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OZET

Heterodireng (HD) ilk kez 1947 yilinda Haemophilus influenzae’da
saptanmasinin ardindan, bir¢ok bakteri tiiriinde ve farkli antibiyotiklere karsi tespit
edilmistir. Genel anlamda heterodireng; duyarli bir bakteri popiilasyonu i¢inde farkli
duyarhiliklara sahip bakteri alt popiilasyonlarmin varligi olarak tanimlanmaktadir.
Heterodireng sayesinde bakterinin ortamdaki bakterisidal antibiyotik maruziyetinden
etkilenmemesinin yani sira, heterodirencin bakteride evrimsel olarak antibiyotik direnci
gelisiminde bir ara evre olabilecegi diisiiniilmektedir. Coklu ilaca direngli ve tim
ilaclara direncli bakterilerin sebep oldugu enfeksiyon prevalansinin giderek arttigi
giiniimiizde, pek ¢ok bakteri tiirtinde bir¢ok antimikrobiyale kars1 yiiksek HD prevalansi

bildirilmesi, bu hipotezi desteklemektedir.

Calismamiza; Ocak 2014-Temmuz 2018 tarihleri arasinda, Hacettepe
Universitesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen kan
kiiltiirlerinden izole edilen 256 A.baumannii ve 152 P.aeruginosa olmak {izere, toplam
408 non-fermentatif bakteri dahil edilmistir. Izolatlarin imipenem (IMP) ve meropenem

(MEM) duyarlhiliklari, sivi mikrodiliisyon (SMD) yontemi ile belirlenmistir.

Caligmamizda CLSI sinir degerlerine gore; 256 A.baumannii izolatinin %11,3’1
(s=29) IMP-duyarl, %0,4’ii (s=1) IMP “intermediate” %88,3’ii (s=226) IMP-direngli;
MEM i¢in %11,7’si (s=30) MEM-duyarli, %0,8’1 (s=2) MEM “intermediate”, %87,5’1
(s=224) MEM-direngli olarak saptanmistir. P.aeruginosa izolatlarina ait SMD sonuglari
incelediginde ise; 152 izolatin IMP igin %37,5°i (s=57) duyarli, %19,1°i (s=29)
“intermediate” ve %43,4’i (s=66) direncli iken; MEM igin %38,1°1 (s=58) duyarli,
%15,1°1 (s=23) “intermediate” ve %46,8’1 (s=71) direngli olarak tespit edilmistir.

SMD testi ile IMP veya MEM duyarli oldugu saptanan izolatlarda IMP ve MEM
HD varlig1 disk diflizyon testi, antibiyotik gradiyent testi ve popiilasyon analizi profili
(PAP) testi uygulanarak arastirilmistir. A. baumannii izolatlarinda IMP-HD siklig
%24,1, MEM-HD siklig1 %30; P. aeruginosa izolatlarinda IMP-HD siklig1 %57,9,
MEM-HD siklig1 %13,8 olarak bulunmustur.

Karbapenem diren¢ epidemiyolojisini belirlemek amaciyla, SMD testi ile
karbapenem duyarli olmadig saptanan suslarda karbapenemaz genleri polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yontemi ile aragtirlmistir. Karbapenem-direngli A.baumannii



izolatlarinin hepsinde blaoxa-s: saptanmis, %86,3’tinde (s=195) blaoxa-23, %0,9’unda
(s=2) blaoxa-24, %0,9’unda (s=2) blaoxa-ss ve %0,9’unda (s=2) blanom genleri amplifiye
edilmistir. Karbapenem-direngli P.aeruginosa izolatlarinin %4.2’sinde (s=3) blavp,

%26,8’inde (s=19) blaoxa-10 ve %1,4’linde (s=1) blaoxa-2 belirlenmistir.

Heterodireng varliginin genotipik yontemlerle arastirilmasi amaciyla; HD’li
oldugu tespit edilen izolatlarda karbapenemaz genlerinin varli§i, PZR yontemi ile
arastirtlmistir.  Karbapenem-direngli A.baumannii alt popiilasyonlarinin tiimiinde
blaoxas1 geni, %75’ inde (s=12) blaoxa23 geni saptanmistir. Karbapenem-direngli
P.aeruginosa alt popiilasyonlarinin higbirinde karbapenemaz genleri amplifiye

edilmemistir.

Heterodirengli bakteri popiilasyonlarinin 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmig
kisilerde persistan ve tekrarlayan enfeksiyonlara yol agabilmesi sebebiyle HD’li
bakterilerin saptanmasi klinik agidan biiyiik neme sahiptir. HD tespitinde altin standart
yontem oldugu kabul edilen PAP testi, zaman alic1 ve emek yogun bir test olmasi
nedeniyle rutin hizmet veren mikrobiyoloji laboratuvarlarinda calisilamamaktadir.
Literatiirdeki ¢aligmalarda difiizyon testlerinin rutin hizmet veren mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda HD tespitinde kullanilabilecegi belirtilmesine ragmen ¢alismamizda
difiizyon temelli testlerin diisiikk duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu saptanmustir.
Sonu¢ olarak, giinlimiizde hala HD’li izolatlarinin saptanmasi amaciyla

kullanilabilecek, PAP testi disinda giivenilir bir test bulunmamaktadir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, karbapenem,

heterodireng

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Hastanesi, Bilimsel Arastirma Projeleri,

Proje Birimi (TSA-2019-17898)

Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Onay Belgesi Sayi
Numarasi: 16969557-839



ABSTRACT

Since heteroresistance (HR) was first detected in Haemophilus influenzae in
1947, it has been described in many bacterial species and against different antibiotic
classes. Briefly, HR is defined as the presence of bacterial subpopulations with different

susceptibilities within a susceptible bacterial population.

In addition to the fact that heteroresistance protects the bacteria from the effect
of bactericidal antibiotic exposure, HR may also be an evolutionary intermediate stage
in the development of antibiotic resistance in bacteria. With the increasing prevalence
of infections caused by multidrug and pandrug resistant bacteria, the presence of high
prevalence of heteroresistance against different antimicrobials in many bacterial species

supports this hypothesis.

A total of 408 non-fermentative bacterial strains (256 A.baumannii and 152
P.aeruginosa strains) isolated from the blood cultures sent to The Central Bacteriology
Laboratory of Hacettepe University Hospital between January 2014 and July 2018, were
included in the study. Imipenem (IMP) and meropenem (MEM) susceptibilities of the
isolates were determined by broth microdilution (BMD) method. In our study, according
to the CLSI susceptibility breakpoints; 11.3% (n=29) of 256 A.baumannii isolates were
found as IMP-susceptible, 0.4% (n=1) as IMP “intermediate” and 88.3% (n=226) as
IMP-resistant; 11.7% (n=30) of the isolates were found as MEM-susceptible, 0.8%
(n=2) as MEM “intermediate”, and 87.5% (n=224) as MEM-resistant. Of the 152
P.aeruginosa isolates, 37.5% (n=57) were found as IMP-susceptible, 19.1% (n=29) as
IMP “intermediate” and 43.4% (n=66) as IMP-resistant; 38.1% (n=58) of the isolates
were found as MEM-susceptible, 15.1% (n=23) as MEM “intermediate” and 46.8%
(n=71) as MEM-resistant.

The presence of carbapenem HR was investigated in the isolates which were
determined as IMP or MEM susceptible by BMD test. HR was investigated by disc
diffusion, antibiotic gradient test and population analysis profiling (PAP) method. In our
study, the rates of IMP-HR and MEM-HR in A.baumannii isolates were found as 24.1%
and 30%, respectively. However, in P.aeruginosa isolates the rate of IMP-HR was
57.9% and MEM-HR was 13.8%.



In order to determine the epidemiology of carbapenem resistance in carbapenem-
resistant strains, the presence of carbapenemase genes was investigated by polymerase
chain reaction (PCR) method. blaoxas: was detected in all carbapenem-resistant
A.baumannii isolates. Although, blaoxa-2z was detected in 86.3% (n=195), blaoxa-24 in
0.9% (n=2), blaoxa-ss in 0.9% (n=2) and blanpwm in 0.9% (n=2) of carbapenem-resistant
A.baumannii isolates. In carbapenem-resistant P.aeruginosa isolates, blamp was
detected in 4.2% (n=3), blaoxa-10 in 26.8% (n=19) and blaoxa-2 in 1.4% (n=1) of.

In order to determine the presence of heteroresistance by genotypic methods, the
presence of carbapenemase genes in carbapenem-resistant subpopulations was
investigated by PCR. In carbapenem-resistant A.baumannii subpopulations, blaoxa-s:
was detected in %100 and blaoxa23 was amplified in 75% of the isolates.
Carbapenemase genes were not amplified in carbapenem-resistant P.aeruginosa

subpopulations.

Detection of HR is of great clinical importance, as heteroresistant bacterial
populations can cause persistent and recurrent infections, especially in
immunocompromised individuals. The PAP test, which is accepted as the gold standard
method for HR detection, can not be applied in routine microbiology laboratories as it
is a labor-intensive and laborious test. Although in some of the studies, using diffusion
tests was recommended for detection of HR in routine microbiology laboratories, in our
study the sensitivity and specificity of diffusion based tests were found too low for
detection of carbapenem HR. Therefore, there is still no reliable test other than PAP

method that can be used to detect HR isolates.

