonya’da 107 karbapenem direncli izolat karbapenemaz
direng genlerinden blavim ve blaive ve belirlenenen viriilans genleri taranmistir. Incelenen
suslarin  32'sinde (%29.9) blavim geni saptanirken, higbirinde blajve geni tespit
edilememistir. Virllans genlerinden exoT, phzM ve phzS genleri tim izolatlarda tespit
edilmistir. Geri kalan genlerin dagilimi su sekildedir; exoY %99.1, exoU %96.3, exoA
%92.5, algD %58.9. Karbapenemaz pozitif ve karbapenemaz negatif CRPA izolatlar1
arasinda viriilans genlerinin goriilme sikhig1 karsilastirilmistir. Karbapenemaz iireten
CRPA’da pozitif anlamda en anlaml fark exoS ve pilA genlerinde goriilmiistiir®. Alonso ve
ark.’lar1 ventilatorle iligkili pndmoniye (ventilator associated pneumonia, VAP) neden olan
P. aeruginosa izolatlarida taranan virtilans genlerinden algD, lasB, plcN, plcH ve exoT tim
izolatlarda bulunmustur. Lasl, lasR, exaY, rhll, rhIR izolatlarin sirasiyla %98, %97, %93,
%82, %81’inde tespit edilmistir. Viriilans faktdrlerinin dagilimi agisindan da VAP olan

grup ile VAP olmayan grup arasida anlamli bir fark goriilmemistir**4, Misir’da yapilan bir

51



baska ¢aligmada QS bagimli virtilans faktorlerinin tahmin edilmesi ve bunu QS genlerinin
varligiyla iliskilendirmeye calisilmistir. QS genler olarak da lasR ve rhIR genleri aranmis
olup sirasiyla %94(n: 47) ve %90 (n:45) olarak bulunmustur!®>, EI-Mahdy ve ark.’lar1
tarafindan 80 izolat ile bir ¢alismada karbapenemaz genleri ve QS genleri (lasR, rhiR)
taranmigtir. Taranan QS genleri tim izolatlarda tespit edilmistir. Karbapenem direnci ile
calistlan QS genleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir}*®, Biyik ve ark.’larinmn
yaptiklar1 g¢aligmalarinda kan kulttrlerinden izole ettikleri karbapenem duyarli P.
aeruginosa (CSPA) ve karbapenem direncli P. aeruginosa (CRPA) izolatlarinda belirlenen
virilans genleri (exoA, algD, plcN, lasB, plcH) taranmistir. Her iki grubun tamaminda
algD, lasB ve plcN gen bolgeleri tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada karbapenem
direngli ve duyarl izolatlarda viriillans genlerin goriilme oran1 benzer bulunmustur®.
Pamukkale {iniversitesi mikrobiyoloji laboratuvarinda kan kiiltiirlerinde {iretilen P.
aeruginosa izolatlarinda biyofilm olusumu, T3SS , iligkili genler ve antibiyotik direngleri
arastirilmistir. Arastirilan viriilans faktorleri yogun bakim ornekleri ve diger ornekler
olarak degerlendirilmistir. Bulunan sonuglara gore yogun bakim orneklerinde viriilans
faktorleri anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir. Ayn1 zamanda viriilans faktorleri ve
viriilans genleri pozitif olan izolatlarda antibiyotik direnci daha yiiksek bulunmustur.
Aranilan T3SS viriilans faktorlerinden exoY ve exoT tlm izolatlarda, exoS 88 izolatta
(%88), exoU 27 izolatta (%27) bulunmustur. Biyofilm genleri pozitif saptanan suslarda Tip
3 sekresyon sistemi genlerinden en az biri saptanmis olup, P. aeruginosa’da biyofilm ve
T3SS’nin antibiyotik direncine katki saglayan onemli virulans faktorlerinden oldugu
yorumu yapilmustir!*”. Ulkemizdeki yapilan bir baska ¢alismada QS uretiminden sorumlu
olan (lasl, lasR, rhll, rhiR) genlerinin taranmasi ve bu genlerin bazi viriilans faktorlerinin
(elastaz, pyosiyanin, biyofilm olusumu, kayma hareketi) {iretimiyle kiyaslanmasi
amaclanmigtir. PCR analizi sonucunda 46 izolatta tiim genler pozitif bulunmus olup dort
izolatta lasR tespit edilememistir. Arastirmaci QS genlerinin bulunmamasi veya mutasyonu
gibi durumlarda virilans faktorlerinin Uretiminde azalma tespit etmistir. Ancak bu

durumun izolatlarin enfeksiyon olusturmalarini engellemedigini de belirtmistir'4®,

