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OZET

KARBAPENEM DIiRENCLI PSEUDOMONAS AERUGINOSA
IZOLATLARINDA KPC (KLEBSIELLA PNEUMONIAE CARBAPENEMASE)
GENININ ARASTIRILMASI

Amag: Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Laboratuvarlar: Tibbi
Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilmis klinik 6rneklerden
izole edilen 200 Pseudomonas aeruginosa izolat1 dahil edildi. Calismaya dahil edilen P.
aeruginosa izolatlarinda karbapenem direncine neden olan karbapenemaz
enzimlerinden biri olan KPC enzimini iireten KPC geninin varliginin molekiiler olarak
ve calisma izolatlarmin karbapenem inaktivasyon metodu (KIM) karbapenemaz
iretiminin tespit edilmesi planlandi.

Materyal ve Metot: izolatlarin tamimlanmasi konvansiyonel yontemler ve Vitek-MS
otomatize sistemi kullanilarak yapildi. Antibiyotik duyarliligi Vitek2 Compakt
otomatize sistemi ile test edildi. P. aeruginosa izolatlar1 molekiiler ¢calismaya kadar -
20°C’de saklamaya alindi. Karbapenem direngli izolatlarin kaynatma ydntemiyle DNA
ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstraksiyonundan sonra 0zgiin primer kullanilarak
optimizasyon islemi yapildi. Optimizasyondan sonra Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yontemiyle KPC gen varligt P. aeruginosa izolat arastirildi. Ayrica c¢alisma
izolatlarinin karbapenemaz iiretimi fenotipik bir test olan KIM ile belirlendi.

Bulgular: izolatlarin en fazla olarak trakeal aspirat kiiltiiriinden (% 34,5) izole edildigi
saptandi. P. aeruginosa drneklerinin en biiylik boliimii dahiliye servisinden (% 36) izole
edildigi belirlendi. PZR ile P. aeruginosa izolatlarinin hi¢ birinde KPC geni
belirlenemedi. Calisma suslarina uygulanan KIM’nun sonuclarina gére suslarin 22’si
pozitif, 178’si negatif olarak saptandi.

Sonug¢: Bizim ¢alismamizda P. aeruginosa izolatlarinda KPC geni tespit edilmemis ve
KiM’na gore karbapenemaz iireten 22 pozitif izolat belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbapenem direnci; Pseudomonas aeruginosa; KPC geni; KIM

[lknur BIYIK, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2017
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF KPC (KLEBSIELLA PNEUMONIAE
CARBAPENEMASE) GENES IN CARBAPENEM RESISTANT
PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATES

Aim: This study was included 200 Pseudomonas aeruginosa isolates, which isolated
from clinical samples and sent to Bacteriology Laboratory of Medical Microbiology
Department of Medical Faculty of Ondokuz Mayis University Medical Faculty. We
aimed to investigate the presence of KPC gene producing KPC enzyme, one of the
carbapenemase enzymes that cause carbapenem resistance, and carbapenem inactivation
method (CIM) of study isolates, in P. aeruginosa isolates which were included in the
study.

Material and Method: Identification of isolates was carried out using conventional
methods and Vitek-MS automated system. The antibiotic susceptibility was tested with
the Vitek2 Compact automated system. P. aeruginosa isolates were stored at -20 ° C
until the molecular study. DNA extraction of carbapenem resistant isolates was
performed by boiling method. After DNA extraction, optimization was performed using
the original primers. After optimization, KPC gene was investigated by polymerase
chain reaction (PCR) method. In addition, carbapenemase production of isolates was
determined by the CIM a phenotypic test.

Results: The isolates were identified mostly from the tracheal aspirate cultures (34.5
%). The greatest proportion of P. aeruginosa specimens were isolated from internal
medicine (36 %). KPC gene was not detected in none of the P. aeruginosa isolates by
PCR method. According to the results of CIM, 22 were detected positive and 178 were
negative.

Conclusion: In our study, KPC gene was not detected in P. aeruginosa isolates
however 22 isolates were identified as carbapenamase producing according to the CIM
results.

Keywords: Carbapenem Resistance; Pseudomonas aeruginosa; KPC gene; CIM

Ilknur BIYIK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2017
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CIM
CLSI
Cm
DHP-1
DNA
dNTP
EDTA
EMB

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Mikrolitre

: Carbapenem Inactivation Method

: Clinical and Laboratory Standards Institute
: Santimetre

: Dehidropeptidaz-1

: Deoksiribontikleik Asit
: Deoksintikleotid trifosfat

: Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Eozin Metilen Blue

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

GSBL
I

IMP
KiM
KPC
MBL
MEM
MHA
MIK
ml
MR
MRSA
NDM
OprD
OXA
PZR

TBE
VIM

: Genis Spektrumlu Beta-Laktamazlar
: Orta Diizeyde (intermediate)

: Imipenem

: Karbapenem Inaktivasyon Metodu

: Klebsiella pneumoniae carbapenemase

: Metallo-B-Laktamaz

:Meropenem

: Mueller-Hinton Agar

: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
: Mililitre

: Metil Red

: Metisiline direngli Staphylococcus aureus
: New Delhi Metallo B- Laktamaz

: Outer membrane protein D

: Oxacillinases

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Direncli

: Duyarli

: Tris-Borik asit-EDTA

: Verona Integron Aracili Metallo-B-Laktamaz
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YBU

: Voges-Proskauer

: Yogun Bakim Unitesi
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1.GIRiS

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), yiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan; gram negatif, nonfermentatif, oksidaz
ve katalaz pozitif bir basildir. Ozellikle immun sistemi zay1f olan bireylerde hastaliklara
neden olabilen firsat¢1 bir patojen bakteridir. Yogun bakim iinitesi (YBU) nde gelisen
pnomonilerin en sik nedeni olan P. aeruginosa, nozokomiyal enfeksiyon etkeni gram
negatif bakteriler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Carmeli ve ark., 1999; Richards
ve ark., 1999).

Antibiyotiklere karsit bakterinin gelistirdigi kazanilmis diren¢ oranlari tim
diinyada giderek artmaktadir (Pier ve Ramphal, 2005; Aloush ve ark., 2006; Falagas ve
ark., 2006; Giamarellos-Bourboulis ve ark., 2006). Bircok antibiyotige karsi dogal
olarak direncli olan P. aeruginosa; ayrica yliksek oranda kazanilmis direng
gelistirebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle tedavisi gii¢ olan ve hayati1 tehdit eden
ciddi enfeksiyonlarin olugmasina neden olmustur (Defez ve ark., 2004; Hsu ve ark.,
2005; Falagas ve ark., 2006; Kaye ve ark., 2006). Yapilan calismalarda siklikla
YBU’lerden izole edilen ¢oklu antibiyotige direngli bakteri tiiriiniin P. aeruginosa
oldugu bildirilmigtir (Cesur ve ark., 2002; Ersoz ve ark., 2004; Pullukg¢u ve ark., 2006;
Kurtoglu ve ark., 2008; Diindar ve Tamer, 2009). Nozokomiyal enfeksiyon etkeni P.
aeruginosa suslart diinya genelinde onemli bir sorun haline gelen antibiyotiklere karst
coklu direnc¢ gelistirmis; karbapenem grubu antibiyotiklere direngli P. aeruginosa
suslartyla meydana gelen enfeksiyonlarin sikliginda son yillarda 6nemli bir artig
goriilmiistiir (Ustiin, 2010).

P. aeruginosa enfeksiyonlariin tedavisinde karboksipenisilinler (karbenisilin,
tikarsilin), treidopenisilinler (azlosilin, piperasilin), bazi 3. kusak sefalosporinler
(seftazidim, sefsulodin, sefaperozon), tiim 4. kusak sefalosorinler, aztreonam,
karbapenemler (imipenem, meropenem), kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin),
aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, amikasin), tetrasiklinler (tetrasiklin,
doksisiklin, minosiklin) kullanilmaktadir (Erdem, 1999; Bilgehan, 2000).

Betalaktam antibiyotiklere karst kromozomal veya plazmit kaynakh
betalaktamazlarin iiretimi diren¢ gelismesine neden olmaktadir. P. aeruginosa’da
betalaktamazlarin belirlenmesi Enterobactericeae’daki kadar sik degildir; fakat yapilan

caligmalarda sikliginin giderek artig1 ve cesitlilik gosterdigi belirlenmistir (Livermore,



2002; Blondel-Hill ve ark., 2007). En sik goriilen betalaktamazlar PSE-1 ve PSE-4
enzimleridir (Hancock ve Speert, 2000). Genislemis spektrumlu betalaktamazlar da P.
aeruginosa’da tanimlanmistir (Boromo ve Szabo, 2006). OXA enzim ailesi (Ambler
molekiiler simif D) en sik P. aeruginosa’da saptanmistir; ayrica P. aeruginosa’da
serinproteaz  ve metalloenzimleri (Ambler molekiiler smif B) araciligiyla
karbapenemlere diren¢ gelismektedir (Livermore, 2002).

Efluks pompalar1 antibiyotiklere diren¢ gelismesinde P. aeruginosa’da 6nemli
mekanizmalardandir. Efluks pompa sistemleri {i¢ protein kismindan olusmaktadir;
sitoplazmik zarda yer alan enerji bagimli bir pompa, dis membran porini ve her iki
protein arasinda iliskiyi saglayan baglantili bir proteindir (Lambert, 2002). P.
aeruginosa’da farkli antibiyotik efluks pompalar1 tanimlanmistir.

P. aeruginosa, dis zar gecirgenliginin az olmasi, ¢esitli efluks pompalarinin
konstitutif ekspresyonu ve B-laktamaz yapimi sayesinde bir¢ok [B-laktama intrensek
olarak direnglidir. Ote yandan P. aeruginosa sik sik kromozomal mutasyonlar gegirir.
Boylece porin degisikligine ugramis, kromozomal sefalosporinaz AmpC’yi asir1 iireten
ya da efluks pompalarinin islevi artmis mutantlar ortaya ¢ikar. Antibiyotik baskisinin bu
mutantlart seleksiyona ugratmasi, ¢ogul direngli bir P. aeruginosa populasyonunun
ortaya ¢ikmasina neden olur. P. aeruginosa, kromozomal direncin yan1 sira, ozellikle
genis spektrumlu B-laktamlara karsi, edindigi PER-1 gibi genislemis spektrumlu [3-
laktamazlar araciligiyla da direng gelistirir (Mesaros ve ark., 2007).

Pseudomonas  tirlerindeki  karbapenem  direnci, bir karbapenemazin
ekspresyonuna bagli olabilecegi gibi, dis zar gegirgenligindeki azalmaya ek olarak
aslinda karbapenemaz etkinligi olmayan B-laktamazlarin asir1 ekspresyonu sonucunda
da ortaya c¢ikabilir (Rodriguez-Martinez ve ark., 2009). Pseudomonas tirlerinde
karsilagilan karbapenemazlar arasinda KPC ve GES gibi Ambler’in molekiiler
siniflandirmasina gore smnif A’da ve OXA-198 gibi smif D’de yer alan serin B-
laktamazlar vardir (Villegas ve ark., 2007; El Garch ve ark., 2011). Pseudomonas
tiirlerinde bugiine degin saptanmis karbapenemazlarin biiyiik bir cogunlugunu ise VIM,
IMP, SPM, GIM, AIM, DIM ve NDM gibi smif B’de yer alan metallo-f-laktamaz
(MBL)’lar olusturur (Cornaglia ve ark., 2011; Jovcic ve ark., 2011).

Bizim ¢alismamizda, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji

laboratuvarina gelen hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda karbapenem



antibiyotiklerine diren¢ gelisiminden sorumlu olan enzimlerden biri olan KPC (K.
pneumoniae carbapenemase) diren¢ enzimini kodlayan KPC geninin varliginin
arastiritlmasi amacglanmug; literatiir arastirmamiza gore iilkemizden boyle bir bildirim

bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi
renk degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmustir. ilk olarak Bacillus pyocyaneus ve
daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Piyosiyanin izolasyonu
Lucke tarafindan 1862'de yapilmistir. Ancak bu organizma, Gessard'in klasik
caligmalar1 ile 1882'de saf kiiltiir halinde izole edilmistir. Hitschman ve Kreibich
1897'de, Frenkel 1917'de ve Osler’de 1925'te patojen bir bakteri oldugunu
tamimlamislardir.  California Universitesi'ndeki Dooren de Jong 1926 yilinda,
Pseudomonas tiirlerini, ¢esitli organik bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanimina dayanan fenotipik 6zelliklerin gore siniflandirmislardir. Buchanon, Holt ve
Lessel 1966'da Pseudomonas tiirlerini fenotipik 6zelliklerine gore siniflamislardir. Daha
sonra DNA hibridizasyon ¢alismalar1 baglamistir. Palleroni ve arkadaslar1 1973 yilinda,
niikleik asit hibridizasyon c¢alismalarint  genisleterek Pseudomonas'lar1  rRNA
homolojilerine gore 5 gruba ayirmislardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bu cinsin
siniflandirilmasi yeniden diizenlenmistir (Aydin, 2001).