Key words: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, carbapenem,
heterogenous resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa’nin canli ve cansiz
bircok yilizeyde biyofilm olusturabilmesi, dezenfektanlara, alkole ve bir¢ok
antimikrobiyal ajana karsi intrinsik direngli olmasi, diger bakterilerin canliliklarini
stirdiremedikleri zor sartlarda dahi canli kalmalarimi1 saglamaktadir. Hastane
ortaminda bulunan esyalarin ve tibbi cihazlarin yiizeylerine tutunup kolonize olan
A.baumannii ve P.aeruginosa, bu yiizeylerde hizla olusturduklari biyofilm igerisinde
canliliklarini siirdirmektedir. A.baumannii ve P.aeruginosa; nadiren toplum kaynakli
enfeksiyonlara sebep olabilmekle birlikte, 6zellikle immiinsupresif tedavi alan ve
yogun bakim iinitesinde (YBU) tedavi goren, enfeksiyona yatkin hasta
popiilasyonunda, tedavisi zor saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlara (SHIE) yol agabilen
onemli etkenlerdir (1, 2).

Heterodireng (heterojen direng, HD), bir antibiyotige karsi duyarli olan bakteri
popiilasyonu i¢inde farkli duyarliliklara sahip alt popiilasyonlarmin varligi olarak
tanimlanmaktadir. ik kez 1947 yilinda Haemophilus influenzae izolatlarinda
tanimlanan heterodireng, bugiline kadar birgok bakteri tiirlinde pekc¢ok antibiyotige
kars1 saptanmistir. Giiniimiizde bir¢ok tlkede farkli antibiyotik gruplarma karsi
yuksek HD prevalansi bildirilmesine ragmen; ne lizerinde karar birligine varilmis bir
HD tanim1 ne de HD tespitinde kullanilacak, standardize edilmis bir yontem

bulunmamaktadir (3).

Popiilasyon analizi profili (PAP) yontemi; HD saptanmasinda altin standart
yontem olarak kabul edilmekle birlikte, yapilan ¢alismalarda farkli yontemler ve farkl
cut-off degerlerinin kullaniliyor olmasi, elde edilen sonuglarin yorumlanmasini ve
birbiriyle karsilagtirllmasini gii¢lestirmektedir. PAP yonteminin zaman alict ve
uygulanmasinin zor olmast nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanamamaktadir. Rutin laboratuvarlarda HD’li izolatlarin saptanmasi amaciyla
disk difiizyon testi ve antibiyotik gradiyent testlerinin kullanilmasini Oneren
arastirmalar bulunmakla birlikte bu yontemler ile PAP testi ile elde edilen sonuglarin

karslastirildigi calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir (4, 5)

Karbapenem sinifi antibiyotiklerin 1985 yilinda klinik kullanima girmesinden

giiniimiize kadar gecen siirede coklu ilaca direngli (CID) gram-negatif bakteri



sikligmin giderek artmasi, CID bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilen
ve genis antimikrobiyal etki spektrumuna sahip karbapenemlerin kullanim sikliginda
artig1 da beraberinde getirmistir. Bu durum gerek karbapenem direncini gerekse HD

prevalansinda artisa yol agmustir (6).

Calismamizda; izolatlarin karbapenem duyarliliklarinin  SMD  testi ile
belirlenmesi, karbapenem-duyarli oldugu tespit edilen suslarda karbapenem HD
varhiginin fenotipik ve genotipik testlerle arastirilmasi ve karbapenem-direncgli

izolatlarda karbapenemaz genlerinin PZR yo6ntemi ile saptanmasi1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Baumannii ve Pseudomonas Aeruginosa Tiirleri
2.1.1. A.baumannii ve P.aeruginosa Tiirlerine Ait Genel Bilgiler
A.baumannii

Acinetobacter cinsi bakteriler; suda, toprakta, artropodlar dahil olmak tizere
bircok hayvanda ve bitkide olmak iizere dogada yaygin olarak bulunmaktadir. ilk kez
1911 yilinda Beijerinck tarafindan kalsiyum asetat mineral yatagindan izole edilip
Micrococcus calcoaceticus olarak adlandirilan bakteri, sonraki yillarda Paul
Baumann’a ithafen Acinetobacter baumannii olarak adlandirilmistir. Acinetobacter
cinsi bakteriler 6nceden Neisseriaceae ailesine dahil iken, giiniimiizde Moraxellaceae
ailesinde yer almaktadir. Fenotipik ve genotipik olarak birbirine benzeyen
(sakkarolitik) alt1 tiir; patojen tiirler A.baumannii, Acinetobacter nosocomialis,
Acinetobacter pittii, Acinetobacter seifertii, Acinetobacter dijkshoorniae ve patojen
olmayan tiir Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter
baumannii kompleks (Acb kompleks) olarak tanimlanmistir (7).

Acinetobacter tiirleri.; zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
sakkarolitik, non-fermentatif, Moraxellaceae ailesine ait gram-negatif bir
kokobasildir. Hiicre duvar yapisindan dolay1 zor dekolorize olmasi nedeniyle, Gram
boyamasi sonucunda yer yer gram-pozitif kok veya kokobasil seklinde goziikebilir.
Kanli agarda 0,5-2 mm c¢apinda, opak, diizgiin yiizeyli, konveks koloniler; Mac
Conkey agarda renksiz veya hafif pembe renkli koloniler olusturabilir (8). insanda
enfeksiyona en sik sebep olan tiir A.baumannii olmakla birlikte; A.pitti, Acinetobacter
Iwoffii, A.nosocomialis gibi diger patojen tiirler de nadiren SHiE’lara yol

acabilmektedir.

A.baumannii’nin diger bakterilere kiyasla biyofilm olusturma olasiliginin daha
yiiksek olmasi, pek ¢ok antibiyotige karsi tolerans gostermesini saglamaktadir (1).
Ayrica bu bakteride kromozomal yerlesimli blaapc ve blaoxas:i genleri arasina
ISAbal insersiyon sekansinin (IS) eklenmesi, ADC (sefalosporinaz) ve OXA-51
(karbapenemaz) enzim ekspresyonlarinin artmasina yol agarak B-laktam direnci
gelisimine sebep olabilir (9). ISAbal25 ve ISAba825 gibi daha nadir bulunan IS’lari,

bakteri kromozomundaki porin kodlayan genlerin arasina insersiyon saglayarak, porin



inaktivasyonuna ve bdylece karbapenem direnci, Ozellikle imipenem direnci,

gelismesine yol agabilir.
P.aeruginosa

Pseudomonas cinsi bakteriler, ilk kez 1894 yilinda Migula tarafindan
tamimlanmistir  (10). 1970°li yillarda, RNA-DNA hibridizasyon ¢alismalar1 ile
Pseudomonas cinsinin bes rRNA homoloji grubundan olustugu belirlenmistir.
Holomoji grubu I’de Pseudomonas tiirleri, homoloji grubu 11°’de Burkholderia tiirleri;
homoloji grubu I1I’te Comamonas, Acidovorax, Hydrogenophaga tiirleri; homoloji
grubu 1V’te Brevundimonas tiirleri; homoloji grubu V’te Stenotrophomonas,
Xanthomonas tiirleri bulunmaktadir. Pseudomonas cinsi i¢ginde 160 tiir bulunmasina

ragmen yalniz 12 tiir klinik 6neme sahiptir.

Pseudomonas tiirleri aerob, katalaz pozitif, oksidaz pozitif, hareketli,
sakkarolitik, non-fermentatif, Pseudomonadaceae ailesine ait gram-negatif bir
basildir. Acinetobacter cinsi bakteriler gibi dogada yaygin olarak bulunan bu
bakteriler, 4-36°C arasinda degisen sicakliklarda iireyebilir. Insanda enfeksiyona en

sik yol agan tiir P.aeruginosa’dir.

P.aeruginosa; dis membraninda bulunan porin gegirgenliginin az olmasi,
kromozomunda birgok disa atim pompasi ve B-laktamaz enzimi kodlayan gen
barindirmasi, diger bakterilere nazaran ¢ok daha fazla biyofilm olusturabilmesi
sebebiyle birgok antibiyotik sinifina kars1 intrinsik direnglidir. ‘Resistance-nodulation-
cell division’ (RND) siiperailesine ait disa atim pompalari olan MexAB-OprM ve
MexXY-OprM ekspresyonu, P.aeruginosa izolatlarinda karbapenemler dahil
(imipenem hari¢) olmak iizere pek c¢ok antibiyotik sinifina karsi dirence yol agar.
Kromozomal yerlesim gosteren ve bir oksasilinaz enzimi olan OXA-50 de beta-laktam
grubu antibiyotiklere karsi intrinsik direngten sorumludur. Ayrica yapisal olarak
sentezlenen, indiiklenebilir AmpC B-laktamaz enzimi, P.aeruginosa izolatlarinin

ikinci ve liglincli kusak sefalosporinlere karsi intrinsik direncinden sorumludur (11,
12).


https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_trTR830TR830&sxsrf=AJOqlzXVW72-qhlrOVkt5s8NEdS-hiUpoA:1675544668774&q=Pseudomonadaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MCnPyS54xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrEKBBSnlqbk5-bnJaYkJqcmpgIA2cTpBVcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjcjKam4vz8AhVNQfEDHaJECyIQzIcDKAB6BAgLEAE

2.1.2. A.baumannii ve P.aeruginosa’min Viriilans Faktorleri

Hem A.baumannii hem de P.aeruginosa; halk sagligi acisindan ¢ok tehlikeli
olan, yiiksek wviriilansa ve yiiksek antimikrobiyal dirence sahip ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A.baumannii,

P.aeruginosa, Enterobacter spp.) grubu bakteriler arasinda kabul edilmektedir.
A.baumannii

Eskiden disiik viriilansa sahip, firsatg1 bir patojen oldugu ve bu sebeple
yalnizca bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda enfeksiyona sebep olabilecegi
diistiniilen A.baumannii’nin; giiniimiizde deprem, sel, tsunami gibi dogal afetler;
toplumsal ayaklanmalar, savas gibi durumlarda toplum kaynakli enfeksiyonlara ve
hastane salginlarina yol agabilen, karmasik biyolojik 6zelliklere sahip bir bakteri
oldugu bilinmektedir. Diger ESKAPE grubu patojenlerin aksine A.baumannii’nin
virilans faktorleri kesin olarak tanimlanamamis olup; hiicre yiizey elemanlari,
mikrobesin maddelerine erisim, sekresyon sistemleri, genetik plastisite vb. viriilans

faktorlerinin bir arada patogenezde rol aldigi diistiniilmektedir.
i. Hiicre Yiizey Elemanlari