Bu ¢aligmada 58 izolatta taranan virtilans genleri su sekilde tespit edilmistir; exoY
%65.5, exoT %56.8, algD %44.8, exoA %15.5. Quorum sensing genleri (lasR ve rhiR)
hicbir izolatta gorilmemistir. Bu ¢alismada tespit edilen virtlans genlerinin hem tlkemiz,
hem diinya geneli sonucglara gére daha diisiik oranda oldugu goriilmektedir. Onem ve

ark.’larinin ¢alismalarinm?*® sonucuyla uyumlu olarak bu ¢alismada da QS genlerinin
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tespit edilememesi virlilans faktor genlerinin daha diisiik oranda tespit edilmesiyle iligkili
olabilir. exoY ve exoT’nin T3SS’nin en sik tespit edilen viriilans genleri oldugu

calismalar**+14” mevcut olup bu ¢alisma sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Basta algD olmak (zere P. aeruginosa’ya ait bir¢ok viriilans faktorlinin ve
genlerinin solunum yolu 6rneklerinde tespit edilme orani diger 6rneklere gore daha yiiksek
oldugu calismalar mevcuttur'®?, Bu cahismada ise viriilans genlerinin goriilme sikhig1 ile
solunum yolu ve solunum dis1 6rnekleri arasinda anlamli bir iliski goriilmemistir. Virtlans
genler Ornekler iki kategori halinde degil (solunum, solunum dis1) tek tek
degerlendirildiginde en sik solunum yolu 6rneklerinde tespit edildigi goriilmektedir. Ancak
diger Orneklerin (6rn; parasentez) sayismnin az olmasi istatistiki olarak degerlendirmeye

uygun olmadigz i¢in iki kategori halinde degerlendirildi.

Tespit edilen viriilans genler ile antibiyotik direncgleri arasinda iligski arandi. ExoT
ile TZP direnci arasinda anlamli bir iliski bulundu (p: 0.012). Ancak TZP duyarl izolat
sayisinin sadece bes tane olmasiin yorumlama agisindan yaniltici olabilecegi g6z oniinde
bulundurulmalidir. ExoY negatif izolatlarda GEN direnci daha ylksek oranda tespit edildi
(p: 0.037). Hala viriilans genleri ve antibiyotik direnci arasindaki iliski belirsiz olup daha

fazla ve cok 6rneklemli galismaya ihtiyag oldugu kanisina varild.

Fenotipik 0zellikler kullanilarak klonal, baskin veya bulasic1 izolatlarin
tanimlanmas1 miimkiin degildir ve bunun yerine molekiiler genotipleme analizleri
gerekmektedir'®, Molekiiler tiplendirmede kullanilan kisitlanmis genomik DNA
fragmanlarinin PFGE’si, yakindan iligkili Gram negatif bakterilerin tiplendirilmesinde

yiiksek ayirt edici giice sahip oldugu i¢in siklikla tercih edilen bir tekniktir!®°,

Bu c¢aligmada elde edilen sonuglara bakildiginda klonal olmayan popiilasyon yapisi
goriildiigli sOylenebilir. Bu ¢esitliligin calismadaki Orneklemin yaklasik {i¢ senede
toplanmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Polonya’da 11 farkli hastaneden toplanan

izolatlarla yapilan galismada benzer epidemiyolojik sonuglar sunulmustur®?,

PFGE analizinde bant profili tamamen ayni veya yakin iliskili olan suslar ile
demografik veriler arasinda anlamli bir iligki tespit edilemedi. Izolatlarin yarismmn yogun
bakim kokenli olmasiyla uyumlu olarak kiimelesme gosteren izolatlarda yogun bakim
ornekleri daha fazla goriilmiis olmasina ragmen anlamli degildir. Kosova’da yapilan bir
aragtirmada molekiiler 6zellikle yogun bakim fiinitelerindeki izolatlar arasi ¢apraz bulas

oldugundan bahsedilmistir. Kiimelesme gosteren izolatlarmn aywrt edilemezligine vurgu

53



152 Slekovec ve ark.’larmm yaptig1 baska bir calismada da benzer sekilde

yapilmigtir
capraz bulas tespit edildigi belirtilmistir. Ayrica yaptiklar: arastirmada antibiyotik direng
profili ile molekiler yontemlerle elde edilen epidemiyolojik veriler arasi iliski aramislardir.
Antibiyotik duyarli grupta genis bir klonal gesitlilik tespit edilmis olup, MDR olan
izolatlarin epidemik yiiksek riskli olarak isimlendirilen kiimede sik gorildiigi
belirtilmistir'®®. Mevcut tez cahsmasindaki izolatlar karbapenem direncinin yaninda diger
bircok antibiyotige direngli oldugu icin antibiyotik direnci ile epidemiyolojik

degerlendirme arasinda bir iligki tespit edilememistir.