Pseudomonas cinsinde yer alan P. aeruginosa rfRNA homolojisine gore rRNA
homolojik grup I de yer almaktadir (Tablo 1). Bu grupta P. aeurginosa, P. fluorescens,
P. putida, P. stutzeri, P. mendocina, P. alcaligenes ve P. pseudoalkaligenes yer

almaktadir (Ustagelebi ve ark., 1999).

Tablo 1. P. aeruginosa ve yakin bakterilerin rRNA homoloji gruplari (Ustagelebi ve ark., 1999)

I Fluoresan Grubu Pseudomonas aerugiosa
P. fluorescens

P. putida

Non- Fluoresan Grubu P. sututzeri

P. mendocina

I Burkholderia pseudomallei
B. mallei
B. cepacia

B. picketti




Tablo 1. Devami

II1 Camamonas acidovorans

C. testosterani

1A% P. dimunita

P. vesicularis

Vv Xantomonas maltophilia

P. aeruginosa dogada yaygin olup, ¢ogunlukla hastanelerdeki nemli ortamlarda
bulunmakta, normal insan florasinda saprofit olarak kolonize olabilen bu bakteri konak
savunmasinin bozuldugu durumlarda hastaliklara neden olmaktadir (Willke Topgu ve
ark., 2008).

2.1.1. Morfolojisi

Uzunluklar1 ¢ok degisik olmakla beraber Pseudomonas aeruginosa 1,5-3 pm
genisliginde, bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz,
cubuk seklinde aerob bakteridir. Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-li¢ adet kirpigi
vardir ve ¢ok hareketlidirler (Sekil 1). Kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Uzun
siire beklemis kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya
cok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde

iireyenlerin bulundugu bildirilmistir (Davis ve ark., 1968; Frobisher, 1968; Ozan, 1996).

Hiicrenin dis yiizeyinde kapsiile benzeyen glikokaliks tabakasi bulunur. Bu
tabakanin D-mannuronik ve L-glukronik asitler basta olmak {izere polilironik asitten
olusan aljinik asit yapisinda polisakkaritten olustugu saptanmistir (Pratt ve Kolter,
1999).




Sekil 1. P. aeruginosa’nin morfolojik yapist (URL1)

2.1.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikler

P. aeruginosa zorunlu aerop, nitratli ortamlarda ve arjinin varliginda anaerop da
iireyebilirler. Ureyebilmek icin oksijene ihtiya¢ duydugundan sivi besiyerlerinde
yiizeyde zar olusturarak iirer ve zarin hemen altinda mavi-yesil pigmenti ile ayirt
edilebilir. Laboratuvar sartlarinda triptik soy agar, koyun kanli agar, ¢ukulata agar,
Mueller Hinton agar (MHA), endo ve Mac Conkey gibi besiyerlerinde 30-37 °C’de
kolaylikla tireyebilir; 42 °C’de iireyebilme 6zelligi ile diger Pseudomonas tiirlerinden
ayrilir (Tablo 2), ancak 4 °C’de iiremez (Vahaboglu ve Akhan, 2008; Hill ve ark.,
2009).

Tablo 2. Pseudomonas genusunda yer alan bazi tiirlerin ayirict 6zellikleri (Winn ve ark., 2006; Forbes ve

ark., 2007)
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Tablo 2. Devami

P. sututzeri + + + - - - + d d -

P. mendocina

+; pozitif, -; negatif, d; degisken
P. aeruginosa' nin bazi biyokimyasal 6zellikleri sdyledir;

-Kanli agarda hemoliz yaparlar. Kanli agarda iireyen klinik izolatlar siklikla beta

hemolitiktirler.
-Jelatin ve koagule plazmay eriterek pargalarlar.

-Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar. Laktoz ve sakkarozu

kullanamazlar.
-Oksidaz pozitif olmalari ile Enterobacteriaceae familyasi liyelerinden ayrilirlar.
-Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.
-Nisastaya etki etmezler.
-Katalaz ve sitrat reaksiyonlar1 pozitiftir.

-L-arjinin dihidrolaz olustururken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz

olusturmazlar.
-Indol ve H,S olusturmazlar.
-Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) negatittir.
-Nitrat1 nitrite rediikte ederler.
-Tetrazolyum tuzlarini ve seleniti rediikte ederler.
-Potasyum siyaniire direnclidirler.

-P. aeruginosa, P. fluorescens' den ayri olarak metilen mavisini ve prontosilin

rengini giderir (Wilson ve Miles, 1964; Frobisher, 1968; Ozan, 1996; Ilgaz, 1999).

Kiiltiir ortam1 ve organizmada hidrosiyanik asit yapma o6zelligine sahiptir. P.
aeruginosa ve P. fluorescens ayni bakterilerin diger kokenlerine etki ederek onlari
eriten bakteriyosinler yaparlar. Bakteriyosin tiplendirmesi, P. aeruginosa kaynakli

hastane enfeksiyonu salginlarinda epidemiyolojik takip ic¢in kullanilan yontemlerden
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biridir. P. aeruginosa piyoverdin (yesil-sar1) ve piyosiyanin (mavi-yesil) floresan
pigmentleri yapar. Klinik izolatlarin ¢ogunda piyosiyanin oldugu icin nétr veya alkali
ortamda mavi-yesil goriiliir, bu pigmentten dolayr P. aeruginosa tir adi verilmistir.
Ayrica bu pigmentler uzun dalga boyu UV 1s1ginda floresan verir (Vahaboglu ve
Akhan, 2008; Hill ve ark., 2009).

P. aeruginosa’nin Kkiiltiirdeki aromatik meyve kokusu, 2-aminosetofenon

kaynaklidir ve bu 6zellik bakteri i¢in karekteristiktir (Topgu, 2008).

2.1.3. Epidemiyoloji

P. aeruginosa 2-42°C gibi genis 1s1 araliklarinda yasayabilir; ayrica saglikli
insan ve hayvanlarda kolonize olabilir (Ustagelebi ve ark., 1999). Pseudomonas tiirleri
farkli ¢evresel yerlesim gosteren firsatci bir patojendir. Havadan, sudan, bitki ve
hayvanlardan izole edilebilir. Uremesi i¢in ¢ok az besin maddesine ihtiya¢ duyar, distile
su i¢inde bile lireyebilir. Bu o6zellikleri P.aeruginosa’y1 ¢ok etkili bir firsat¢i patojen

yapar (Erdem, 1999).

P. aeruginosa ¢ok yaygin bulunan bir bakteri olsada saglikli insanlarda nadiren
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Saglikli kisilerde kolonizasyon oldugunda oranlart;
bogaz % 0-6.6, ciltte % 0-2, burun mukozasinda % 0-3.3 ve diskida % 2.6-24
olmaktadir. Ancak kolonizasyon yatan hastalarda % 50’yi gegebilir. Ozellikle deri ve
mukoza biitiinliigli bozuldugu travmalarda, cerrahi girisimde bulunulmus, mekanik
ventilasyon kullanilan, katater takilt ve agir yanikli hastalarda kolonizasyonda biiyiik
artis goriilebilir. Bagisikligi baskilanmis hastalarda P. aeruginosa kolonizasyonun
goriilmesi hastalar icin risk olusturmaktadir. Sik antibiyotik tedavisi alan hastalarda
normal flora bozulur ve degisik bolgelerde Pseudomonas kolonizasyonu artabilir (Lister

ve ark., 2009).

Hastane enfeksiyonlarinda 1940’lara kadar streptekoklar basta gelirken,
antibiyotiklerin kullanima girmesiyle stafilokoklar baskin hale gelmistir. Penisilinlere
direncli stafilokoklara etkili antibiyotiklerin kullaniminin  1960-1970°1i  yillarda
artmasiyla Enterobacteriaceae grubu bakteriler ve P. aeruginosa gibi gram negatif

basiller 6n plana ¢ikmaya baslamistir (Wenstern ve Heiden, 2007).



2.1.4. Patogenez

P. aeruginosa saglikli insanlarda saprofit olarak bulunur ve nadiren hastaliga
neden olur. Yanik, HIV enfeksiyonu, savunma mekanizmasinin zarar gérmiis olmasi,
uzun siire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi durumlarda enfeksiyona neden
olurlar. Bu durum “oportunistik aderans” olarak tanimlanir (Koh ve ark., 2005). P.
aeruginosa enfeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistematik yayilim olarak {i¢
asamada gergeklesir. Enfeksiyon, kolonizasyon asamasinda da kalabilir ya da sistematik
enfeksiyona ilerleyebilir. Bunda bakterinin viriilans faktorleri ve konagin bagisiklik

sistemi etkilidir (Bergogne-Berezin, 2004).

2.1.5. Virulans Faktorleri

P.aeruginosa pek ¢ok viriilans faktoriine sahiptir. Virulans faktorlerinin rolii ve
onemi, dogal ve kazanilmis bagisik yanit ve enfeksiyonun olustugu viicut bolgesi gibi
bazi konak faktorleri tarafindan etkilenir. Virulans faktorleri ile konak faktorleri

arasindaki bu denge enfeksiyonun hafif veya agir gegmesini belirleyen kriterdir (Cakar,

2005) (Tablo 3).

Tablo 3. P. aeruginosa’nin virulans faktorleri ve biyolojik etkileri (Topgu, 2008)

Virulans faktorleri Biyolojik etkileri
Yapisal Faktorler
Kapsiil Mukoid polisakkaridin yapilmas1

Adhezyon saglanmasi

Antibiyotiklerin bakterisidal etkisinin azaltilmasi

Noraminidaz Notrofil ve lenfosit aktivasyonunun 6nlenmesi.

Piluslarin adhezyonunun kolaylastirilmasi

Piluslar ve nonpilus Akciger ve yara yerine adhezyon saglanmasi
Adhezinler

Lipopolisakkarid Endotoksik aktivite

Pyosiyanin Siliyer fonksiyonunun bozulmasi

inflamasyonun baslatiimasi

Toksik oksijen radikallerinin salinmast ve doku hasart




Tablo 3. Devami

Toksin ve Enzimler
Ekzotoksin A Protein sentezinin EF2 etkileyerek dnlenmesi
Doku hasarinin olugsmasi

Ekzototoksin S Immiinsiipresyonun saglanmasi

Sitotoksin Protein sentezinin 6nlenmesi, immiinosiipresyon

Lokosit fonksiyonlarinin bozulmasi

Elastaz, Alkalin proteaz Pulmoner mikrovaskiiler yapilarin hasarlanmasi
Fosfolipaz C Elastin igceren dokularmn harabiyeti
Rhamnolipid inflamasyonun baslatiimasi

Lesitin iceren dokularin harabiyeti ve pulmoner

siliyer aktivitenin inhibisyonu

Alginat

Bakteri hiicre ylizeyinde yer alan; mukoid ekzopolisakkarit yapidaki alginat
bakteriyi ¢evreleyerek konak immun sisteminden koruyan polisakkarit kapsiilii
olusturur. Bakteriyi konak hiicre yiizeyine sabitler. Biyofilm yapiminda rol oynar ve
bazi antibiyotiklere karsi direng¢ gelisimine neden olur. Bakteriyi fagositozdan korur ve
aminoglikozidlerin bakterisidal etkisini bozabilir. Ozellikle kistik fibrozisli hastalardan

elde edilen suslarda alginat iiretimi artmistir (Franklin ve ark., 2011).
Elastaz

Konagin akciger ve damar yapisinda bulunan elastini pargalayarak yapisini
bozar. Immunglobulinleri ve tamamlayict bilesenleri parcalayarak nétrofillerin

aktivitesini bozar (Ustagelebi ve ark., 1999; Willke Topcu ve ark., 2008).
Adhezinler

P. aeruginosa’nin ylizeyinde pili ve nonpili hiicre yiizey komponentleri olarak
ayrilabilen iki tip protein adezini tanimlanmistir. Bunlardan biri polar yapidaki pili veya

fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarittir (Erdem, 1999).
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Pyosiyanin

Pyosiyanin, mavi pigment olusturan kimyasal bir yapidir. P. aeruginosa igin
karakteristiktir. Asidifikasyonla rengi once sartya sonra da kirmiziya donebilir, alkali
ortamlarda ise renksizlesebilir. Suda ve kloroformda c¢oziiniir. Sivi besiyerlerinden
yapilmis bakteri kiiltiirlerine esit miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bu pigment
besiyerinin i¢inde ¢okmiis halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu
mavi renkte gozlenir. Piyosiyanin iiretimi King A besiyeri kullanilarak arttirilabilir. P.
aeruginosa suslar1 37 °C' de 5 giin inkiibe edildiginde, suslarin % 80' 1 pyosiyonin
olusturur. Oda sicakliginda 3-4 giin birakildiginda agar kiiltiirlerinde pigmentasyonda
artis gozlenir (Wilson ve Miles, 1964; Aydin, 2001). Piyosiyanin yapimi quorum-
sensing (QS) sistemi tarafindan diizenlenir. Diger bakterileri baskilayici 6zelligi vardir.
Konak hiicre solunumunu inhibe eder, mukosiliyel aktiviteyi bozar, epidermal hiicre

biliylimesine neden olur ve kalsiyum dengesini bozar (Lau ve ark., 2004).
Endotoksin

Pseudomonas endotoksini lipit A, diger bakteriyel lipopolisakkaritler gibi
organizmanin biyolojik etkisini diizenler (Erdem, 1999). Lipopolisakkarit, ates, sok,
oligiiri, 16kositoz ve 16kopeni, DIC ve ARDS gibi tablolarda rol oynar (Gir, 2010).