Gram-negatif bakterilerin dis membraninda, besin maddeleri, su ve antibiyotik
gibi maddelerin hiicre i¢ine ge¢isini saglayan proteinler (porinler) bulunmaktadir.
A.baumannii’ye 6zgii OmpA, CarO, OprD-benzeri, Omp34, OmpW vb. birgok porin
tanimlanmistir. En fazla aragtirllmig porin olan OmpA’nin; konak fibronektin
molekiiliine baglanma, serum direnci, biyofilm olusumu, sitotoksisite ve apoptoz
indiiksiyonu gibi farkli pek ¢ok siiregte gorevli oldugu gosterilmistir. Diisiik molekiil
agirlikli aminoasitlerin ve imipenemin hiicre i¢ine gecisini CarO porininin sagladig;
bakterinin konak hiicre i¢inde persistant formda kalmasinda Omp34°iin etkili oldugu

gosterilmistir (13).
ii. Esansiyel Minerallere Erisim

Tiim patojen bakteriler, canli kalabilmek i¢in demir (Fe), ¢inko (Zn), mangan
(Mn) gibi minerallere ihtiyag gosterir ve bu amag igin ¢esitli mineralleri edinim
sistemlerine sahiptir. A.baumannii’de diger patojen tiirlere kiyasla daha fazla sayida
metal selatori tamimmlanmustir.  Acinetobaktin, fimsbaktin ve baumannoferrin;

Acinetobacter tarafindan {iretilen ve hiicre disina salgilanan Fe selatorleridir.



A.baumannii tarafindan hiicre disina salgilanan, lipolitik ve hidrolitik aktiviteye sahip
fosfolipaz C ve D enzimleri; konak eritrositlerinin pargalanmasini ve agiga ¢ikan
Fe’nin bakteri tarafindan kullanmasini saglayarak dolayli yoldan bakteriye Fe
saglamaktadir (14).

iii. Sekresyon Sistemleri

A.baumannii’nin g¢evre ve konak kosullarina uyumunu arttiran diger bir
viriilans faktori, sekresyon sistemleridir. Tip 1 sekresyon sistemi (T1SS) biyofilm
tiretimi ve idamesinde, pulmoner epitel adezyonunda; Tip 2 sekresyon sistemi (T2SS)
hidrolitik aktiviteye sahip enzimlerin sekresyonunda; Tip 4 sekresyon sistemi (T4SS)
mobil genetik elemanlarin transferinde; Tip 5 sekresyon sistemi (T5SS) konak integrin

ve fibronektin molekiillerine adezyonda gorevlidir (15).
iv. Genetik Plastisite

Antibiyotik diren¢ mekanizmalarini hizla kazanma yetenegi; A.baumannii’nin
hastane ortaminda yiiksek antimikrobiyal maruziyetine ragmen canli kalmasini
saglamigs ve A.baumannii’yi tim diinyada onemli bir patojen haline getirmistir.
A.baumannii diger bakterilere gére nispeten kiigiik bir kor genoma; pek ¢ok antibiyotik
direng genini ve virillans faktoriinii kodlayan biiyiik bir aksesuar genoma sahiptir.
CID’li A.baumannii suslarmin kromozomunda birgok antimikrobiyal diren¢ genini
barindiran direng adalarinin varhigi gosterilmistir. Bununla birlikte; A.baumannii’nin
kor ve aksesuar genomlarinda viriilans faktorlerini kodlayan genlerin rekombinasyon,
insersiyon veya delesyon yoluyla kendi i¢inde tekrar diizenlenmeleri; A.baumannii’nin
genetik plastisiteni arttirarak hastane kosullarina adaptasyonunu saglayan bir diger

faktordiir (13, 16).
P.aeruginosa

P.aeruginosa’nin konaga tutunmasini, kolonize olmasin1 ve ardindan
enfeksiyona yol acmasini saglayan bir¢cok viriilans faktorii vardir. Hiicre yiizey
elemanlar1, enzimler, sekrete edilen molekiiller, bakteri hiicreleri arasi1 etkilesimler
gibi farkli mekanizmalar bakterinin viriilansina katki saglamaktadir. Bu viriilans
faktorleri P. aeruginosa’y1 non-fermentatif gram-negatif basiller arasinda en tehlikeli

patojenlerden biri haline getirmektedir.



i. Hiicre yiizey elemanlar:

Tip 4 pilus, sitoplazmik ATPaz aktivitesi sayesinde P.aeruginosa’nin segirme
“twitching” ve bugu seklinde yayilma “swarming” hareketlerini yapmasini saglayan
fimbriyadir. Hareket disinda; bakterinin farkli yiizeylere adezyonundan, siklik di-
GMP fiiretimini diizenleyerek biyofilm {iretiminden ve direng genlerinin horizontal
yolla transferinden sorumludur. Hareket, kemotaksis, adezyon ve biyofilm iiretiminde
rol alan diger bir hiicre yiizey elemani olan flajel, konakta Toll-benzeri reseptor-5
(TLRS5) tizerinden dogal bagisiklik yanitin1 aktive eder (17).

ii. Sekresyon Sistemleri

P.aeruginosa’da, Apr T1SS ve HasF T1SS olmak iizere iki tip T1SS bulunur.
Apr T1SS ve HasF T1SS sirastyla alkalen fosfatazin ve Fe selatdrlerinin hiicre disina
sekresyonundan sorumludur. T2SS ise P.aeruginosa’nin major ekzotoksinlerinin
sekresyonunu saglar. Ekzotoksin A (PEA), Proteaz IV, Elastaz A ve B (LasA ve LasB)
toksinlerinin salinimindan Xcp T2SS sorumlu iken; diisiik molekiil agirlikli alkalen
fosfatazlarin (LapA ve LapB) sekresyonundan HasF T2SS sorumludur. ExoS, ExoT,
ExoU ve ExoY efektorlerinin konak hiicre igine enjekte edilmesi T3SS ile

gerceklesirken T5SS adezyonda ve biyofilm iiretiminde rol alir (2, 17).
iii. Sekrete Edilen Molekiiller

P.aeruginosa’nin iirettigi alginat, Psl ve Pel gibi ekzopolisakkaritler, bakterinin
konak bagigik yanitina karsi toleransini saglamanin yani sira, yiizey adezyonunda ve
biyofilm iiretiminde de rol alir. Bakterinin Fe selatorleri olan piyoverdin ve piyokelin,
konaga ait Fe atomlarini bakterinin elde etmesini saglar. T1SS ile hiicre disina
salgilanan alkalen proteaz enzimi, kompleman proteinlerinin, TNFa’nin ve IFNy’nin
parcalanmasindan sorumludur. Elastaz A ve B (LasA, LasB) ise akciger parankiminde

yogun olarak bulunan elastinin yikimina neden olur (2, 18).
iv. Toksinler

T3SS ile konak hiicresinin igine enjekte edilen ExoS ve ExoT toksinleri, aktin
iskeletini bozar ve hiicrede apoptozu indiikler. ExoU, nekrotik hiicre 6liimiine yol agan
en viriilan toksindir. Bakteride indirgenme tepkimesi sonucu olusan bir metabolit olan

piyosiyanin, hiicre digina sekrete edilerek sitotoksik etki gosterir (8, 17).



v. Hiicreler Arasi Etkilesimler

Quorum-sensing (QS) ve biyofilm olusumu, P.aeruginosa’nin hiicreler arasi
iletisimini saglayan Onemli viriilans faktorleridir. Biyofilm; biyotik ve abiyotik
ylizeylerde olusabilen, hiicre disina salgilanan cesitli polimerik molekiiller iceren
organik matriks i¢inde bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarindan, konak bagisiklik
yanitindan ve antibiyotik etkisinden korunmasini saglayan ¢ok katmanli yapilardir.
QS, c¢esitli kimyasallar ile parakrin ve otokrin yollarla bakteri popiilasyonunda
popiilasyon biiyiikliigii, viriilans, biyofilm olusumu vb. birgok siireci transkripsiyonel

olarak diizenleyen bir mekanizmadir (2).

2.2. Saghk Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar (SHIE)

2.2.1. Saghk Hizmeti iliskili Enfeksiyonlar Hakkinda Genel Bilgiler

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), saghk hizmeti iliskili enfeksiyonu (SHIE)
hastanin bakimi sirasinda (tibbi veya cerrahi durumlar i¢in tedavi alirken) hastanede
veya diger bir saghik kurumunda kazanilan, hastanin kuruma ilk kabuliinde
bulunmayan veya inkiibasyon doneminde olmayan bir enfeksiyon olarak
tanimlanmaktadir. Giinlimiizde saglik hizmetlerinin kurumlara bagli olarak
cesitlenmesi, kii¢lik cerrahi igslemlerin hastane yatis1 olmadan yapilabilmesi, hastalarin
tibbi tedavilerini saglik kurumlarinda giiniibirlik alabilmeleri sebebiyle daha 6nceleri
‘nozokomiyal enfeksiyon’ veya ‘hastane enfeksiyonu’ olarak adlandirilan durumlar

yerine ‘saglik hizmeti iligkili enfeksiyon’ terimi kullanilmaktadir (19).