Ulkemizde yapilan 18 KF tanili ¢ocuk hastadan izole edilen 118 P. aeruginosa
izolat1 ile yapilan ¢calismada da mevcut calismaya benzer sekilde genomik cesitlilik tespit
edilmistir. Capraz bulasmay1 destekleyecek bulgulardan bahsedilmistir. Ayrica genotipik
ve fenotipik 6zellikleri arasinda bir iliski bulunamamustir®. Ulkemizde yapilan bir baska
caligmada karbapenem direngli A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarina PFGE analizi
yapilmistir. Acinetobacter’in kiimelesme orani %80 tespit edilmistir. P. aeruginosa nin
kiimelesme oran1 %53 olup bu tez ¢ahismasi ile paralellik gostermektedir’>*. Pseudomonas
aeruginosa suslarmin nispeten yiiksek rekombinasyon sikligmin, ¢ok klonlu popiilasyon

yapisinda énemli rol aldigin1 diisiinen ¢alismalar mevcuttur>>%,

Genotip 31 icerisinde yer alan H23 ve H24 izolatlarinin izole edildigi servis
(cerrahi YBU), antibiyotik duyarhilik profili, tespit edilen direng ve viriilans genlerinin ayni
olmasiyla birbirine tamamen benzedigi goriilmektedir. Ancak sadece iki izolat olmasi ve

ortam tarama izolatlariin olmamas1 bulas hakkinda yorum yapilmasini engellemektedir.

En blyuk kiimelerden olan genotip 34’ii iceren izolatlarin dahiliye yogun bakim
tinitesinden izole edildigi goriildi. Bu ii¢ izolatin direng ve viriilans geni tasimadig1 dikkat

cekmektedir.

Genotip 38 icerisinde yer alan iki izolat (H53, H55) pandemi doneminde Covid
servisine doniistiiriilen servislerden birinde (beyin cerrahi servisi) tespit edildi. Antibiyotik
duyarliliklar1 ayn1 ve tespit edilen direng, virulans genleri ¢ok benzer olmasina ragmen
kiime 31 igerisindeki izolatlar i¢in bahsedilen kisitliliklardan dolay1 epidemiyolojik bir

yorum yapilamamaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismada yer alan 6rneklerin alindig1 hastalarin klinik bilgilerine ulagilamamasi bu
calismanm kisithiliklarindan biri oldugunu diisiindiirmektedir. Izolat sayisinin az olmasi
direng geni tespit etme oranmni diislirmiis olabilir. Ayrica taranan direng geni sayisini
arttirmak daha ¢ok genin tespit edilmesini saglayabilir. VITEK sonucuna gore kolistin
direnci tespit edilmedi. Kolistin degerlendirmesi referans test olan sivi mikrodiliisyon testi

ile yapilip 6yle yorumlanmalidir.

Izolatlarm tamami karbapenem direncli olan bu ¢alismada antibiyotik direng orani
literatlirdeki ¢aligmalara gore yiiksek bulundu. Kulak akinti kiiltiirii izolatlarinin direngli

oldugu dikkat ¢ekti.

Direng genlerinin tespit orani iilkemizdeki ¢aligmalarla uyumlu bulunup diger
ulkelere gore diisiik oranda goriilmiistiir. Bu ¢alismada tespit edilen viriilans genlerinin
ulkemiz ve dunya geneli sonuclara gore diisiikk oranda oldugu goriilmektedir. Bu bilgiler
1s1ginda daha ¢ok ornek ile ve daha cok gen bdlgesi igeren caligmalar yapilmasi

Onerilmektedir.

PFGE sonucunda bant profili tamamen ayni veya yakin iliskili olan suslar ile

demografik veriler arasinda anlamli bir iliski tespit edilemedi.

Hastane kaynakl: enfeksiyon etkenlerinin hastanede kolayca yayilabildigi ve uygun
korunma ve kontrol onemlerinin alinmamasi durumunda uzun siire hastane ortaminda
kalabilecegi vurgulanmasi gerektigi kanisina varildi. Bakterilerin hastalar aras1 ve klinikler
arast bulasini kontrol etmek i¢in, enfeksiyonlarm kaynagini tespit etmek ve Onleyici

stratejiler gelistirmek i¢cin molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar 6nem arz etmektedir.

Karbapeneme direngli bakterilerin enfeksiyon kontrolii acisindan her kurum
tarafindan yakindan takip edilmesi, hem antibiyotik direnci ile miicadele i¢in akilct
antibiyotik kullanim politikalarma hem de enfeksiyon kontrol nlemlerine faydali olacagi

diistiniilmektir.
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