Ekzotoksin A

P. aeruginosa tarafindan flretilen en 6nemli, virulans faktorlerinden biridir.
Monositlerden toksik oksijen radikallerinin salinimini artirmasi bu bakteri ile enfekte
hastalarda olusan kronik akciger enfeksiyonlarinda doku hasarina neden olmaktadir.
Ekzotoksin A, difteri toksini ile ayni intraselliiler etki mekanizmasina sahiptir ancak,
neden oldugu enfeksiyon tipi farklilik gostermektedir. Bunun nedeni ekzotoksin A’nin,
difteri toksininde goriildiigii gibi kana karisarak viiciidun diger boliimlerine yayilmayip,
yerel etki gostermesidir. Bakterinin olusturdugu ekzotoksin A miktart susa bagli olarak
degisir ve toksin yapan suslar bakteriyemik insan suslarinda daha virulandir (Celik,

2007; Vahaboglu ve Akhan, 2008).
Ekzotoksin S

Ekzoenzim S, ekzotoksin A gibi bir adenozindifosfat ribozil transferazdir. Hedef

proteini heniiz tanimlanmamustir. Saf ekzoenzim S, fareler icin toksiktir. Doku
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kiiltiirlerindeki hiicrelere sitopatik etki gosterir. Ekzoenzim S salgilamayan suslar
deneysel yanik ve kronik akciger enfeksiyonlarinda daha az virulandir (Erdem, 1999).
Bakterinin yayilmasmi ve invazyonunu kolaylastirir, nekroza neden olur (Murray ve

ark., 2008).
Alkalin proteaz

Elastaza benzer sekilde alkalin proteaz da dokularda nekroza ve P.aeruginosa
enfeksiyonunun yayilimina neden olur ve ayrica konak bagisik yanitina etkilidir (Willke

Topcu ve ark., 2008; Ciragil, 2010).
Hemolizinler

P. aeruginosa iki c¢esit hemolizin olusturur. Bunlardan birisi 1siya duyarl
fosfolipaz C, digeri ise 1stya dayanikli rhamnolipittir. Bu iki madde sinerjitik olarak
hareket ederek lipidleri ve lesitini hasara ugratir. Proteazlar gibi hemolizinler de nekroz

yaparak, enfeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardimct olur (Erdem, 1999).

2.1.6. Laboratuvar Tanis1

Enfeksiyon tipine gore deri lezyonlarindan siiriintli, pily, idrar, kan, BOS,
balgam gibi klinik Ornekler alinmalidir. Gram boyali preperatlarda, Gram negatif
basiller goriiliir. Alinan 6rneklerin kiiltlir ekimleri kanli agara ve MacConkey agara
yapilmalidir. Kanli agarda beta hemolitik koloniler, MacConkey agarda ise laktoz
negatif koloniler goriiliir. Eksi meyve kokusu duyulmasi ve iireme ortamint boyayan
mavi yesil pigmentin olmast Pseudomonas’1 diisiindiiren tipik 6zelliklerdir (Erdem,

1999).

MacConkey agarda lireme: Non fermantatif gram negatif bakteriler Mac conkey
agarda laktoz negatif koloniler olusturarak tirerler. P. aeruginosa genellikle R koloniler

olusturmaktadir (Bilgehan, 2009).

Hareket: Temiz bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik konulur ve bakteri
burada siispanse edilir. Uzerine lamel kapatilip mikroskop altinda incelenir ve
bakterilerin hareketleri goriiliir. Karanlik alanda yapilan degerlendirmeler daha iyi
sonuclar vermektedir. Ayrica asili damla preperatt yontemi ile hareket incelenebilir.
Bunun i¢in ortasinda bir ¢ukur bulunan lam kullanilir. S1vi 6rnekten 6ze ile alinan 6rnek

temiz bir lamel iizerine birakilir. Lamel ters gevrilip 6rnek c¢ukurlu lamin ortasina
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gelecek sekilde yerlestirilir. Bu sekilde 6rnek lam ile lamel arasinda asili olarak kalir.

Mikroskop altinda bakteri hareketleri incelenir (Bilgehan, 2009).

Oksidaz deneyi: Bakterilerdeki sitokrom oksidaz varligint tespit etmek icin
kullanilmaktadir. Besiyeri yiizeyinden 6ze veya tahta cubukla alinan bakteri kolonisi %
I’lik tetra-metil-parafenilen diamin dihidroklorid eriyigi ile nemlendirilmis filtre
kagitlart tlizerine kiiclik bir parga olarak yerlestirilir ve 10 saniye i¢inde bakterilerin

kondugu alanin koyu mavi ya da mor renk almasi pozitif sonug¢ kabul edilir.

Oksidasyon — fermantasyon (O-F) deneyleri: Deney yapilirken incelenen bakteri
iki tlipe ekilir. Tiiplerden birisinin iizerine mineral yag konularak hava ile iligkisi kesilir
(anaerobik kosullarda fermantatif etki), digerine bir sey konmaz (aerobik kosullarda
oksidadif etki). Ekimler 35°C’de tutulmakta iken 7 giin siire ile her giin kontrol edilir.
Sekerleri fermentasyon yolu ile par¢alayan bakteriler her iki tiipe asit olusturarak fenol
kirmizis1 ayiracint saritya cevirirler. Yalmiz oksidasyon ile sekeri parcalayanlarda
aerobik tiipte sar1 renk olusur, anaerobik tiipte degisiklik olmaz. Sekerlere hig¢ etki
etmeyenler (asacharolytic) her iki tiipte de degisiklik olusturmazlar. P. aeruginosa O-F
besiyerinde laktozu ve siikrozu parcalayarak asit olusturma ozellikleri 6nem tasir

(Bilgehan, 2009).

2.1.7. Klinik
P. aeruginosa siddeti farkli bircok enfeksiyona neden olmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin son yillarda hastane ortaminda arttig1 ve yeni direncgli suslarin ortaya

ciktig1 gozlenmektedir (Falagas ve Kopterides, 2006).
Akciger enfeksiyonlar:

P. aeruginosa’nin neden oldugu bronsit ve bronkopnémoninin ¢esitli sebeplerle
hastalara uygulanan entiibasyon, endoskopi ve takilan solunum aygitlarinin neden
oldugu diistiniilmektedir. Sistemik konak savunma sistemlerinde bozukluk olan
kisilerde bakteriyemik pndmoniye neden olur. Kistik fibrozisli hastalarda mukoid
suslarin 1 yasin altinda % 21 ve 26 yasin {lizerinde de % 80’e kadar yasla beraber artan
alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Govan ve Deretic, 1996). Kistik
fibrozisli hastalarin solunum yollar1 hemen her zaman P. aeruginosa ile kolonizedir ve

zaman zaman gozlenen akut alevlenmeler mortalite ve morbidite oranlarinda artisa
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neden olmaktadir. Kistik fibrozisli hastalarin % &80’ninin erken Olimiinden sorumlu

tutulmaktadir (Lau ve ark., 2004).
Endokardit

P. aeruginosa ilag bagimlilarinda dogal ve protez kalp kapagina yerleserek
enfektif endokardite neden olur. ABD’de bildirilen P. aeruginosa endokarditli
hastalarin % 90°dan fazlasi ila¢ bagimlisidir (Willke Topgu ve ark., 2008).

Bakteriyemi

P. aeruginosa’ya bagli bakteriyemilerde olim oran1t % 70’e¢ kadar
cikabilmektedir. Gram-negatif bakteriyemiler igerisinde dordiincii siradadir. Bu
mikroorganizma genellikle immiin yetmezlikli, nétropenik, genis yanikli ve diyabetli
hastalarda daha sik bakteriyemiye sebep olur. Ektima gagrenozum denilen deri
lezyonlart pseudomonas bakteriyemisinde onemlidir. Bu lezyonlar vezikiiler sekilde
baglar ve daha sonra hemoraji, nekroz ve iilserasyon gelisimi gosterir. Siklikla perinede,
kalcada ve ekstremitelerde goriiliir (Gransden ve ark., 1995). Yapilan bir calismada,
nozokimyasal P. aeruginosa bakteriyemilerinde mortalite oran1 % 36 olarak

belirlenmistir (Akalin, 2007).
Uriner sistem enfeksiyonlar

Cogu hastane kaynaklidir. Sebep iirliner sistem kataterizasyonu, cerrahi
girisimler, iiriner sistemde tikanmaya yol acan hastaliklar ve organ transplantasyonudur.
P. aeruginosa bakteriyemisinin % 40 gibi yiiksek oranda iiriner sistem birincil odagi
olusturmaktadir. Mesane mukozasinda, iireter ve renal pelviste iilseratif lezyonlarin
goriilmesi P. aeruginosa enfeksiyonu i¢in ayit edicidir. Ayrica bobregin orta biiyiikliikte
damarlarinin tutulmast ve ¢ok sayida renal infarkt alanlarinin olmast P. aeruginosa

enfeksiyonunu gosterir (Willke Topgu ve ark., 2008).
Goz enfeksiyonlar:

P. aeruginosa bakteriyel keratitin en sik etkenlerindendir. Endoftalmit,
ophthalmia neorotum, blefarokonjunktivit, skleral apse ve orbital seliilitt neden oldugu
hastaliklardandir. P. aeruginosa keratiti; agir yanikli, kontak lens kulanan, komada
yatanlarda, &nceden gdz radyosyonu almis, YBU’de yatan ve AIDS’li hastalarda
gorliilme sikligt yiiksektir (Willke Topgu ve ark., 2008). P. aeruginosa enfeksiyonlari
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kontak lens sivilarinin ve bazen kozmetik {iriinlerinin kullanimiyla saglam gozde bile bu
tir enfeksiyonlarin olustugu goriilmiistiir. Yeni doganlarda damlacik yoluyla goz
enfeksiyonlarina neden olur (Bilgehan, 2000).