SHIE’lar tutulan doku ve organ sistemine gore; kan dolasimi enfeksiyonlar
(KDE), kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar: (Ki-KDE), ventilator iliskili
pndémoni, iiriner sistem enfeksiyonlari, cerrahi alan enfeksiyonlar1 ve {riner kateter
iligkili triner sistem enfeksiyonu olarak siiflandirilmaktadir. Cocuklarda ve
erigskinlerde en sik goriilen SHIE olan KDE’ler énemli morbidite ve mortalite
sebepleridir. Immiinsupresif tedavi alan, hematolojik malignitesi olan, YBU de tedavi
goren ve notropenisi olan kisiler KDE ve fulminant bakteriyel enfeksiyonlar gelismesi

yoniinden risk altindadir (20).



2.2.2. Saghk Hizmeti iliskili Kan Dolasimi Enfeksiyonlar1 Hakkinda Genel
Bilgiler

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanhigi Ulusal Saglik Hizmeti iliskili
Enfeksiyonlar Siirveyans Rehberi’nde belirtilen kan dolagimi enfeksiyonlar: (KDE) ve
kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu (Ki-KDE) tanimlar1 asagida sunulmustur

(21).

Laboratuvar tarafindan dogrulanmis primer kan dolasimi enfeksiyonu (LTD-
KDE) tanis1 konulmasi igin; herhangi yastaki bir hastada ateg (>38°C), titreme veya
hipotansiyon bulgularindan en az birinin bulunmas: ve etkenin baska bir enfeksiyon
odagi ile iliskisinin olmamasi ve iireyen mikroorganizma cilt mikrobiyota elemani ise
(Corynebacterium spp., Bacillus spp., Propionibacterium spp., koagiilaz-negatif
stafilokoklar) en az iki farkli zamanda alinan iki veya daha fazla kan kiiltiirii sisesinde
tiretilmis olmasi tani kriterlerini karsilamalidir. Bir yasindan kiigiik hastalarda ates
(>38°C), hipotermi (<36°C), apne veya bradikardi bulgularinin olmasi ve pozitif
laboratuvar sonuglarin bagka bir enfeksiyon odagi ile iligkisinin bulunmamasi ve
tireyen mikroorganizma cilt mikrobiyota elemani ise en az iki farkli zamanda alinan
iki veya daha fazla kan kiiltiirii sisesinde liretilmis olmast durumunda LTD-KDE tanm

kriterleri kargilanmis olur.

Sekonder kan dolasimi enfeksiyonu tanist koymak icin; hastada tan1 konulan
SHIE nin bélgeye ozgii tam kriterlerinden birini karsilamasi (6rnegin idrar yolu
enfeksiyonu, pndmoni, cerrahi alan enfeksiyonu vb) ve alinan kan kiiltiirlerinden
orijinal bolgedeki enfeksiyon etkeni ile eslesen en az bir mikroorganizma iiretilmesi

kriterlerinin karsilanmasi gerekir.

Kateter iligkili kan dolasim1 enfeksiyonu (Ki-KDE), iki giinden daha uzun siire
santral kateteri olan bir hastada gelisen laboratuvar tarafindan dogrulanmis kan

dolagim1 enfeksiyonu olarak tanimlanmaktadir.

Dogru zamanda ve yeterli sayida kan kiiltiirii alinmamasi ya da konvansiyonel
yontemlerle iiretilemeyen mikroorganizmalarin etken olmasi gibi faktorlerden dolay1
KDE olgularmin yaklasik 2/3’iinde etken mikroorganizma saptanabilmektedir. SHi-
KDE enfeksiyonu etkenleri yillar icinde degisiklik gostermekle birlikte, genel olarak
olgularin %38-62’sine gram-negatif bakteriler, %40-52’sine gram-pozitif bakteriler,

%5-19’une fungal etkenler ve nadiren viriisler sebep olmaktadir (20). Ulusal Saglik
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Hizmeti iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Ag1 Etken Dagilim1 Raporu’nda iilkemizde
KDE etkeni olarak %33 oraninda gram-pozitif koklar, %34,7 enterik bakteriler ve
%14,5 non-fermentatif gram-negatif bakteriler bildirilmistir (21).

2.2.3. SHIE Etkeni Olarak A.baumannii ve P.aeruginosa

A.baumannii ve P.aeruginosa planktonik hiicre formundan hizla yiizey-adapte
forma gegmeleri ve polistren, poliiiretan, polivinilklorid gibi sentetik molekiillerden
tiretilen tibbi cihazlarin yiizeylerinde kolonize olup biyofilm olusturmalari nedeniyle

cihaz iliskili saglik hizmeti enfeksiyonlarina en sik yol agan patojenlerdendir.

A.baumannii, kontamine hastane ekipmanlarinin yiizeyine ya da kolonize bir
hastayla temas yoluyla saglik personeline bulagmasi1 sonucu saglik kuruluslarinda
yayilarak varhigimi siirdiiriir. Saglikli insanlarda kolonize olamayan A.baumannii;
dogal bagisik yamiti zayiflamis YBU’nde yatan hastalarda deri, solunum ya da
genitoiiriner sistemde kolonize olur (13). Biyotik yiizeyler disinda poliiiretan,
polivinilklorid gibi sentetik maddelerden {iiretilen damar igi kateter ve solunum
cihazlarmin yiizeylerinde kolonizasyonu takiben dogal viicut bariyerlerini ve dogal
bagisiklik yaniti hiicrelerini atlatarak bolgesel veya yaygin enfeksiyonlara sebep
olabilir (22).

P.aeruginosa; saglik kuruluslarinda polistren, polivinilklorid, poliiiretan gibi
sentetik maddelerden iiretilen mekanik ventilatér ve solunum cihazi yiizeylerinde,
lavabo, musluk, tuvalet ve diyaliz makinelerinin suyla temas eden yiizeylerinde
kolonize olur. P.aeruginosa saglikli kisilerin derisinde kolonize olamazken, termal
yanik hastalarinda dermal tabakanin hasara ugramasi sonucunda uygun bir ortam
olusmasi nedeniyle kolonizasyon meydana gelebilir. Bu sebeple, yanik hastalarinda
P.aeruginosa en sik goriilen bakteriyemi etkenlerinden biridir. Saglikli kisilerin
gastrointestinal sistem mikrobiyotasinda bulunmayan Pseudomonas, yogun
antibiyotik tedavisi alan hastalarin gastrointestinal sisteminde kolonize olabilmekte ve

bu kisilerde otoenfeksiyon yoluyla sepsis gelisimine yol acabilmektedir (23).
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2.3. Heterodireng
2.3.1. Heterodiren¢ Hakkinda Genel Bilgiler

Bakteri popiilasyonu iginde farkli antibiyotik duyarliliklarina sahip bakterilerin
varhigt ilk olarak 1947 yilinda Haemophilus influenzae suslarinda ve ardindan
Staphylococcus izolatlarinda fark edilmekle birlikte “heterojen direng-heterodireng”
olarak isimlendirilmesi 1970 yilinda ger¢eklesmistir (24, 25). 1947 yilindan giiniimiize
dek heterodireng; bir¢ok bakteri tiiriinde, pek cok antibiyotige kars1 saptanmustir.

Heterodirencin literatiirde birgok tanimi bulunmakla birlikte en genel tanima,
bakteri popiilasyonu icinde farkli antibiyotik yanitina sahip alt popiilasyonlarin
bulunmasidir. Homojen bakteri popiilasyonlarinda, bakteriler in vitro antibiyotik
duyarhilik testleri ile bir antibiyotige karsi, popiilasyon icindeki bakteriler arasinda
MIK farkliligi olmaksizin, A) duyarli, B) “intermediate” veya C) direngli olarak
siniflandirilirlar. Heterodirengli bakteri popiilasyonlarinda ise; D) popiilasyonun timii
antibiyotige duyarli olmakla birlikte, alt popiilasyonlar antibiyotigin direng sinir
degerinin altindaki farkli antibiyotik konsantrasyonlarinda tiremeye devam edebilir;
E) bakteri popiilasyonunun ¢ogunlugu antibiyotige duyarli olmakla birlikte, direngli
alt popiilasyonlar bulunur; F) bakteri popiilasyonu i¢indeki tiim bakteriler antibiyotige
direngli olmakla birlikte, diren¢ smir degerinin {stiindeki farkli antibiyotik

konsantrasyonlarinda iireyebilen bakteri alt popiilasyonlar1 bulunur (Sekil 2.1) (3).

H

Homogeneous | Heterogeneous

| 1 1 I
Antibiotic concentrations at 2-fold increments

Sekil 2.1. Heterodirengli ve homojen bakteri popiilasyonlarinin antibiyotik yanitlari

(Noktali gizgiler antibiyotigin direng sinir degerini gostermektedir) (3)

Duyarli bir bakteri popiilasyonu i¢inde her bir béliinme déngiisiinde 1x10™"den

daha az siklikta meydana gelen spontan mutasyonlar sonucunda direngli bakteriler



12

olusabilmektedir. Spontan mutasyonlar sonucunda, duyarli bakteri popiilasyonu iginde
1x107""den daha az siklikta direngli bakterilerin bulunmasi olagan oldugundan duyarl
bir bakterinin heterodirengli olarak tanimlanabilmesi i¢in, koloni icinde ~ 1x107""den

daha fazla siklikta direngli bir alt grup mevcut olmalidir (26).

Popiilasyon analizi profili, HD tespitinde altin standart kabul edilen yontemdir.
Artan antibiyotik konsantrasyonlarina karsi plaklarda tireyen koloni sayilar1 grafik
tizerinde ¢izilerek, bir bakteri popiilasyonu i¢indeki alt gruplarm antibiyotik
duyarliliklarindaki farkliliklar saptanabilmektedir. PAP testi uygulandiginda, bir
antibiyotige direncli olan bir bakteri yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda tiremeye
devam ederken, o antibiyotige duyarli bakterilerde MIK degerine karsilik gelen
antibiyotik konsantrasyonunda koloni sayisinda keskin bir diisiis izlenir ve bakteri
koloni sayisi sifirlanir. HD’li bakterilerde ise direngli alt popiilasyonlar yiiksek

antibiyotik konsantrasyonu igeren PAP plaklarinda tiremeye devam ederler (Sekil 2.2).