Kulak enfeksiyonlar:

Saglikli kisilerde nadiren kulak enfeksiyonlarina neden olan P. aeruginosa
kulakta yaralanma, maserasyon, enflamasyon ve nem varsa eksternal kanala rahatlikla
yerlesir. Dis kulak yolu enfeksiyonlarinda etkin bir bakteridir. Siklikla yiiziiclilerde
goriiliir ve bu tabloya yiiziicii kulagi denir. P. aeruginosa kulakta otitis eksterna ve
kronik siipiiratif otitis media gibi hastaliklara yol agabilir. Yash diabetik hastalarda ve
kismen uzun siireli kiigiik damar hastalig1 olanlarda hayati tehdit edici boyuta ulasabilen

malign eksternal otit goriilebilir (Willke Topgu ve ark., 2008).
Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari

P. aeruginosa’nin neden oldugu menenjit ve beyin apsesi; kafa travmasi
sonucunda, kulak ve siniisteki enfeksiyonun yayilmasi ile, iiriner sistem ve solunum
sistemi gibi uzak enfeksiyon merkezlerinde gelisen bakteriyemi yoluyla gelisir. Kanserli
hastalarda ikinci siklikta menejit ve apseye neden olur (Vahaboglu ve Akhan, 2008). P.
aeruginosa Ozellikle AIDS’li hastalarin ileri evrelerinde enfeksiyon nedenidir. Bu
enfeksiyonlar bakteriyemik ve bakteriyemik olmayan firsatci P. aeruginosa
enfeksiyonlaridir. Her iki enfeksiyonda AIDS’li hastalarinin yasamini tehdit ederek
Oliimciil olabilir. Uzun siire tedavi edilseler dahi tekrarlama oranlar1 ytliksektir ve ¢cogu

enfeksiyon kroniklesir (Pollack, 2002).
Kemik ve eklem enfeksiyonlari

Enfeksiyon kan yoluyla veya komsuluk yoluyla bulasir. Kan yoluyla bulasan
enfeksiyonlar intravendz ilag bagimlilarinda siklikla goriiliir. Siternoartikiiler pyoartroz,
vertebra osteomiyeliti, simfis pupis enfeksiyonu, ayagin osteokondriti ve kronik
komsuluk yolu osteomiyeliti gibi enfeksiyonlara neden olur (Willke Topgu ve ark.,

2008).
Deri ve yamusak doku enfeksiyonlar:

P. aeruginosa, abse, yanik yaralari, ektima gangrenosum, pistiller veya

makiilopapiiler lezyonlar, endokardit gibi enfeksiyonlarin baslica sebebidir
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(Giamarellou, 2002). Deri enfeksiyonlar1 arasinda neden oldugu 6nemli enfeksiyon
yanik yaralaridir. Ciddi yanigi olan hastalarda kolonize olurlar, ancak kolonizasyon
invaziv enfeksiyonun 6n asamasidir. Yanik yiizeylerin nemli olusu, nétrofillerin yaraya
giriginin yeterli olmamasi, hastalar1 bu enfeksiyona direngsiz hale getirir. Ayrica yanik
yiizeyine uygulanan hidroterapide yanik alanlarin ve diger bolgelerin kolonizasyonuna
yol acar (Maejima ve ark., 1984; Murray ve ark., 2008). Yanik hastalarinda kemik iligi
baskilanir, nétrofillerin Pseudomonas’lart 6ldiirmesi bozulur. P. aeruginosa, yara
yerinin iyilesmesini engelleyen, fibrinin parcalanmasina neden olan eksojen

plasminojen aktivatdr salgilar (Maejima ve ark., 1984).
Gastrointestinal enfeksiyonlar

P. aeruginosa orofarinksten rektuma kadar biitiin gastrointestinal sistemde
enfeksiyon yapabilmesine karsin kliniginin ¢ok belirgin olmamasi, diger etkenlerin yol
actig1 enfeksiyonlardan ayirt etmenin zorlugu nedeni ile gercek sikliginin saptanmasi
miimkiin olamamaktadir. Yenidoganlarda, hematolojik malignitesi olanlarda,
kemoterapi goren notropenik hastalarda enfeksiyonlara neden olurlar (Vahaboglu ve

Akhan, 2008).

2.1.8. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi

P. aeruginosa enfeksiyonlarmin antimikrobiyal ajanlarla tedavisi giicliik
gostermektedir. Clinkii; bakteri bir¢ok antibiyotige, dis membran gecirgenliginin azligi,
antimikrobiyal ajanlari hiicre disina c¢ikaran aktif efluks pompa sistemlerine sahip
olmast ve kromozomal AmpC B-laktamaz enzimine sahip olmasi nedeniyle direnclidir.
Ayrica siklikla immun sistemi baskilanmis konakta enfeksiyon meydana getirdigi icin
de konak antibiyotik aktivitesine yeterli yanit olusturamamaktadir (Lambert, 2002;
Strateva ve Yordanov, 2009).

P. aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisinde karboksipenisilinler (karbenisilin,
tikarsilin), tireidopenisilinler (azlosilin, piperasilin), bazi1 3. kusak sefalosporinler
(seftazidim, sefsulodin, sefaperozon), tiim 4. kusak sefalosorinler, aztreonam,
karbapenemler (imipenem, meropenem), kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin),
aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, amikasin), tetrasiklinler (tetrasiklin,

doksisiklin, minosiklin) kullanilmaktadir (Erdem, 1999; Bilgehan, 2000).
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Antibiyotik tedavisi yaninda enfeksiyon odagina gore infekte kalp kapaklarinin
ve vejetasyonlarin ¢ikarilmasi, absenin drenaji, yaranin debridmant ve cerrahi iglemlerin

de uygulanmas1 gerekmektedir (Pollack, 2005).

2.1.9. Antimikrobiyal Diren¢

Mikroorganizmalarin ¢esitliligi ve antibiyotiklerin 6zgiil aktivitesi direncin
bakteriler arasinda yayginlasmasimna yol a¢maktadir (Murray ve ark., 2009).
Antibiyotiklerin yaygin kullanima paralel olarak bakterilerin de yeni direng
mekanizmalart gelistirdigi ve beta laktam antibiyotiklere diren¢ oranlarinin giderek
arttigt gozlenmektedir. Pseudomonas’larda kromozomal ve plazmid kaynakli beta
laktamazlarin iiretimi, antibiyotik hedeflerinde degisiklik yapan penisilin baglayan
proteinlerdeki degisim, porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran
gecirgenliginin azalmasi, aktif disa pompalama sistemi ile antibiyotigin disart
atilmasina  bagli diren¢ mekanizmalart mevcuttur. P. aeruginosa’nin  gesitli
antibiyotiklere karsi direnc gelistirme mekanizmalar1 tablo 4’te 6zetlenmistir (Giilay,

2003).

Tablo 4. Pseudomonas aeruginosa’da gesitli antibiyotiklere direng mekanizmalar1 (Giilay, 2003)

Etkilenen Antibiyotik Mekanizma

Genislemis  spektrumlu  sefalosporinler ~ ve | Indiiklenebilir Amp C tipi kromozomal beta-
monobaktamlar laktamazlarin, genislemis spektrumlu beta-

laktamazlarin varligi

Karbapenemler OprD kaybt ve aktif pompa sistemlerinin,
karbapenemazlarin, plazmid kokenli

metalloenzimlerin varligi

Aminoglikozidler Aminoglikozid yapisini degistiren enzimlerin

varlig ve aktif pompa sistemlerinin islemesi

Kinolonlar DNA giraz A mutasyonlarinin olusumu ve aktif

pompa sistemlerinin iglemesi

Cogul direng Aktif pompa sistemlerinin iglemesei ve hiicre

duvar gecirgenliginin diisiik olmast

OprD: Outer membrane protein D.
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e Intrensek direng

Dogal direng bakterinin temel 6zelliklerinden kaynaklanir ve ilag kullanimai ile
iligkisi yoktur. Dogal direng bakterinin ilacin hedefledigi yapilarin olmamasindan ve
yapisal 6zelliklerinden kaynaklanir (Murray ve ark., 2009). P. aeruginosa’da bulunan
dogal aktif pompa sistemleri ve dis membran gecirgenliginin az olmasi ampisillin,
amikasin, birinci kusak sefolosporinler, nalidik asit, klavunat ve trimetoprim gibi
antibiyotiklere dogal direng saglar. Salgiladiklari az miktarda AmpC gibi B-laktamaz’lar

da penisilin G direncine neden olur (Strateva ve Yordanov, 2009).
Enzimatik inaktivasyon

Bakterilerin bir¢ogu antibiyotikleri parcalayan veya yapilarin1 bozan enzimler
sentezler. Enzimler antibiyotik direncinin 6nemli nedenlerindendir. P. aeruginosa’da
plazmid aracilt olusan B-laktam grubu antibiyotiklerin hidrolizi ve aminoglikozidlerin
asetilasyon, fosforilasyon ve adenilasyon islemleriyle yapilarini degistirmesi 6rnek

verilebilir (Ustacelebi ve ark., 1999).

Beta laktamazlar, beta laktam halkasindaki siklik amid bagmi parcalama
ozellikleriyle beta laktam grubu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir.
Kromozomal ya da plazmid kaynakhidirlar (Livermore, 1995). Beta laktamazlar
molekiiler yapilarinda amino asit dizilerinin benzerligine bakilarak yapilan Ambler
siniflamast veya 1995 yilinda Gnerilen, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan, 6zellikle
substrat profilleri ve inhibitérlere duyarlilik gibi islevsel &zelliklerinin
degerlendirilmesine ~ dayanan  Bush-Jacoby = Medeiros  siiflamasmna  gore
siniflandirilabilirler (Tablo 5). Molekiiler sinif A, C ve D’ deki enzimlerin aktif
bolgelerinde serin amino asiti bulunmaktadir. Molekiiler sinif B’de yer alan enzimler ise
aktif bolgelerinde en az bir ¢inko iyonu bulunan metalloenzimlerdir (Rasmussen ve

Bush, 1997).
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Tablo 5. Beta-laktamaz gruplari ve genel 6zellikleri (Bush ve ark., 1995)

Beta laktamaz | Alt grup Molekiil sinifi EDTA ile | Ozellik
grubu Inhibisyon
1 C - Kromozomal ve  plazmid
kokenli AmpC tipi enzimler
2 2a A - Penisilinazlar
2b A - Cogunlukla gram-negatif
bakterilerdeki genis
spektrumlu beta-laktamazlar
2be A - Geniglemis spektrumlu
betalaktamazlar
2br A - Inhibitérlere  direngli  beta
laktamazlar
2¢ A - Karbenisilini  hidroliz  eden
enzimler
2d D - Oksasilini  hidroliz ~ eden
enzimler
2e A - Klavulanik asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar.
2f A - Karbapenemleri hidroliz eden,
aktif bdlgede serin iceren ve
klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
3 B + Metallo beta laktamazlar.
Klavulanik asit ile inhibe
olmazlar.
4 ? Diger gruplara  girmeyen
dizileri belirlenmemis.

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

Grup 2f’de bulunan en 6nemli karbapenemazlar GES-2, Klebsiella pneumoniae

karbapenemazi KPC-1, KPC-2, KPC-3 gibi enzimlerdir. GES-2 enzimi P.
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aeruginosa’da bulunur ve plazmidde taginir. GSBL 6zelligi olan GES-1’in mutantidir

ve bu mutasyonun imipenemaz aktivitesi kazandirmasi ilgingtir (Poirel ve ark., 2001).
Efluks pompa sistemleri

Efluks pompalart P. aeruginosa’da antibiyotiklere direng gelismesinde 6nemli
mekanizmalardandir. Efluks pompa sistemleri {i¢ protein kismindan olusmaktadir;
sitoplazmik zarda yer alan enerji bagimli bir pompa, dis membran porini ve her iki
protein arasinda iliskiyi saglayan baglantili bir proteindir (Lambert, 2002). P.
aeruginosa’da farkli antibiyotik efluks pompalari tanimlanmistir. Bunlar MexAB-
OprM, MexXY-OprM, MexCD-Opr], MexJK-OprM ve MexEF-OprN efluks
pompalaridir (Pool, 1996; Chuanchuen ve ark., 2002). MexAB-OprM tiim P.
aeruginosa suslarinda yapisal olarak eksprese edilmektedir (Blondel-Hill ve ark., 2007).
nalB (mexR), nfxB veya nfxC (mexT)’deki regulatuar mutasyonlar efluks pompalarinda
asirt ekspresyona neden olmaktadir (Hancock ve Speert, 2000). MexAB-OprM
betalaktam antibiyotikler, kinolonlar ve baz1 dezenfektanlarin disar1 atilmasinda,
MexXY-OprM aminoglikozitlerin, MexEF-OprN kinolonlarin ve karbapenemlerin,
MexJK-OprM tetrasiklin ve eritromisinin, MexCD-OprJ 4. kusak sefalosporinlerin
disart pompalanmasindan sorumludur (Chuanchuen ve ark., 2002; Lambert, 2002).
Siprofloksasinle 6nceden tedavi gormiis kistik fibroz hastalarinin % 80’inde efluks

pompalarini agirt ireten mutantlar saptanmistir (Jalal ve ark., 2000).
D1s membran protein defektleri

P. aeruginosa’da goriilen ilag direncinin diger bir nedeni dis membran
gecirgenliginin azalmasidir. Antibiyotikler dis membrandan OprF, OprC, OprD gibi
kanallardan hiicre icerisine girmektedir. Ozellikle beta-laktam antibiyotikler dis
membrandan OprF, OprC kanallart araciligi ile gegmektedir. Imipenem ayrica D2
proteini ad1 verilen 6zel bir porini kullanarak gegmektedir. Bu ylizden, IPM direngli P.
aeruginosa klinik izolatlarinin ¢ogunda OprD porin kaybi vardir (El Amin ve ark.,
2005). P. aeruginosa tedavisinde ilk haftanin sonunda OprD kaybr ile yaklasik olarak %
50 oraninda karbapenem direnci saptandigi gosterilmistir. OprD mutantlarin IPM
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) araligi 8-32 pg/ml, MEM i¢in 2-4 ug/ml oldugu
saptanmistir (Akkurt ve ark., 2002; Strateva ve Yordanov, 2009).
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Hedefte olusan degisiklik

Mutasyonlar, dogal transformasyon, transpozonlar, bakteriofajlar ve plazmidler
bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gelistirmesine ve direncin hizli bir gekilde

aktarilmasina neden olurlar (Ustagelebi ve ark., 1999).

2.2. Beta laktam antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler, hiicre duvar sentezini engelleyen ve yapilarinda bir
beta laktam halkasi bulunan, giiniimiizde gerek hastane icinde, gerekse hastane disinda
en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Beta laktam antibiyotikler hiicre duvart sentezinin
dordiincli asamasinda yer alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlari inhibe ederek hiicre
duvar sentezini durdururlar. Beta laktamlar, kimyasal yapilarindaki ortak bir beta
laktam halkast ve bu halkaya baglanan bagka halkalar ve yan zincirlerle belirlenir

(Ayaz, 2008; Giilay, 2008) (Sekil 2).

K Beta - laktam halkas: ve antibiyotikler \

o\ - MM -‘( W
[//”/( = | \(lL i rrs
: o | I X ohe
0 i
COOM
Penisilin Sefalosporin
" Fa b :
) HN \AYL - J\
iBvach L
0 HN k 0 ‘so,“
COOH COOM

K Karbapenem Monobaktam J

Sekil 2. Beta laktam antibiyotiklerin kimyasal yapist (Ayaz, 2008; Giilay, 2008)

Beta-laktamazlarin smiflandirilmas1 1970 yilinda Jack ve Richmond tarafindan
ilk kez giindeme getirilmis olup, 1973’te Richmond ve Sykes tarafindan ilk siniflama
yapilmistir. Bush tarafindan 1989 yilinda, siniflandirmadaki eksiklikler giderilmis ve

1995°te giincellenmigtir. Revize edilmis Bush siniflamast substrat 6zgiilliigiinii ve beta-

21



laktamaz inhibitorlerine duyarlilif1 esas alan fenotipik bir siniflandirmadir. Bu fenotipik
siniflandirmanin en biiylik dezavantaji substrat 0zgiilliigiiniin ve beta-laktamaz
inhibitorlerine duyarliligin nokta mutasyonlar nedeniyle biiyiik oranda degisebilmesidir
(Bush, 1989; Vedel ve ark., 1992). Ambler tarafindan 1980 yilinda yapilan beta-
laktamaz enzimlerinin molekiiler siniflandirmasi ise mutasyonlardan
etkilenmemektedir. Sekans esasli bu siniflandirma A’dan D’ye dort sinifi igeren kolay
anlagilir bir siniflandirmadir. Molekiiler siniflandirmada A, C ve D simifi enzimlerin
aktif bolgelerinde serin bulunurken, B sinifi enzimler aktiviteleri i¢in ¢inko iyonlarina
gereksinim duyarlar. P. aeruginosa’ da bu dort simf beta-laktamazlarin ¢ogu
bulunmaktadir (Ambler, 1980; Bush, 1995; Livermore, 1995; Strateva ve Yordanov,
2009) (Tablo 6).

Tablo 6. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi (Sacha ve ark., 2008)

Fonksiyonel Ambler Bush Ornekler Substratlar
Smiflama Smiflamasi Siniflamasi
Serin beta Sinif A penisilinaz | 2a, 2b, 2¢ Genis spektrumlu Benzilpenisilin
laktamazlar beta laktamazlar, (penisilin),
TEM-1, TEM-2, Aminopenisilinler
SHV-1 (amoksisilin,
ampisilin),
Karboksipenisilinler
(karboksipenisilini

tikarsilin), Dar
spektrumlu
sefaloporinler
(sefazolin,

sefuroksim vb.)

2be Geniglemis Metisilin, oksasilin

spektrumlu beta ve kloksasilin ile

laktamazlar (GSBL), | birlikte genis

TEM ve SHV spektrumlu beta
laktamazlarin

Digerleri BES-1, substratlarin

GES/IBC, PER-1, TEM ve SHV ile

PER-2, SFO-1, TLA- | aym

1, VEB-1/2
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Tablo 6. Devami

2br TEM (TEM-30, TEM ve SHV ile
TEM-31) ayni
2e CTX GSBL’larin
substratlar1 ve bazi
enzimler igin
sefepim
2f Karbapenemazlar: Karbapenemler,
KPC-1, KPC-2, sefamisinler ve
KPC-3, GES-1, GES- | GSBL’lerin
2 substratlari
Metallo beta Sinif B Metallo 3a, 3b, 3¢ Karbapenemazlar: Smif A
laktamazlar Beta Laktamazlar IMP, VIM, SPM-1, karbapenemazlarla
SPM-2, GIM-1, L1, ayni
CcA
Serin beta Sinuf C- 1 AmpC tipi: AAC-1, Smif A
laktamazlar sefalosporinazlar ACT-1, CFE-1, karbapenemazlarla
CMY, DHA-1, DHA- | ayni
2, FOX, LAT, MIR-
1, MOX-1, MOX-2
Serin beta Siif D- 2d OXA’larin gogu Kloksasilin, metsilin
Laktamazlar Kloksasilin ve oksasilin ile
hidrolize eden birlikte genis
enzimler (OXA) spektrumlu
penisilinler
Diger: OXA-23, IMP, VIM, SPM-1,
OXA-27, OXA-40, SPM-2 ve GIM-1 ile
OXA-48 ayni
Bilinmeyen 4 AVS-1 Herhangi bir
fonksiyonel ya da

molekiiler sinifa

dahil edilememistir.

Beta laktam antibiyotikler baglica 5 gruba ayrilir.

Bunlar; penisilinler,

sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta laktam inhibitorleridir

(klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) (Essack, 2001).
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2.2.1. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan tiretilen
ve “tienamisin adi verilen bilesigin {izerinde amino ve hidroksil gruplarinda
degisiklikler yapilarak elde edilmistir. Beta-laktamlarin en genis spektrumlusudur.
Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag iceren 5 iiyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir
silfiirin gecmesiyle diger betalaktam ajanlardan ayrilir. Karbapenemler beta-
laktamlarmm en genis spektrumlusudur. Mikobakteriler, hiicre duvarindan yoksun
organizmalar, nadir nonfermentatifler ve Aeromonas disinda gram pozitif, gram negatif
ve anaerop mikroorganizmalarla olusan hastane enfeksiyonlar1 ve toplumdan kazanilmis
enfeksiyonlardaki bakteriyel patojenlere etkilidir (Livermore ve Woodford, 2000). Ilk
bulunan ajan imipenemdir (IMP). Karbapenem grubunun ikinci iiyesi olan meropenem
(MEM) 1996 yilindan sonra kullanima girmistir. Meropenem, karbapenem halkasina 1-
B-metil grubu eklenerek elde edilmistir (Bonfiglio ve ark., 2002). MEM’de IMP’den
farklt olarak dehidropeptidaz 1 (DHP-1) enzimine direncli olmasint saglayan Cl1

atomuna baglanmis olan metil grubu vardir (Leblebicioglu ve ark., 2008).

Karbapenemlerde baslica ii¢ temel kusagin varligindan s6z edilebilir ( Tablo 7).

Tablo 7. Karbapenemlerin aktivitelerine gore siniflandirilmasi (Leblebicioglu ve ark., 2008; Bassetti ve

ark., 2009).
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ertapenem Imipenem CS-023
Pamipenem Meropenem

Non fermantatif etkinlik sinirli | Biapenem

Doripenem

Grup 1 karbapenemler: Etki spektrumlar1 daha dar ve nonfermantatif basillere
etkileri sinirli, toplum kokenli enfeksiyonlarda kullanilabilenler karbapenemlerdir

(ertapenem gibi).

Grup 2 karbapenemler: Etki spektrumlar1 daha genis ve nonfermantatif basillere
de etkili olan, daha ¢ok nazokomiyal enfeksiyonlarda kullanilabilenler

karbapenemlerdir (IMP ve MEM gibi).
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Grup 3 karbapenemler: Ugiincii grup karbapenem olan CS-023 ise ikinci grubun
etkinligine ek olarak metisiline direncli Staphylococcus aureus ( MRSA)’a karsi da
aktivite gostermektedir. Glinlimiizde bu kusakta lisansh bir iiriin yoktur (Leblebicioglu

ve ark., 2008; Bassetti ve ark., 2009).

Karbapenemlere genis spektrumlu denmesinin en O6nemli nedenlerinden biri
gram pozitiflere de etkili olmasidir. MRSA harig tiim stafilokoklar iizerine etkilidirler.
Keza Enterococcus faecium kokenleri genellikle karbapenemlere direncli iken, F.
faecium disindaki diger enterokoklar orta duyarli ya da duyarlidir. Karbapenemlerin en
biiylik avantajlarindan biri de anaeroplara karsi etkinlikleridir. Bu etkinlik bir¢ok
anaerop tirii i¢in metronidazol ve klindamisin gibi klasik anaerob etkili
antibiyotiklerden daha fazladir. Bu o&zellikleri mikst bakteriyel enfeksiyonlarda
karbapenemlere biiyiik avantaj saglar (Leblebicioglu ve ark., 2008).

Karbapenemazlar, en genis spektrumlu antibakteriyel etkinlige sahip beta-laktam
sinifi olan karbapenemlerden en az birini belirgin olarak hidrolize eden beta-laktamazlar
olarak tanimlanabilir (Ocal, 2012). Kromozomal kaynakli veya kazanilmis enzimler
olan karbapenemazlar; Ambler molekiiler siniflandirmasinda A, B ve D siniflarinda yer
alirlar. Molekiiler sinif A karbapenemaz (KPC-1, KPC-2, KPC-3 ve GES-1, GES-2)
enzimleri aktif bolgelerinde serin igerirler ve aktiviteleri klavulanik asit ile baskilanir
(Tablo 8). Molekiiler sinif B karbapenemazlarin (IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1, SPM-
2, GIM-1 ve L-1, CcrA) aktif bolgesi iki degerlikli ¢inko iyonu igerir ve metallo-beta-
laktamaz (MBL) olarak adlandirilir. MBL’lar klasik beta-laktamaz inhibitorlerine
direncli olup iki degerlikli metal selatdrlere duyarlhidirlar. Molekiiler simif D
karbapenemazlar (OXA-23, OXA-27, OXA-40, OXA-48) aktif bolgelerinde sinif A’da
oldugu gibi serin igerirler, ancak betalaktamaz inhibitorlerine duyarliliklart daha
diisiiktiir. Karbapenemlerin tedavide yogun olarak kullanilmasina paralel olarak son
yillarda karbapenemaz enzimi bildirimleri artmaktadir (Bush, 1995; Nordmann ve

Guibert, 1998; Bush, 1998; Poirel ve Nordmann, 2002).

A simnift karbapenemazlar: Serin karbapenemazlardir, klavulanik asitle inhibe
olurlar ve enderdirler. Bu gruptaki enzimler IMI, NMC-A, SME, KPC ve GES’dir, P.
aeruginosa’da nadir olmak {izere, tim Enterobacter'lerde goriiliirler. Bunlar, imipenem,

meropenem, penisilinler, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama direng
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gelismesine neden olan ve tazobaktam basta olmak {izere beta laktamaz inhibitorlerine
duyarli olan enzimlerdir (Senol, 2008; Senol, 2009; Nordmann ve ark., 2011; Budak ve
ark., 2012).

Tablo 8. Beta laktamazlarin subsrat profili (Zhao ve Hu, 2010)

Substrat Inhibisyon
Molekiiler Tip Klavulanik EDTA
5 5 .
N Simif = i:’ £ £ asit
= = =2 s @
< o =) =
Ay Z & g 2
k R T
& & g 2 5
2 i
A PER-1,-2 + + + -
GES-1,-8, -9 + + + _
D OXA-11, 14, - + + - -
-
=) 15, -16, -17, -
7
- 19, -28, -32, -
161
OXA-18, -45 + + T N
A GES-2, -5 + + T _
KPC-2, -5 + + + _
B IMP-1, -2, -4, - + - n
6, -9, -10, -11, -
§ 13, -14, -15, -
g 16, -18, -19, -
g 20,-21, -22, -25
2
L
e VIM-1, -2, -3, - + - ¥
49 _55 _69 _75 _89
-9, -10, -11, -
13, -14, -15, -
16,-17,-18, -20
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2.2.2. KPC

Ilk KPC enzimi 1996 yilinda Kuzey Karolina’da K. pneumoniae izolatinda
saptanmistir. KPC-1’in saptanmasindan sonra bir aminoasit degisimi ile KPC-2 tespit
edilmigtir. KPC-2 iireten K. pneumoniae 2004 yilinda New York’ta salginlara neden
olmustur. Sonrasinda KPC enzimleri K. pneumoniae’dan baska Enterobacter spp.,
Salmonella spp. ve P. aeruginosa gibi bakterilerde de saptanmustir. Plazmidlerle
aktarilan KPC karbapenemaz enzimleri biitiin -laktam enzimlerini hidrolize ederler
(Queenan ve Bush, 2007). KPC geninin simdiye kadar 10 tiirevi (KPC-2, 11)
bilinmektedir (Tablo 10), plazmitte yerlesik Tn4401 transpozonu ile iliskilidir ve bu
durum bu genin yayilimindan sorumlu olabilir (Naas ve ark., 2008; Robledo ve ark.,

2011) (Tablo 9).