0.1 4

0.01 A
-

0.001 4

Suniving bacteria (%)

0.0001 7 Sensitive

0.00001 4+

Antibiotic concentration

Sekil 2.2. Duyarli, heterodirengli ve direngli bakterilerin popiilasyon analizi grafigi
(27)

2.3.2. Cesitli Antibiyotik Siniflarina Kars1 Heterodirengten Sorumlu Olasi
Mekanizmalar

Literatiirde heterodirence yol acan hiicresel mekanizmalarin belirlenmesi
amaciyla bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen kesin bir sonug elde edilememistir.
Bir¢ok antibiyotik grubuna karsi HD saptanmis olmakla birlikte B-laktam grubu

antibiyotikler ve kolistin, HD konusu iizerine en ¢ok ¢aligilan antibiyotiklerdir.
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B-Laktam Heterodirenci: Stafilokoklarda metisilin HD’inden penisilin
baglayan protein 2a (PBP2a) tiretiminde artisin, bakteri hiicre duvarinda otoliz enzim
aktivitesinde degisikligin ve transkripsiyon diizenleyicileri olan Sar ve Sigma B
operonlarinin inaktivasyonunun sorumlu olabilecegi gosterilmistir (28). Bakterideki
SOS-aracili mutasyon hizinda artisin da metisilin HD’1 gelisimi ile yakindan iliskili
oldugu saptanmistir. Sefalosporin HD’li Enterobacterales izolatlarinda artmis
sefalotinaz enzim aktivitesi tespit edilmistir. Karbapenem HD’li enterik bakterilerde
B-laktamaz genlerinin ekspresyonunda artis saptayan c¢alismalar bulunurken,
karbapenem HD’i saptanan non-fermentatif bakterilerde disa atim pompalarinin

ekspresyonunda artig gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (29).

Glikopeptid Heterodirenci: Vankomisin-duyarli Staphylococcus aureus
suslarinin heterojen vankomisin “intermediate” S.aureus’a (hVISA) doniisiimiinde
regiilator agr geninin mutasyonel disfonksiyonunun, vraS ve walKR iki-komponentli
regiilator sistemlerin disfonksiyonunun, hiicre duvar kalinliginda artigin ve hiicre

duvarinin negatif yiikiindeki azalmanin etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Tetrasiklin Heterodirenci: AcrAB disa atim pompasinin ekspresyonunda
artig, S10 ribozomal proteini kodlayan rpsJ geninde insersiyon veya gerceve kaymasi
mutasyonlar: ile tigesiklinin 16S rRNA’ya afinitesinde azalma olmasi, tigesiklin

heterodirencine yol agabilir (27).

Aminoglikozid Heterodirenci: Aminoglikozid modifiye edici enzimlerini
(AME) ve aminoglikozidil asetil transferaz (aac) enzimini kodlayan genlerin kopya

sayisinda artis aminoglikozid heterodirencine sebep olabilir (30).

Kolistin Heterodirenci: Lipid A sentezinde rol alan IpxA ve IpxC genlerinin
inaktivasyonu sonucu lipopolisakkarit sentezinde degisiklik meydana gelmesi ya da
baz1 bakteriler tarafindan liretilen Ycel proteini ve putresin molekiillerinin varligi
kolistin heterodirencinden sorumlu olabilir. Ayrica kolistin HD’li suslarda lipid A
modifiye eden enzimlerin ekspresyonunda artig oldugu ve pmrD geni kopya sayisinda

artis oldugu belirlenmistir (27, 29).

Fosfomisin Heterodirenci: Hiicre duvarinda peptidoglikan sentez yolagindaki
enzimlerden biri olan UDP-N-asetilglukozamin enolpiriiviltransferaz (MurA1l) enzim

aktivitesindeki degisiklikler fosfomisin heterodirencine yol agabilmektedir (3).
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Florokinolon  Heterodirenci:  Florokinolon  heterodirenci  siklikla
Mycobacterium tuberculosis ve Helicobacter pylori bakterilerinde saptanmistir. GyrA
ve gyrB gen bolgelerinde direng ile iligkili 90., 91., 94.kodonlar haricindeki bolgelerde
goriilen insersiyon, delesyon ve nokta mutasyonlarinin florokinolon heterodirencine

sebep olabilecegi diistiniilmektedir (31).

2.3.3. Heterodirencin Siniflandirilmasi

Heterodirengli bakteriler; ya duyarli bakteri popiilasyonu ile direngli alt
popiilasyonun klonal kdkenlerine gére monoklonal ve poliklonal heterodireng olarak
ya da direngli alt popiilasyonda diren¢ durumunun stabilitesine gore stabil ve stabil

olmayan heterodireng olmak {izere siniflandirilabilir.

Poliklonal HD: Uzun siire antibiyotik kullanim1 durumunda, duyarl: bakteri
popiilasyonu iginde spontan mutasyonlarin birikmesi sonucunda duyarli
popiilasyondan genetik olarak farkli direngli alt popiilasyonlarin olusmasi, poliklonal
heterodirence sebep olabilir. Birbirinden klonal olarak farkli, duyarli ve direngli
bakterilerin aynm1 dokuda, es zamanli enfeksiyona yol a¢masi da poliklonal
heterodirencin olas1 sebeplerinden biridir. Ozellikle M.tuberculosis ve H.pylori
enfeksiyonlarinda, hastada farkli klonal kokenlere sahip bakteri popiilasyonlarinin
ayn1 anda enfeksiyon etkeni olmasi, poliklonal HD saptanmasina sebep olabilmektedir
(4, 32).

Monoklonal HD: Monoklonal HD’de baskin olan duyarli bakteri popiilasyonu
ile direngli alt popiilasyonu klonal olarak aynidir. Genetik olmayan c¢esitli direng

mekanizmalar1 sonucunda alt popiilasyonda o antibiyotige kars1 direng gozlenir (4).

Stabil Heterodireng: Antibiyotik icermeyen plaklara ardisik pasajlar
sonucunda antibiyotik baskisinin ortadan kalkmasiyla direngli alt popiilasyonda direng
durumununun devam etmesi, stabil HD olarak tanimlanmaktadir. Bakteri i¢in diisiik
bedelli tekli niikleotid polimorfizmi (TNP), ¢ergeve kaymasi, insersiyon veya delesyon
vb. mutasyonlarin stabil HD’ye yol acabilecegi gdsterilmistir. Bununla birlikte, porin
ekspresyonunda azalma sonucunda bakteri membran permeabilitesinin azalmasinin ya
da disa atim pompalarinin ekspresyonunda artisin da stabil HD’ye sebep olabilecegi
bildirilmistir (4, 26, 33).
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Stabil Olmayan Heterodireng: Ardisik yerlesim gosteren gen amplifikasyonu
(‘Tandem gene amplification’) sonucunda diren¢ genlerinin kopya sayisinda artis,
duyarli bakteri popiilasyonu iginde direngli alt popiilasyonlarin olusumuna sebep
olabilmektedir. Yapisal olarak kararsiz ve bakteri i¢in bedeli yiiksek olan gen
amplifikasyonlariin, antibiyotik baskisi ortadan kalktiginda kaybolmasinin, stabil
olmayan HD’ye sebep olan ana mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Bakteri i¢in
bedeli yiiksek olan TNP, insersiyon veya delesyon gibi mutasyonlarin yiikiini
dengelemek igin olusan kompansatuvar mutasyonlar ile antibiyotik direncinin kayb,

stabil olmayan HD’nin diger olas1 sebebidir (26, 33).

2.3.4. Heterodirencin Klinik Onemi

Duyarli bakteri popiilasyonu i¢inde direngli alt popiilasyon sikliginin diisiik
olmast nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan SMD temelli
antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) ile HD’li bakteriler saptanamamaktadir. HD’li
bakterinin enfeksiyon etkeni olmas1 durumunda, antibiyotik tedavisinin baglanmasi ile
duyarli bakteriler tizerine bakterisidal etki gozlenirken diisiik siklikla bulunan direngli
alt popiilasyonlar iizerine etki goériilmemektedir. Bakterisidal etkinin goériilmedigi
direngli alt popiilasyonlar, antibiyotik tedavisi altinda iliremeye devam ederek
enfeksiyon bolgesinde baskin hale gelmekte ve oOzellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda tedavi basarisizhigi ya da tekrarlayan enfeksiyonlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (34) (Sekil 2.3).

Heterodiren¢ ve sagkalim arasindaki iliski siklikla hayvan enfeksiyon
modellerinde arastirilmis olup, bu konuda yapilmis az sayida klinik c¢aligma
bulunmaktadir. Kolistin HD’li enterik bakteriler ile enfekte edilen sigan modellerinde
kolistin tedavisi basarisizlikla sonuglanmistir (35, 36). Karbapenem HD’li
P.aeruginosa ile enfekte hastalarda hastanede kalis siiresinin daha uzun oldugu
(P=0,009) ve hastalarin fonksiyonel kapasitesinde bozulmanin daha sik gozlendigi
(P=0,005) bulunmustur (37). Howard-Andersson ve arkadaglarinin yaptiklari bir
Klinik calismada, kolistin HD’li P.aeruginosa suslari ile enfekte hastalarda hastanede
yatis siiresindeki uzama istatistiksel olarak anlamli bulunurken, HD ve 90-giinliik
sagkalim arasinda bir iligki saptanmamuistir (38). Giiniimiizde birgok bakteri tiiriinde,

son se¢enek antibiyotikler dahil olmak iizere birgok antibiyotige kars1 yliksek oranda
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saptanan heterodirencin, antimikrobiyal diren¢ gelisiminde bir ara evre olabilecegi,
heterodirencin ¢oklu ilag direnci ve tiim ilaglara kars1 diren¢ durumuyla
sonuglanabilecegi diisiiniilmektedir (33).