Tablo 9. K. pneumoniae S15’den blagpc., genini tagtyan tam 24.3-kb uzunlugunda plazmidin kisimlarimin

acilimi (Gootz ve ark., 2009)

CEX lysis protein
ColE precursor / CIM Immunity protein
- -Cloacin (Ribonuclease )

—-Amikacin resistance protein AAC(E')

Allr—Tn3 Resolvase

K. pneumoniae
ste-% plasmid from S$15

s ‘ 24296 bp

TnpA

EEX2 entry exclusion protein 2

. Addiction module toxin RelE/StbE
EEX1 entry exclusion protein 1
ROM RNA modulator

— Tn4401— TnpR Mob B Mob C

Tablo 10. KPC karbapenemazin iireten bakterilerin cografik dagilim: ve izolasyon yillar1 (Walther-
Rasmussen ve Hoiby, 2007)

Enzim Konak Ulke Yil
KPC-1 K. pneumoniae USA ?
KPC-2 C. freundii Colombia 2006
KPC-2° C. freundii USA 2000-05
KPC-2 E. aerogenes USA 2003
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Tablo 10. Devami

KPC-2° E. cloacae USA 2001
KPC-2 E. hormaechei USA

KPC-2 Enterobacter sp. USA 2001
KPC-2° E. coli Israel 2005
KPC-2' E. coli USA 2004
KPC-28 K. oxytoca USA 1998
KPC-2 K. pneumoniae China 2004
KPC-2" K. pneumoniae Colombia 2005
KPC-2' K. pneumoniae France 2005
KPC-2 K. pneumoniae USA 1998
KPC-2 P. aeruginosa Colombia 2006
KPC-2 S. enterica’ USA 1998
KPC-2 S. marcescens China 2006
KPC-3' C. freundii USA 2001
KPC-3 E. coli USA

KPC-3" E. cloacae USA 2000
KPC-3 E. gregoviae USA 2002
KPC-3" K. pneumoniae USA 2000-01
KPC-3 S. marcescens USA 2000
KPC-4 Enterobacter sp. Scotland ?
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3. MATERYAL VE METOT

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda Nisan 2015 ve Mayis 2016 tarihleri arasinda gonderilen cesitli
orneklerden izole edilen karbapenem direngli 200 P. aeruginosa izolat1 calismaya dahil

edilmistir.

3.1.Bakterilerin tanimlanmasi

Laboratuvara gelen klinik 6rnekler rutin olarak % 5 koyun kanli agar ve Eozin
Metilen Blue (EMB) agara ekildi, 35°C’de, 20-22 saatlik inkiibasyondan sonra iireyen
koloniler degerlendirildi. Ureyen kolonilerden P. aeruginosa tanimlamasinda; EMB
agarda iireyen laktoz negatif koloniler hareket, oksidaz aktivitesi, koloni morfolojisi,
pigment olusturma, kanli agarda hemoliz olusturma 6zellikleri kullanildi. Tiir diizeyinde
tanimlanmanin dogrulanmasi i¢in suslar bir kez de Vitek-MS otomatize sistemi ile

calisildi.

3.2.Bakterilerin antimikrobiyal direncinin belirlenmesi
Calismaya dahil edilen suslarin  karbapenem direnci Vitek2 Compact

(Biomeriux, Fransa) sisteminlerinde belirlendi.

3.2.1.Vitek2 Compact (Biomeriux, Fransa) Otomatize sistemi

Antibiyotik duyarliligt AST N326 kartlar1 kullanarak {iretici firma Onerileri
dogrultusunda ¢aligildi. izolatlar % 5 koyun kanli agarda iiredikten sonra 0,5-0,6
McFarland standart bulaniklifinda bakteri siispansiyonu hazirlanarak, kartlar ve
slispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Siispansiyonlarin kartlara inokiile edilmesi, okuma,
degerlendirme ve raporlama otomatik olarak cihaz tarafindan yapildi. Ayrica

degerlendirme EUCAST kriterlerine gore yapilmistir.

3.3. Molekiiler Yontemler
3.3.1. P. aeruginosa bakterisinden DNA ekstrakasiyonu
P. aeruginosa bakterisinden kaynatma yoluyla DNA ekstraksiyonu yapildu.

1. Mueller- Hinton agar besiyerine pasajlanan bakteriler 35°C’de 20-22 saat inkiibe
edildi.

2. Ureyen bakterilerden bir 6ze dolusu alintp, 500 ul steril distile su iceren
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

3. Homojenizasyon i¢in vorteks islemi yapildi
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. Homojen bir silispansiyon elde edildikten sonra, mikrosantrifiij tiipleri 15 dk

stiresince 100°C’ye ayarlanmis olan kuru bloga yerlestirildi.

. Siire sonunda mikrosantrifiij tiipleri sogutmali mikrosantrifiij cihazina

yerlestirilerek 15000x g ve 4°C sicaklikta 20 dakika boyunca santrifiij islemine
tabi tutuldu.

Santrifiij isleminden sonra iiste kalan kistm PZR isleminde kullanilacak template
DNA olarak sterii DNAse ve RNAse icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi.

Elde edilen DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.3.2. KPC geninin standart PZR yontemi ile arastirilmasi
KPC gen bolgesi standart PZR 1ile test edildi.
Kullamilan Primerler

Calismada Doyle ve ark. (2012)’nin tanimladig primerler kullanildi. Kullanilan

primerler tablo 11°de sunuldu.

Tablo 11. Caliymada kullanilan KPC geni primer ¢ifti (Doyle ve ark., 2012)

Gen Primer adi Primer dizisi
KPC KPC-F TGTCACTGTATCGCCGTC
KPC-R CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

KPC geninin standart PZR yontemiyle amplifikasyonu
KPC geninin belirlenebilmesi i¢cin KPC-F ve KPC-R primerleri kullanilarak

amplifikasyon programi uygulandi. PZR isleminde kullanilacak reaksiyon karigimi tablo

12°de, amplifikasyon programi da tablo 13’te belirtildi.

Tablo 12. KPC PZR reaksiyon karigimi

10X PZR tamponu Sul
25 mM MgCl, 4 ul
dNTP karigimi (10 mM) Il
Taq DNA polimeraz (5U/ul) Tl
KPC-F primeri (10 pmol) 1l
KPC-R primeri (10pmol) Tl
Kalip DNA 4 ul
Saf su 33 ul
Toplam 50 ul
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Tablo 13. KPC PZR amplifikasyon programi

95°C’ de 5 dakika 6n denatiirasyon ———> 1 Dongi

\
95°C’ de 1 dakika hedef DNA denatiirasyonu

60°C’ de 1 dakika primer baglanmasi > 35 Dongii
72°C’ de 1 dakika primer uzamast

72°C’ de 10 dakika son uzama < 1 Dongii
DNA elektroforezi:

PZR iirlini DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in
konsantrasyonu % 2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Mikrodalga
firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi.
Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon {riinii 2 pl 6X yiikleme tamponu ile
karistirilarak uygulandi. Bir saat siiresince 120 V elektrik akimi altinda molekiiler
boyutlaria gére DNA bantlar1 ayristirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile suda
20 dakika jel boyandi. Elektroforez islemini takiben orneklere ait DNA bantlar
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtecleri ile karsilagtirilarak goriintiileme
cihazinda incelendi.

3.4. Karbapenem Inaktivasyon Metodu (KiM)

Bu testin ¢alisma prensibi; karbapenemaz iiretimi test edilecek susla birlikte
inkiibasyona birakilan karbapenem diskinin, bakterinin enzimiyle inaktivasyonunun
fenotipik olarak gosterilmesidir (Van der Zwaluw ve ark., 2015). Mikrosantrifiij
tipiinde karistirilan steril distile su ve bakteri siispansiyonuna meropenem diski atilip
iki saat inkiibasyona birakildi. Iki saatin sonunda mikrosantrifiij tiipii i¢indeki disk
alinarak ve karbapenem duyarli 0.5 McFarland standart bulanikliginda olan E. coli
ATCC (25922) susunun yayilmis oldugu Mueller hinton agar (MHA) plagina konuldu.
Altt ya da 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda normalde E. coli susunun etrafinda
inhibisyon zonu olusmasi beklenirken, test edilen bakteride karbapenemaz varliginda
inaktive olan meropenem, E. coli susunda inhibisyon zonu olusturamaz, bu durumda

karbapenemaz iiretimi pozitif olarak degerlendirilir (Kili¢ ve ark., 2016).
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4. BULGULAR

4.1. P. aeruginosa Izolatlarinin izole Edildikleri Ornek Tiirleri ve Klinik
Servisler

Calismaya toplam 200 karbapenem direngli P. aeruginosa izolat1 dahil edildi.
Bu calismaya dahil edilen yatan hastalardan ve poliklinik hastalarindan gdnderilen
materyallerden izole ettigimiz P. aeruginosa izolatlarinin 6rnek tiirii dagilimi sekil 3°te
sunulmustur. P. aeruginosa izolatlarinin en sik izole edildigi ornek tiiri % 34.5 ile
trakeal aspirat olup bunu % 18 ile balgam ve % 17 ile idrar 6rnekleri takip etmekte
olup; en az izole edildigi 6rnek tiirii ise % 0.5 ile siiriintii ve bronkoalveolar lavaj (BAL)

ornek tiirleri olmustur.

1% W Trakeal aspirat kiltir(
2% 3% 1%| 1% W Balgam kiiltiri

W idrar Kltdrd

M Eksuda kultard

B Kan kiiltiirt (aerob)

M Yara kulturd

1 Kateter

m Steril viicut sivisi

BOS

m Srdntd

Bronkoalveolar Lavaj (BAL)
Ornegi Kiltird

Sekil 3. P. aeruginosa’larmn izole edildigi 6rnek tiirti dagilim grafigi

P. aeruginosa materyallerin en biiylik boliimii dahiliye servisinden (% 36); en az
ise ortopedi ve travmatoloji, kardiyoloji, ¢ocuk enfeksiyon servislerinden (% 0.5) izole

edildi. Gonderilen orneklerin servislere gore dagilimi tablo 14’te sunuldu.
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Tablo 14. P. aeruginosa’larin izole edildigi materyallerin servislere gére dagilimi tablosu

Klinik Say1 Yiizde (%)

Dabhiliye 72 36
Noroloji Servisi 21 10.5
Beyin Cerrahi Servisi 20 10
Genel Cerrahi Servisi 14 7
Cocuk Genel Servisi 11 5.5
Yetiskin Yogun Bakim Servisi 10 5
Uroloji Servisi 8 4
Kalp Damar Cerrahi Servisi 7 35
Cocuk Acil Servisi 6 3
Cocuk Saghg ve Hastahklar 5 2.5
Enfeksiyon Hastaliklar: Servisi 5 2.5
Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Servisi 5 2.5
Acil ve Tlkyardim Servis 4 2
Gaogiis Cerrahi Servisi 4 2
Cocuk Yogun Bakim Servisi 3 1.5
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Servisi 2 1
Cocuk Enfeksiyon 1 0.5
Kardiyoloji Servisi 1 0.5
Ortopedi ve Travmatoloji Servisi 1 0.5

4.2. P. aeruginosa izolatlarimin antimikrobiyal duyarhhg:

Vitek2 Compact (Biomeriux,

France) otomatize cihaz1 ile c¢alisgilan P.

aeruginosa izolatlarinin antimikrobiyal duyarliligt sonuclart tablo 15 ve sekil 4’te

oldugu gibi saptanmustir.

Tablo 15. P. aeruginosa izolatlarinin vitek2 antimikrobiyal duyarliligi sonuglari

ANTIBIYOTIKLER R S 1 TOPLAM
Amikasin 31 (% 15.57) 7 (% 3.51) 161 (% 80.90) 199
Gentamisin 49 (% 24.62) 150 (% 75.37) - 199
Imipenem 187 (% 93.5) 8 (% 4) 5(%2.5) 200
Kolistin 3 (% 1.50) 196 (% 98.49) - 199
Levofloksasin 87 (% 44.16) 86 (% 43.65) 24 (% 12.18) 197
Meropenem 106 (% 53) 15 (% 7.5) 79 (% 39.5) 200
Piperasilin 123 (% 61.5) 40 (% 20) 37 (18.5) 200
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Tablo 15. Devami

Sefepim 83 (% 41.91) 74 (% 37.37) 41 (% 20.70) 198
Seftazidim 79 (% 39.69) 82 (% 41.20) 38 (% 19.09) 199
Siprofloksasin 67 (% 33.83) 115 (% 58.08) 16 (% 8.08) 198

200
150
100
50

mR

uS

& -

Sekil 4. P. aeruginosa izolatlarimm vitek2 antimikrobiyal duyarliligi sonuglart

4.3. Karbapenem inaktivasyon metodu (KIM) sonuclar
P. aerginosa ile yapilan karbapenem inaktivasyon metodu (KIM) sonuclarina

gore 22 sus pozitif, 178 sus negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Karbapenem inaktivasyon metodu (KiM) degerlendirmesine gore pozitif ve negatif gorseller
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Sekil 5. Devami

4.4. KPC geni icin PZR islemi

KPC gen bolgesi Doyle ve ark. (2012) tarafindan o6nerildigi sekilde calisildi.
KPC geni tasiyan pozitif kontrol susuyla yapilan PZR islemi jel goriintiisii sekil 6’da
gosterildi.

4.4.1. KPC gen bolgesi icin PZR islemi sonuclari
Yapilan PZR islemi sonucunda 200 P. aeruginosa izolatindan KPC geni tasiyan

izolat saptanmadi.
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Sekil 6. KPC pozitif sugla yapilan PZR jel goriintiisii (M; marker, 1; KPC pozitif sus, 2; klinik sus, NK;

negatif kontrol)
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5. TARTISMA

Diinya genelinde yapilan c¢alismalarda hastane enfeksiyonlarmin %10-
%15’inden P. aeruginosa sorumlu oldugu bildirilmistir (Strateva ve Yardanov, 2009).
Pseudomonas cinsi bakterilerden P. aeruginosa kokenleri her ortamda bulunabilir ve
hastane ortaminda kolay yasayabilir; ayrica Ozellikle c¢ogul antibiyotik direnci
kazanmalar1 nedeni ile 6nemli bir yere sahiptirler. P. aeruginosa bagisiklik sistemi
baskilanmig olanlarda, genel durumu kotii, agir yanikli kisilerde, ciddi metabolik
hastalig1 bulunanlarda, uygunsuz sekilde uzun siire antibiyotik kullananlarda, uzun siire
kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda enfeksiyon etkeni olarak Gnem
kazanmaktadir (Kalem ve ark., 2008; Diindar ve Tamer, 2009). Antibiyotiklere kars1
mikroorganizmalarin gelistirdigi direng, diinya genelinde sorun olusturmustur (Korten
ve ark., 2007). Son yillarda giderek artan ila¢ direnci olan bakterilerden biri olan
karbapenemlere direngli P. aeruginosa tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de sorun

olusturmaktadir (Giilay, 2014).

Eskitirk ve ark. (1997)’larimin 105 pseudomonas susu ile yaptiklart bir
calismada 41’inin trakeal aspirat, 24 {iniin idrar, 17’sinin kan, 21’inin yara yeri, kateter;
Tuncbilek ve ark. (1998)’larinin 94 P. aeruginosa susunun 64’{iniin yara yeri, 26’sinin
idrar, ikisinin kan, ikisinin trakeal aspirat; Turgut ve ark. (2002)’lart yapmis olduklar
calismada, P. aeruginosa kokenlerini % 39.5 ile en sik idrardan ve % 37.2 ile ikinci
siklikta trakeal aspirattan, % 20.6 ile {igiincii siklikta ise yara; Akgay ve ark.
(2003)’larmin 100 P. aeruginosa susunun 45 trakeal aspirat, 23 idrar, 21 yara; Diindar
ve Tamer (2009)’in, ii¢ yillik siirecte izole ettikleri 665 Pseudomonas susundan % 28’1
idrardan, % 27’si solunum sistemi Orneklerinden, % 27’si de deri-yumusak doku
materyalinden; Ozdemir ve ark. (2009)’'min yaptigi bir calismaya gére 159
Pseudomonas susunun % 34’ yaradan, % 33’i trakeal aspirattan, % 12,5’1
bronkoalveoler lavajdan, % 8’i kandan; Ustiin (2010)’{in yaptig1 ¢alismaya gore 150 P.
aeruginosa suglarinin biiyiik ¢ogunlukla % 65 yara, % 13 trakeal aspirat ve % 10 idrar;
Cayct (2012)’nin yaptigt ¢alismaya gore 300 P. aeruginosa izolatlarinin % 31 trakeal
aspirat, % 22.3 idrar, % 13.3 balgam; Aksoy (2013)’un yaptig1 bir ¢alismada solunum
orneklerinden % 37, idrardan % 20, dokudan % 20; Tasbent (2014)’te 184 karbapenem
direncli Pseudomonas spp. suslart ile yapilan bir calismada ise tespit edilen 6rneklerin

% 46.1°1 bronke alveoler lavaj, % 16.8’1 yara, % 9.7’si trakeal aspirasyon mayi, %
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8.6’s1 ise idrar Orneklerinden izole edildigi belirlenmistir. P. aeruginosa suslarinin
genellikle en ¢ok izole edildikleri kdkenlerin sikligr iilkemizde yapilan bircok calisma
sonuclarinda benzer olmakla birlikte solunum yolu 6rnekleri (trakeal aspirat, balgam,
bronkoalvealar lavaj sivisi, bogaz salgisi), yara ve idrar orneklerinden elde edildigi
belirlenmistir (Cesur ve ark., 2002; Ersoz ve ark., 2004; Giindiiz ve ark., 2004; Cift¢i ve
ark., 2005; Yiicel ve ark., 2006; Kalem ve ark., 2008; Kurtoglu ve ark., 2008; Mansur,
2010; Oztiirk ve ark., 2011). Bizim ¢alismanmizda da 200 P. aeruginosa susunun en sik
izole edilen ornek tiirleri sirasi ile % 34.5 trakeal aspirat, % 18 balgam, % 17 idrar, %
11 eksuda kiiltiirii, % 7.5 kan ve % 5 yaradir. Bu sonuclarda yapilan 6nceki sonuglara

benzerlik gostermektedir.

P. aeruginosa susu ile iilkemizde yapilan calismalardaki klinik yiizdelerine
bakildiginda Tungbilek ve ark. (1998) genel cerrahi’den % 36, ortopedi’den % 22,
dahiliye servislerinden % 11; Giindiiz ve ark. (2004) yogun bakim {initelerinden % 43.3,
kulak burun bogaz servisinden % 18, cerrahi servisinden % 8.6; Kalem ve ark. (2008)
yogun bakim {initelerinden % 33, cerrahi servisinde % 22, pediatri % 16; Ustiin
(2010)’tin yaptiZ1 caligmaya gore yamk % 31, plastik cerrahi % 15, yogun bakim
{initelerinden % 9; Oztiirk ve ark. (2011)’nin ¢alismasinda 100 P. aeruginosa susunun
18’1 IMP direngli bulunmus olup bunlarin yogun bakim iinitelerinden % 55.5, cerrahi
kliniklerinden % 22, dahiliden % 11; Cayc1 (2012)’nin yaptig1 calismaya gore dahiliye
% 14, beyin cerrahisi servisi % 12.3, gogiis hastaliklar1 servisinden % 10; Aksoy
(2013)’un yaptig1 bir ¢alismada P. aeruginosa’lar en sik yogun bakim iinitelerinden %
48.5, cerrahi %31.4 ve dahili kliniklerden % 20; Tasbent (2014) yaptiklar: ¢aligmada
ise karbapenem diren¢li olan Pseudomonaslarin yogun bakim {initelerinden % 70,
pediatri % 13 oraninda izole ettiklerini bildirmislerdir. Bizim ¢alisma sonuglarimiza
gore P. aeruginosa’nmm en sik izole edildigi klinik % 36 ile dahiliye olmak {tizere, %
10.5 noéroloji servisi, % 10 beyin cerrahi servisi, % 7 genel cerrahi servisidir. Bu

sonuclar diger calisma sonuglart ile birebir ortiismemektedir.

Son yillarda P. aeruginosa kokenlerinde hizla artan karbapenem direnci dikkat
cekici olmasina ragmen P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en etkili
antibiyotikler, beta laktam grubu antibiyotikler icinde en genis spektruma sahip olan

karbapenemlerdir. Yapilan bir calismada P. aeruginosa izolatlarinin 2005-2006, 2007-
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2008 yillar1 arasinda antibiyotik duyarliliklart incelenmis ve en etkili antibiyotigin
karbapenem oldugunu belirtilmistir (Tungoglu ve ark., 2009). Klinikte kullanilan
karbapenemler; imipenem, meropenem, ertapenem ve doripenemdir (Miilazimoglu,
2010; Hamouda ve ark., 2011). P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde imipenem
ve meropenem yaygin olarak kullanilan B-laktam antibiyotiklerdir. Bununla birlikte,
karbapenem direnci geligebilir. Karbapenem diren¢ mekanizmalar1 arasinda porin
downregiilasyonu, efflux pompasi asirt ekspresyonu ve karbapenem hidrolize edici
enzimlerin iiretimi de dahil olmak iizere ¢esitli mekanizalar yeralmaktadir (Lister, 2002;
Livermore, 2002). Hidrolize enzimlerin yoklugu; porinlerden OprD’nin kaybi
sonucunda, imipenem direncine ve meropenem duyarlilifinda azalmaya neden olabilir
(Kohler ve ark., 1999). Meropenem direnci, mexAB-oprM pompasinin asiri
ekspresyonu ile birlikte OprD kaybi sonucunda meydana gelmektedir (Giske ve ark.,
2005). Ayrica caligmamizda arastirdigimiz KPC genini normalde bulundugu K.
pneumoniae’dan farkli cinslere yayilmasi biiyiik olasilikla ¢esitli biiyiikliikteki plazmitle
aktarilabilen genetik materyallerle iligkilidir (Naas ve ark., 2008). Sar1 (2005)’nin
yaptig1 bir ¢alismada farkli porin veya pompa-efluks sistemleri nedeniyle imipenem ve

meropenem birbirinden bagimsiz duyarliliklara sahip olabilirler.

Genis spektruma sahip olan ve bakteri dis membranindan hizla gecebilmeleri
gibi ozelliklerden dolayr ¢oklu direng gosteren karbapenemler, gram negatif bakteri
enfeksiyonlarinda en fazla tercih edilen antibiyotik grubudur. Karbapenem grubu
antibiyotiklere karst gelisen direncin farkli sebepleri olabilmektedir: Karbapenem
direncine yol agan nedenlerden biri ilacin hiicrede yeterli konsantrasyona ulasmamasi
ve en Onemlisi karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimlerinin varliginda
meydana gelmektedir (Giilay, 2001; Fritshe ve ark., 2005; Walsh, 2008; Bush ve
Jacoby, 2010; Nordmann ve ark., 2011; Tasbent ve Ozdemir, 2015). Yapilan
caligmalara gore P. aeruginosa igin karbapenem direnci; OprD kaybi, MexAB-OprM
aktif disa pompalama sistemi, permeabilite mutasyonlari, asirt miktarda kromozomal
AmpC beta-laktamaz iiretilmesi ve metallo-beta-laktamaz enzimlerinin {iretilmesi
seklindedir (Livermore, 2002; Aksoy, 2013). Her iilke ve merkeze gore direng oranlari
ve sorumlu olabilecek enzimler degisiklik gostermekle birlikte, yillar i¢inde oranlar
artmaktadir (Fritshe ve ark., 2005): Yurt dist ve Tiirkiye’deki verilerle
karsilastirildiginda ¢ok yiiksek karbapenem direnci iilkemizde bildirilmemektedir.
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Karbapenemaz aktivitesi es zamanli ¢oklu ila¢ diren¢ gelisimini de beraberinde
tagiyarak yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle
ozellikle yogun bakim iinitelerinde ciddi enfeksiyonlarda karbapenem duyarliligini
dogru ve miimkiin olan en kisa siirede belirlemek etken bakterinin izole edildigi hasta

icin yasamsal dnem tagimaktadir (Tasbent, 2014).

Kolombiya’da Enterobacteriacea ailesi disinda KPC geninin ilk rapor edildigi
caligma sonuglarina gore; 3 P. aeruginosa susunda KPC enzimini tespit ettiklerini
bildirmislerdir (Villegas ve ark., 2007). Sinif A (serin beta laktamazlar) i¢inde bulunan
KPC-2 ile GES-2 karbapenemazlari, sinif B (metallo beta laktamazlar) icinde bulunan
IMP ve VIM esas olarak P. aeruginosa’da tespit edilir, fakat bu grup beta laktamazlar
Enterobacteriaceae’larda da gosteren diinya genelinde raporlar bulunmaktadir

(Queenan ve Bush, 2007).