Heterodirengli izolat
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Sekil 2.3. Heterodirencin enfeksiyonun gidisati ve antibiyotik duyarlilik testleri

/ { l Antibiyotik

tizerine etkileri (34)

2.3.5. Heterodirencin Saptanmasinda Kullamlan Yoéntemler

Duyarli bakteri popiilasyonu iginde direngli alt popiilasyon sikliginin diisiik
olmast nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanan antibiyotik
duyarhilik testleri (ADT) ile HD’li bakteriler genellikle saptanamamaktadir. SMD
testinde kullanilan bakteri inokiillumunun yaklasik olarak 10°kob/mL olmas1 nedeniyle

diisiik siklikta goriilen direngli alt popiilasyonlar tespit edilememektedir.

Literatiirde ne lizerinde karar birligine varilmig bir HD tanimi, ne de HD
tespitinde kullanilabilecek standardize bir yontem bulunmamasi sebebiyle yapilan
caligmalarda HD’li izolatlarin saptanmasi amaciyla farkli yontemler ve farkli HD
tanimlar1 kullanilmigtir. PAP yontemi, HD tespitinde altin standart yontem olarak
kabul edilmis olmasina ragmen uygulamasi zor, maliyeti yiiksek ve zaman alic1 bir
yontem olmasi1 sebebiyle rutin hizmet veren laboratuvarlarda kullanilmasi uygun
degildir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla uygulanmakta olan disk
difiizyon ve antibiyotik gradiyent testinde, disk ve antibiyotik gradiyent seridi
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etrafinda olusan inhibisyon zonu iginde iireyen Kkolonilerin goriilmesi durumunda
HD’den siiphelenilmelidir. Bu testler ile HD’li olabilecegi belirlenen suslarda HD
varliginin, altin standart PAP testi ile dogrulanmasi 6nerilmektedir (4). Bugiine kadar
yapilmis ¢esitli calismalarda HD saptanmasi agisindan agar bazli antibiyotik duyarlilik
testleriyle elde edilen sonuglar ile PAP testi ile elde edilen sonuglar karsilagtirilmis ve

birbirinden ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir (3, 39).

2.4. Karbapenem Simifi Antibiyotikler
2.4.1. Karbapenem Sinifi Antibiyotikler Hakkinda Genel Bilgiler

Karbapenem siifi antibiyotikler, Streptomyces cattleya’nin iirettigi tienamisin
maddesinin semi-sentetik tiirevleridir. Bu grupta yer alan antibiyotikler, penisilinlere
benzer sekilde alti tiyeli bir B-laktam halkasina ve bes iiyeli bir tiyazolidin halkasina
sahiptir. Penisilinlerden farkli olarak karbapenem molekiiliiniin B-laktam halkasinin
1.pozisyonunda siilfiir yerine karbon atomu bulunur, tiyazolidin halkasinin 2. ve
3.pozisyonlardaki karbon atomlari arasinda ¢ift bag mevcuttur. Ayrica 3-laktam grubu
diger antibiyotiklerden farkli olarak karbapenemlerin tiyazolidin halkasinin
6.pozisyonunda trans-1o-hidroksietil grubu bulunmasi, karbapenemlerin ¢ogu B-
laktamaz enzimi tarafindan parcalanmasini Onlemektedir. Karbapenemler 6zgiin
molekiiler 6zellikleri sayesinde hem anaerop ve aerop, hem de gram-pozitif ve gram
negatif bakteriler tlizerine bakterisidal etkili, son secenek tedavide kullanilan
antibiyotiklerden biridir. Cogu karbapenem, oral biyoyararlanimlari diisiikk olmasindan
dolay1 parenteral yolla uygulanir. Dokulara dagilimi iyi olan karbapenemler, bobrek

ve karacigerde metabolize edilirler (6).

Bakteri hiicre duvarinda bulunan porinler aracigiyla gram-negatif bakterilerin
dis hiicre membranindan gegip periplazmik araliga ulasan karbapenemler, hiicre duvar
sentezinde karboksipeptidasyon ve transpeptidasyon basamaklarinda yer alan PBP’leri
inhibe ederek bakterisidal etki gosterir. Karbapenemler; yiiksek molekiil agirlikli
PBP’lere (PBP1a, 1b, 2 ve 4) yiiksek afinite ile, diisiik molekiil agirlikli PBP3, PBP7
ve PBP8’¢ ise daha diisiik afinite ile baglanirlar (20).
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Sekil 2.4. Karbapenemlerin molekiil yapilar

2.4.2. Karbapenem Simifina Dahil Antibiyotikler

Imipenem (IMP)

Tienamisinin kararsiz molekiil yapist sebebiyle klinik kullanimda etkili
olmamasindan dolay1r N-formimidoil yan zinciri eklenmis tienamisin (imipenem)
gelistirilmistir. Imipenem, insan bobrek proksimal tiibiil epitelinin firgali kenarinda
sentezlenen dihidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi tarafindan bobreklerde metabolize
edilir. Ilacin bu enzim ile inaktive olmasini nlemek i¢in imipenem, DHP-1 inhibitérii
olan silastatin ile kombine kullanilir. Meropenemden farkli olarak heterosiklik yan
zincire sahip degildir (Sekil 2.4), PBP-2, PBP-1a, PBP-1b’ye yiiksek afinite ile ve
PBP-3’¢ ise diisiik afinite ile baglanir (6, 20, 40).

Meropenem (MEM)

Meropenem molekiiliniin  1.pozisyonunda 1B-metil grubu bulunmast,
meropenemi DHP-1 enzimine direngli hale getirdigi i¢in silastatin ile kombine
kullanilmasina gerek yoktur. Molekiiliin 2.pozisyonunda bulunan pirilidonil grubu,
meropenemin gram-negatif bakteriler tizerine etkinliginin imipenemden daha genis
olmasini saglamaktadir (Sekil 2.4). Meropenem PBP-2 ve PBP-3’¢ ¢ok yliksek afinite
ile, PBP-1a ve PBP-1b’ye yiiksek afinite ile baglanir (6, 20, 40).

Ertapenem

Molekiil yapist meropeneme benzeyen ertapenem molekiiliiniin 2.pozisyonda
meta-benzoik asit grubu bulunmaktadir. Bu biiyiik yan zincir sebebiyle ertapenemin

diger karbapenemlere gore daha yiiksek molekiil agirligina ve anyonik degerlige sahip
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olmasi, Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp. iizerine etkisinin yok denecek kadar
az olmasina sebep olmaktadir. Haemophilus, Neisseria, Moraxella, Pasteurella gibi
zor Ureyen gram-negatif bakterilere kars1 diger karbapenemlerden 5-10 kat daha fazla
etkilidir. Negatif yiiklii meta-benzen halkasina sahip olmasi nedeniyle molekiiliin

yarilanma 6mrii diger karbapenemlerden daha uzundur (6, 20, 40).

Diger Karbapenem Sinifi Antimikrobiyal Ajanlar

Doripenem molekiiliiniin 2.pozisyonda siilfamoilaminoetil-pirolidintiyo grubu
bulunmasi1 nedeniyle doripenem non-fermentatif bakteriler iizerine diger
karbapenemlere kiyasla daha yiiksek etkiye sahiptir. Doripenem P.aeruginosa’da
PBP-3’¢, S.aureus’ta PBP-1, PBP-2, PBP-4’e ve Escherichia coli’de PBP-2’ye yiiksek

afinite ile baglanir.

Panipenem, renal tiibiil epiteli tarafindan inaktive olmasini engellemek ve renal
toksisiteyi azaltmak i¢in betamipron ile kombine kullanilir. Tebipenem pivoksil, DHP-
1 ile inaktivasyona direngli, oral yolla kullanilan, 6n-ila¢ formunda bir karbapenemdir.
Inaktif formdaki ila¢c bagirsaklarda esteraz enzimi ile aktif forma doniisiir.
Streptococcus pneumoniae’nin  PBP’lerine karsi afinitesi yiiksektir. Biapenem
Japonya’da kullanimda olan, anaerop etkinligi yiliksek bir karbapenem fyesidir.
Foripenem, bisiklik ¢ekirdek yapisinda olan, ¢ekirdeklerinde karbon atomu

bulunmayan, oral yolla kullanilan penem tiirevi bir antibiyotiktir.

2.5. Karbapenem Direnci
2.5.1. Karbapenem Direnci Hakkinda Genel Bilgiler

Karbapenem dahil olmak tizere ¢ok ilaca direngli A.baumannii ve P.aeruginosa
prevalansinin giderek artmasi sebebiyle Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri
(CDC) 2017 yilinda karbapenem-direngli A.baumannii ve P.aeruginosa’y1 acil 6nlem
alinmasi gereken mikroorganizmalar arasinda ilan etmistir. Karbapenem-direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, hastanede yatis slirelerinin uzamasina,
mortalite oranlarinin ve saglik harcamalarimin artmasma sebep olmaktadir. Bu

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyallerin sinirli  olmasi,
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tedavide agir yan etki olusturma potansiyeline sahip kolistin kombinasyonlarinin

kullanimin1 zorunlu hale getirmistir (38, 41).

Karbapenemlere kars1 intrinsik  (dogal) veya kazanilmis direng

goriilebilmektedir.
2.5.2. intrinsik (Dogal) Karbapenem Direnci

Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia tiirleri kromozomal
metallo-B-laktamaz enzimine sahip olmalarindan dolayr karbapenemlere karsi
intrinsik direnglidir. Yiiksek molekiil agirligina sahip ertapenem, Acinetobacter spp.
ve Pseudomonas spp. tiirlerine karsi etkisizdir. M.tuberculosis, Mycobacterium avium

ve Enterococcus faecium tiirleri de karbapenemlere karsi intrinsik direnglidir.

2.5.3. Kazamilmus Karbapenem Direnci
i. Enzimatik Mekanizmalar

Karbapenem sinifi antibiyotikler karbapenem hidroliz aktivitesine sahip B-
laktamaz enzimleri tarafindan hidroliz edilebilir. B-laktamaz enzimleri; B-laktam
grubu antibiyotiklerin B-laktam halkasinin farkli tepkimeler ile agilmasini saglayarak
bu antibiyotikleri inaktive edebilir. 3-laktamaz enzimleri, 3-laktam halkalarin ya aktif
bolgesinde serin aminoasidi bulunan bir serin proteaz enzimi kolaylastiriciliginda agil-
enzim kompleksi olusmasi yoluyla ya da aktif bolgesinde ¢inko atomu bulunan bir
metallo-B-laktamaz kolaylastiriciliginda hidroliz tepkimesi gergeklesmesi yoluyla
acabilmektedir. Bakteriler bu enzimleri kodlayan genleri, mobil genetik elemanlarin

bakteriler arasinda transferi sayesinde kazanmaktadir (42, 43, 44).

Serin proteaz yapisindaki B-laktamaz enzimleri, B-laktam antibiyotigin
yapisindaki amid bagini iki basamakli bir tepkime ile hidroliz ederek B-laktam
halkasmin agilmasini saglamaktadir (Sekil 2.5). Birinci basamakta; B-laktam grubu
antibiyotik, yapisindaki anyonik karboksilat grubu ve B-laktamaz enziminin katyonik
gruplan etkileserek, enzimin aktif bolgesine gekilir. B-laktamaz aktivasyonu igin
uygun pozisyona gelen B-laktam antibiyotik, enzim tarafindan asetile edilir. Enzimin
aktif bolgesindeki serin aminoasidi, asetilasyon tepkimesinde gorev alir. ikinci
basamakta ise; katalitik su molekiilii Glul66 ile aktive olarak B-laktam molekiiliinii
deasetile eder (45).
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Sekil 2.5. B-laktam substrati ve B-laktamaz enzimi ile gerceklesen iki basamakli
tepkime (42)

Beta-laktamaz  enzimlerinin  siniflandirmasinda;  substrat  profillerinin
benzerligi dikkate alinarak, Bush-Medeiros-Jacoby siniflandirma sistemi ve aminoasit
dizilimlerinin benzerligi dikkate alinarak, Ambler siniflandirma sistemi olmak iizere,

iki farkli siniflandirma sistemi kullanilmaktadir.

Ambler siniflandirma sistemi B-laktamazlar1 aminoasit dizilimlerinin
benzerligine gore dort gruba ayirmaktadir (44). Ambler grup A, C ve D beta-
laktamazlar, aktif bolgesinde serin bulunan proteaz siiperailesine dahildir. Ambler
grup B metallo-B-laktamazlar, kataliz i¢in ¢inko veya baska bir agir metallere

gereksinim gdsteren enzimlerdir.

Ambler Grup A (Bush-Jacoby grup 2f) serin karbapenemazlar: Bu sinifa
dahil B-laktamaz enzimleri, molekiillerinin 70. pozisyonundaki aktif bolgede
serin amino asiti bulunduran proteaz enzimleridir. Bu grubun temsilcileri olan
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), Guiana extended-spectrum f3-
lactamase (GES), Serratia marcescens enzyme (SME), nonmetallo enzyme
carbapenemase class A (nmcA), imipenem-hydrolyzing (IMI) enzimleri,
karbapenemler dahil tiim 3-laktam sinifi antibiyotikleri hidrolize edebilir. KPC
ve GES (GES-1 hari¢) enzimleri, kromozomal olarak kodlanan diger grup A

enzimlerden farkli olarak, plazmidde yerlesim gosterir (42, 44, 46).

Ambler Grup B (Bush-Jacoby grup 3) B-laktamazlar: Ambler grup B B-
laktamaz enzimleri; grup A, C ve D serin B-laktamazlardan farkli olarak,
katalizor olarak cinko (Zn*?) veya diger divalan agir metallere ihtiya¢ duyan
metallo-B-laktamaz (MBL) enzimleridir. Bu enzimler etilen diamin tetraasetik
asit (EDTA) gibi divalan katyonlarla selat olusturan molekiiller ile inhibe
olurlar (46, 47, 48).
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Bu gruba dahil enzimler; yapilarindaki aminoasitlerin ve agir metal iyonlarinin
molekiildeki yerlesimine gore (Ambler sistemi) B1l, B2 ve B3; substrat
benzerliklerine gore (Bush-Jacoby-Medeiros sistemi) 3a, 3b ve 3c olarak
smiflandirilirlar (Tablo 2.1). Ambler sistemine gore; sinif B1 enzimler, aktif
¢inko baglanma bolgesinde ii¢ adet histidin aminoasidine sahiptir. Siif B2
enzimlerde ¢inko baglayan motifin 1.pozisyonunda, B1 enzimlerinden farkli
olarak histidin yerine asparajin aminoasiti bulunmaktadir (48, 49). Bush-
Jacoby-Medeiros sistemine gore; grup 3a MBL enzimleri karbapenemler dahil
tim B-laktamlar1 (monobaktamlar harig), grup 3b karbapenemleri, grup 3c

sefalosporinleri yiiksek afinite ile hidroliz etmektedir.

Tablo 2.1. Metallo-B-laktamaz enzimleri hakkinda bilgiler (47, 49)

Bush- Alt Hedef Substrat Enzimler
Jacoby- ru
Medeiros grup
grubu
3a Bl Genis spektrum B-laktam IMP, VIM, GIM,
hidrolizi SPM
3b B2 Giiglii karbapenem hidrolizi  CphA, sfh
3c B3 Gliglii sefalosporin hidrolizi FEZ-1, GOB-1-7

CphA: Carbapenem hydrolyzing Aeromonas hydrophila, FEZ: Fluoribacter gormanii
endogenous zinc B-lactamase, GIM: German imipenemase, GOB: Chryseobacterium
meningosepticum class B, IMP: Imipenemase, sfh: Serratia fonticola carbapenem hydrolase,
VIM: Verona integron encoded metallo-B-lactamaz

Ambler Grup D B-laktamazlar: Oksasilini hidrolize eden OXA tiirii -
laktamazlar Enterobacteriaceae, Acinetobacter tiirleri ve P.aeruginosa
izolatlarinda tanmimlanmistir. OXA tiiri enzimlerin aminoasit dizilimleri
birbirleri arasinda oldukga farklilik gostermektedir. Enzimde 70.-73.
pozisyonlarda bulunan S-T-F-K tetrad yapisi, enzimin katalitik aktivitesinden
sorumludur. Grup D enzimlerin klavulanik asit tarafindan inhibisyonu zayiftir.
Bu enzimleri kodlayan genler siklikla mobil genetik elemanlar iizerinde
bulunmalari nedeniyle, bakteriler arasinda yayilimlar1 kolaydir. Bu enzimlerin
mobil genetik elemanlarla bakteriler tarafindan kolaylikla kazanilabilmesi,
oksasilinazlart o6nemli bir halk saghigi sorunu haline getirmektedir.
Karbapenemaz aktivitesine sahip oldugu belirlenen oksasilinaz enzimlerinin

sayisinin giin gegtikge artmasi, bu enzimlerin dnemini arttirmaktadir (45, 50).
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OXA-23, OXA-24/40, OXA-51, O0XA-58, OXA-143 enzimleri;
A.baumannii’de genis bir dagilima sahip olmalari nedeniyle klinik agidan
biliylik 6neme sahiptir. OXA-48 enzimi siklikla Enterobacterales tiirlerinde
tammmlanmis  olmakla  birlikte  non-fermentatif ~ bakterilerde  de

bulunabilmektedir.

Karbapenemaz aktivitesine sahip olmadig1 diisiiniilen ¢esitli oksasilinazlarin
(6rn. OXA-2, OXA-10) da karbapenemaz aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir (51, 52).

ii. Enzimatik Olmayan Mekanizmalar

Karbapenem grubu antibiyotikleri hidroliz aktivitesine sahip B-laktamaz
enzimlerin varhigi disinda, spontan mutasyon sonucu porin kaybi veya disa atim
pompalarinin ekspresyonunda artis gibi mekanizmalar da karbapenem direncine yol
acabilir (11, 12, 53).

Porin kaybi: Gram-negatif bakterilerde antibiyotiklerin bakteri hiicresinin
icine girebilmesi i¢in hiicre membranini agsmasi1 gerekmektedir. Kromozomal
genlerde meydana gelen spontan mutasyonlar sonucunda porin

ekspresyonunun azalmasi imipenem direncine yol agabilmektedir.

Disa atim pompalarmmn iiretiminde artis: Bakteride goriilen spontan
mutasyonlar sonucunda “Resistance-nodulation-cell division” (RND)
siiperailesine ait disa atim pompa sistemlerinin ekspresyonunda artis,
karbapenem direncine yol agan mekanizmalardan biridir. A.baumannii
izolatlarinda AdeABC, AdeFGH, AdellK; P.aeruginosa izolatlarinda
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-Opr] disa atim pompalari
tanimlanmistir.  MexA-MexB-OprM  disa atim pompalarmin  artmis
ekspresyonunun, bakteride meropenem ve doripenem direnci gelismesine

sebep olabilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. izolatlar

Ocak 2014-Temmuz 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi, Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen kan ve kateter
kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen 256 adet A.baumannii ve 152 adet P.aeruginosa
susu olmak tizere, toplam 408 adet non-fermenratif bakteri ¢alismaya dahil edilmistir.
Her hastaya ait sadece bir kan izolat1 ¢alismaya alinmistir. Suslar ¢alisma siiresince

%15 gliserollii beyin kalp inflizyon besiyeri igerisinde -20°C'de saklanmustir.