Enterobacteriaceae’nin farkl tiirlerinde KPC-2 geninin ortaya ¢ikmast ve bu
genin farkli iilkelerdeki P. aeruginosa suslarina yayilmasi diinya ¢apinda yayginlagsma
potansiyelini vurgulamaktadir. Baz1 durumlarda bu yayginlastirma, ortak bir transpozon

olan Tn4401 ile iligkilendirilmigtir (Naas ve ark., 2008).

Bennett ve ark. (2009) karaciger naklinden sonra meydana gelen bakteriyemi
sonucunda, izole edilen Enterobacter cloacae ve Pseudomonas putida suslarda KPC-2
geni saptanmistir. Bu KPC geni Enterobacter spp.’de daha 6nce tanimlanmis olsa da, P.

putida’da KPC geninin belirlendigi ilk rapordur.

Wolter ve ark. (2009) Porto Riko’da cesitli hastanelerdeki 513 P. aeruginosa
suglart ile yaptiklar1 calismada; 6 aylik siire zarfinda, 13 suslart PFGE grubuna
ayirmiglar ve bu gruplardaki 37 susu karbapenem direngli bulmuslardir. Dért PFGE
grubunda alinan 37 susun 25 tanesi KPC, 7 PFGE grubundan alinan 37 susun 7
tanesinde ise IMP-18 bulmuslardir. Bu sonuglara gore bulduklart KPC (KPC-2, KPC-5)
pozitif P. aeruginosa suslarinin, IMP-18 ve KPC’nin genetik olarak bagimsiz suslarla

yayilimlarina isaret ettiklerini belirtmislerdir.

Akpaka ve ark. (2009) yayinladiklart makalede Trinidad ve Tobago’da P.

aeruginosa’da KPC geninin ortaya ¢iktigini raporlamislardir.
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Robledo ve ark. (2010) yaptig1 bir calismada 17 farkli hastaneden alinan c¢ok
ilaca direncli (MDR) gram negatif bakterilerden olan Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, P. aeruginosa ve A. calcoaceticus-baumannii kompleks izolatlarinda beta
laktam direncinin ada ¢apinda PCR tabanli bir siirveyans caligmasi sirasinda 10 KPC
pozitif Acinetobacter izolat1 tespit edildigi bildirilmistir. Bu tespit edilen KPC
genlerinin sekanslamasi sonucunda KPC-2, KPC-3, KPC-4 ve yeni bir varyant olan
KPC-10 oldugu belirlenmistir; ayrica Acinetobacter tiirlerinde KPC tipi beta-laktamazin
bulundugunun belirlendigi ilk rapordur. P. aeruginosa izolatlarinda ise KPC geni

belirlenememistir.

Poirel ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, multipleks PCR yontemiyle 11 ayr1
direng genine (IMP, VIM, NDM, SPM, AIM, DIM, GIM, SIM, KPC, BIC, OXA-48)
bakmislardir. VIM-2 direng genini P. aeruginosa suslarinda, IMP-1 direng¢ genini ise K.
pneumoniae suslarinda tespit etmislerdir. Ancak P. aeruginosa izolatlarinda KPC geni

tespit edilememistir.

De Araujo Jacome ve ark. (2012) Brezilya’da yogun bakim iinitesinde yatan iki

hastadan ilk kez KPC-2 iireten Pseudomonas aeruginosa suslari raporlanmigtir.

Ramirez ve ark. (2013), 8 yillik calismayr yaptiklart kurumda ilk basta KPC
iireten K. pneumoniae salginlart meydana gelmistir. Bu salginlardan 6nce ve sonra P.
aeruginosa izolatlarint kargsilastirarak salgindan once alinan izolatlarda KPC geninin
tespit edilmedigi, ancak salgin sonrasinda elde edilen 76 izolatin 33’{inde (% 43) KPC

geninin tespit edildigi belirlenmistir.

Lari ve ark. (2014), yaptiklar1 bir c¢alismada hastanede yatan yanik
yaralanmalarindan izole edilen 241 P. aeruginosa suslarina yapilan PCR sonucunda

Iran’da KPC genini ilk kez raporlamislardur.

Hastanede yatan hastalarla 1998-2012 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada izole
ettikleri karbapeneme direngli 129 P. aeruginosa izolatinin 33’iinde SPM-1, 4’{inde
VIM-2 ve 3’iinde GES-3 gen bolgesini tespit etmigler; bunun disinda 9 susta SPM-1 ve
KPC-2 birlikteligi, 1 susta da SPM-1, VIM-2 ve KPC-2 gen birlikteligi saptamislardir
(Rizek ve ark., 2014).
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Er ve ark. (2015), yatan hastalardan izole ettikleri 195 seftazidime direngli P.
aeruginosa susunda, real-time PCR yoOntemiyle diren¢ genlerine (PER, GES, KPC,
VIM, IMP, OXA) bakmiglar; KPC ve PER genlerine rastlamamislar; fakat 26 izolatta
GES-1, 5 izolatta OXA-10, 4 izolatta OXA-14, 4 izolatta VIM-2, 2 izolatta IMP
bulmuslardir. Ayrica bu pozitif bulunan izolatlarin imipeneme direngli oldugu

saptanmistir.

Dotson ve ark. (2016), yaptiklart bir calismada 2014 yilinda bir hastadan izole
edilen P. aeruginosa susu coklu ila¢ direnci sergilemis ve izole edilen P. aeruginosa’da
VIM geni bulunmazken, plazmid {iizerinde bulunan Tn4401b transpozonu ile K.

pneumoniae karbapenemaz enzimini kodlayan KPC genini barindig1 belirlenmistir.

Kabir ve ark. (2016) Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp.’le yapilan bir calisma sonucunda, P. aeruginosa’da KPC geni

belirlenmemistir.

Chalhoub ve ark. (2016) yaptig1 bir ¢alismada kistik fibrozis (KF) hastalarindan
izole edilen 6 karbapenemaz negatif P. aeruginosa ve hastane kdkenli pnémoni (HAP)
hastalarinda 7 karbapenemaz pozitif izolatta yiiksek seviyede meropenem direncine yol
acan mekanizmanin belirlenmesi amaclanmistir. (-Laktamazlar, fenotipik testler ve
PZR ile arastirilmistir. OprD geni ve promotoru dizilimi; protein ekspresyonu, SDS-
PAGE ile belirlenmigtir. MexA, mexX, mexC ve mexE transkriptleri ger¢ek zamanli ve
semikantitatif PCR ile degerlendirilmigtir. Tiim izolatlar, mexA, mexX ve mexC’nin
transkripsiyon diizeylerinde bir artig, kisaltilmig protenlerin iiretilmesine yol agan OprD
mutasyonlart gostermistir. AmpC tipi sefalosporinazlar CF izolatlarinda asir1 eksprese
edilmistir ve VIM-2, HAP izolatlarinda eksprese edilmistir. Bakterilere eslik eden
efluks ve azalmis alim ile antibiyotik atiliminin, AmpC tipi sefalosporinazlar: asir1 ifade
eden izolatlarda meropenem igin yliksek seviyede diren¢ saglamak icin gerekmektedir.
Bu izolatlardaki efluks baskin oldugu i¢in, meropenemin imipenemden daha az aktif
oldugu bir paradoksal fenotip vermistir. Hem karbapenemlerin hem de muhtemel direng
mekanizmalarmin hizli bir sekilde aydimnlatilmasma es zamanli duyarlilik testleri
yapilmast gerekli oldugu goriilmiistiir. Bizim c¢alisma sonuglarimiza goére de P.

aeruginosa’da KPC geni bulunamamagtir.
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Gram-negatif basillerdeki karbapenemaz aktivitesini sekiz saat i¢inde tespit
etmek icin karbapenem inaktivasyon metodu (KiM) olarak adlandirilan yeni bir
fenotipik test gelistirilmistir. Bu yontem KPC, NDM, OXA-48, VIM, IMP ve OXA-23
karbapenemazlar1 kodlayan genleri saptamak icin PZR ile elde edilen sonuglarla yiiksek
uyum gosterdigi bulunmustur. Enterobacteriaceae (6rn., Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli ve Enterobacter cloacae), P. aeruginosa ve A. baumannii’de gesitli
karbapenemaz iireten genlerin  belitlendigi PZR ile KiM’nun sonuglart
karsilastirildiginda; KIM’nun karbapenemaz aktivitesinin giivenilir sekilde tespit
edebilen fenotipik tarama yontemi oldugu gosterilmistir. Ayrica KIM testinin
gecerliligini test etmek icin K. pneumoniae, E. coli ve E. cloacae’in farkli optik
yogunluklari (ODsgs 2,6; ODsgs 13; ODsgs 65) kullanilmis; bu deneme sonucunda E.coli
(ATCC 25922)’nin tiim yogunluklari i¢in negatif kaldig1r gozlenmistir. Calismada test
edilen 411 izolatin PZR yontemi ile belirlenen karbapenemaz geni pozitif olan 67 (%
16.3) izolatin, KiIM sonucuna gore 65’i (% 97.0) pozitif oldugu gozlenmistir. Sadece
OXA-23 tastyan iki 4. baumannii izolatinda, KIM ile karbapenemaz aktivitesi tespit
edilememistir. Calismada kullanilan Pseudomonas izolatlar1 arasinda 387 izolatin
49’unda (% 12.7) en sik tespit edilen karbapenemaz geninin VIM oldugu ve KPC
geninin belirlenmedigi goriilmiistir (Van der Zwaluw ve ark., 2015). Bayramoglu ve
ark. (2016), 2008-2014 yillar1 arasinda ¢esitli klinik Orneklerden elde ettikleri ve
karbapenemlerden (ertapenem, imipenem veya meropenem) en az birine direngli
Enterobacteriaceae izolatlar1 dahil ettikleri calismalarinda KIM ile PZR karbapenemaz
geni saptanan tiim izolatlar pozitif, karbapenemaz geni saptanmayan tiim izolatlar
negatif bulunmus; yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigli % 100 olarak hesaplanmistir.
Enterobacteriaceae iiyelerinde KiM’nun 6zgiilliigiinii ve duyarlilik Van der Zwaluw ve
ark. (2015) sirast ile % 100, % 100; Tijet ve ark. (2016) yaptig1 calismada ise % 100, %
98.8 oldugu belirlenmistir. Bu calismalarda KIM’nun degerlendirilmesinin bir gece
inkiibasyondan sonra yapilmasi tercih edilmistir. Ancak Bayramoglu ve ark. (2016)
yaptiklar: calismada ise degerlendirmeler 6 saat inkiibasyondan sonra yapilmasina
ragmen olumlu sonuglarinin alindigt belirlenmistir. Bizim ¢alismamiz sonuglarimizin
KIM’nun sonuglari ile értiisiip ortiismedigine sadece KPC geni varligina baktigimiz igin

net olarak belirlenememistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip
Laboratuvarlart Mikrobiyoloji Bdliimii Bakteriyoloji Laboratuvari’na, Nisan
2015-Mayis 2016 tarihleri arasinda gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen toplam 200 karbapenem direngli P. aeruginosa izolat1 test edildi.

P. aeruginosa izolatlarimin en sik izole edildigi 6rnek tiirii % 34.5 ile trakeal
aspirat olup bunu % 18 ile balgam ve % 17 ile idrar 6rnekleri takip etmekte
olup; en az izole edildigi 6rnek tiirti ise % 0.5 ile siiriintli ve bronkoalveolar lavaj
(BAL) 0rnek tiirlerinin oldugu belirlenmistir.

P. aeruginosa 6rneklerinin en biiyiik boliimii dahiliye servisinden (% 36); en az
ise ortopedi ve travmatoloji, kardiyoloji, cocuk enfeksiyon servislerinden (%
0.5) izole edildigi belirlenmistir.

Calismaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlarinin imipenem ve meropenem
direncg oranlari siras1 ile % 93.5, % 53 oldugu belirlenmistir. Imipenem ve
meropenem disindaki antibiyotiklerde en yiiksek direncin piperasilin, en diisiik
direncin kolistinde; en yiiksek duyarliligin kolistin, en diisiik duyarliligin ise
amikasinde oldugu belirlenmistir.

Calismamizdaki P. aeruginosa izolatlarinda PZR yontemiyle arastirilan KPC
geni saptanamadi.

Calisma suslarina uygulanan KIM’nun sonuglarma gére 22°si pozitif, 178si
negatiftir. KIM’nun duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi, uygulama ve
degerlendirmenin kolay olmast ve ayni giin icinde sonug¢ alinabilmesi gibi
avantajlara sahip olmasi rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda iyi bir alternatif
olusturmaktadir. Ayrica bu yontemle sadece karbapenemaz varligi saptandigi
icin karbapenemaz gen varligini arastirmak i¢in molekiiler yontemlere ihtiyag
bulunmaktadir.

Calismamiz bolgesel olarak yapildigi i¢in epidemiyolojik 6neme sahiptir.
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