3.2. izolatlarin imipenem ve Meropenem Duyarhhiginin Belirlenmesi

Tim izolatlarin imipenem ve meropenem duyarliligi sivi mikrodiliisyon
(SMD) testi ile belirlenmistir. SMD testi ile imipenem veya meropenem duyarli

bulunan izolatlara disk difiizyon testi ve antibiyotik gradiyent testi uygulanmistir.

3.2.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

SMD testinde kullanilmak amaciyla, istenilen konsantrasyonlarda antibiyotik
stok ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kullanilmasi gereken antibiyotik tozu agirliklari ve
¢oziicli hacimleri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir. Antibiyotiklerin potens
degerleri iiretici firma tarafindan belirtildigi sekilde kabul edilmistir. Imipenem tozunu
¢ozmek icin fosfat tamponlu salin, meropenem tozunu ¢6zmek igin ise distile su

kullanilmistir.

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Antibiyotik potensi (g/mg)

Istenilen yogunluk (ug/mL)

Konsantrasyonlar1 5120 pg/mL olacak sekilde hazirlanan imipenem ve
meropenem stok c¢ozeltileri, katyonlu Mueller-Hinton sivi besiyeri ile iki kat
diliisyonlarda seyreltilerek 64 ile 0,03 pg/mL konsantrasyon araliginda olacak sekilde
antibiyotik ¢ozeltileri elde edilmistir. Bu ¢o6zeltiler 96 kuyucuklu U tabanh

mikroplaklara dagitilmistir.
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Calismaya dahil edilen suslar kanli agarda 35+2°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. izolatlarin taze kiiltiirlerinden, steril U tabanli cam tiipler igerisinde salin ile
0,5 McFarland standardina es deger bulaniklikta bakteri inokiilumlar1 hazirlanmistir.
Bakteri inokiilumlarindan 50 pL alinarak, 4950 ulL katyonlu Mueller-Hinton sivi
besiyeri igeren tiiplere aktarim yapilarak 1/100 oraninda seyreltme gergeklestirilmistir.
Mikrodiliisyon plaklarmin her kuyucuguna, hazirlanan 10° kob/mL konsantrasyona
sahip bakteri ¢ozeltilerinden 50 pL inokiile edilmistir. Son seyreltme islemi sonunda
kuyucuklarda inokiilum yogunluklar1 5x10° kob/mL olmustur. Inokiilum isleminden
sonra mikroplaklar 35+2°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kalite kontrol
susu olarak E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, S.aureus ATCC 29212 ve

Enterococcus faecalis ATCC 29213 suslari kullanilmustir.

Inkiibasyonun ardindan mikrodiliisyon plagindaki kuyucuklarda gozle
goriilebilir tiremenin tamamen inhibe oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu,
izolatin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK, pg/mL) degeri olarak kabul
edilmistir. Saptanan MIK degerleri CLSI (2021, 31.Baski) ve EUCAST (v11.0, 2021)
duyarlilik sinir deger tablolarina gore kategorik olarak yorumlanmistir (54, 55) (Tablo
3.1).
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Tablo 3.1. A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlar1 i¢in A. EUCAST kilavuzunda ve
B. CLSI kilavuzunda yer alan imipenem ve meropenem mMminimum

inhibitor konsantrasyon duyarlilik sinir degerleri

EUCAST Duyarhlik Sinir Degerleri (v11.0, 2021)

Duyarh Artmis dozda duyarh Direncli

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
A.baumannii
Imipenem <2 4 >4
Meropenem <2 4-8 >8
P.aeruginosa
Imipenem <0,001 0,002-4 >4
Meropenem <2 4-8 >8

CLSI Duyarhlik Simir Degerleri (2021, 31.Baski)

Duyarh “Intermediate” Direncli

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
A.baumannii
Imipenem <2 4 >8
Meropenem <2 4 >8
P.aeruginosa
Imipenem <2 4 >8
Meropenem <2 4 >8

3.2.2. Disk Difiizyon Testi ve Antibiyotik Gradiyent Testi

Calismamizda; SMD testi ile imipenem veya meropenem duyarli oldugu
saptanan izolatlara, esas olarak HD yoniinden zon i¢i iireme varliginin arastirilmast

amaciyla, disk diflizyon ve gradiyent test yontemleri uygulanmistir. Bununla birlikte;
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SMD testi ile elde edilen MiK degerlerinin, difiizyon temelli testler ile elde edilen

sonuglarla uyumu da karsilastirilmstir.

Taze tiremis bakteri kiiltiirleri kullanilarak steril U tabanli cam tiipler icerisinde
0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri ¢ozeltileri, Mueller-Hinton agar
besiyerleri (Oxoid, Ingiltere) iizerine steril bir ekiivyon yardimi ile yayilmistir. 10 pg
imipenem ve meropenem igeren antibiyotik diskleri (BBL-Becton Dickinson, ABD)
ve antibiyotik gradiyent test seritleri (bioMérieux, Fransa) besiyerlerinin yiizeyine
yerlestirilmistir. Disk ve gradiyent test seritleri yerlestirildikten sonra plaklar etiivde
35+2°C'de, 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Antibiyotik disklerinin etrafinda
bakteri tliremesinin inhibe oldugu zon capi cetvelle milimetre biriminde (mm)
Ol¢iilmiis; antibiyotik gradiyent test seritlerinin etrafinda olusan elips seklinde
tiremenin inhibe oldugu alanin gradiyent test seridi ile kesistigi bolgedeki sayisal
deger, MIK degeri olarak kabul edilmistir. Saptanan MIK degerleri ve dlgiilen zon
caplari, EUCAST ve CLSI duyarlilik sinir degerlerine gore yorumlanmustir (Tablo 3.1
ve 3.2).

Tablo 3.2. A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlar1 i¢gin A. EUCAST kilavuzunda ve
B. CLSI kilavuzunda yer alan imipenem ve meropenem inhibisyon zon

capi sinir degerleri (mm)

EUCAST Duyarhlik Siir Degerleri (v11.0, 2021)

Disk icerigi Duyarh >  Artmus Dozda Direncli <

(ng) Duyarh
A.baumannii
Imipenem 10 24 21-23 21
Meropenem 10 21 15-20 15
P.aeruginosa
Imipenem 10 50 20-49 20

Meropenem 10 24 18-23 18
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CLSI Duyarhhk Sinir Degerleri (2021, 31.Baski)

Disk icerigi (ng) Duyarh > “Intermediate”  Direncli <

A.baumannii
Imipenem 10 22 19-21 18
Meropenem 10 18 15-17 14

P.aeruginosa
Imipenem 10 19 16-18 15
Meropenem 10 19 16-18 15

3.3. Karbapenem Heterodirenci Varhgmin Arastirilmasinda Uygulanan
Fenotipik Yontemler

SMD testi ile imipenem veya meropenem duyarl oldugu saptanan izolatlarda
imipenem ve meropenem HD varligy, antibiyotik diski ve gradiyent test seridi etrafinda
olusan inhibisyon zonu iginde tiremenin tespit edilmesi ve PAP testi uygulanarak
aragtirilmistir (Sekil 3.1).

SMD testi ile imipenem VEY A meropenem
duyarli bulunan izolatlar

4 I N

Disk diflizyon testi ile Gradiyent difiizyon testi PAP yontemi ile
inhibisyon zonu iginde lireme ile inhibisyon elipsi iginde HD varliginin
saptanmasi ureme saptanmasi arastirilmasi

Sekil 3.1. Karbapenem HD varliginin arastiriimasinda uygulanan akis semasi

3.3.1. Disk Difiizyon Y 6ntemi

Disk diflizyon testinin uygulanisi, dnceki boliimde (3.2.2.Disk Difiizyon ve
Antibiyotik Gradiyent Testleri) anlatilmistir. 35+2°C'de, 18-24 saat inkiibasyondan
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sonra antibiyotik disklerinin ¢evresinde olusan inhibisyon zonu i¢inde tireme gozlenen

suslar, heterodirencgli (HD’li) olarak kabul edilmistir.

3.3.2. Antibiyotik Gradiyent Test Yontemi

Antibiyotik gradiyent testinin uygulanisi, Onceki boliimde (3.2.2.Disk
Difiizyon ve Antibiyotik Gradiyent Testleri) anlatilmistir. Inokiilasyon isleminin
ardindan plaklar etiivde 35+2°C'de, 18-24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinden sonra, gradiyent test seritlerinin etrafinda tiremenin inhibe oldugu elips
seklindeki inhibisyon zonu i¢inde iireme goézlenen suslar, HD’li olarak kabul

edilmistir.

3.3.3. Popiilasyon Analiz Profili Yontemi
PAP Testinde Kullanilan Plaklarin Hazirlanmasi

SMD testi ile karbapenem-duyarli oldugu belirlenen tiim izolatlara, HD
tespitinde altin standart yontem olarak kabul edilen popiilasyon analizi profili (PAP)

yontemi uygulanmistir.

Farkli imipenem ve meropenem konsantrasyonlarina sahip PAP plaklar
hazirlamak i¢in ihtiya¢ duydugumuz ¢oziicii hacmi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir. Imipenem ve meropenem antibiyotik tozlari, belirlenen miktarda
¢oziicii hacimleri iginde ¢oziilerek, 100,000 pg/mL konsantrasyonlu antibiyotik
cozeltileri elde edilmistir. Imipenem tozunu ¢dzmek icin fosfat tamponlu salin,

meropenem tozunu ¢6zmek i¢in distile su kullanilmistir.

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Antibiyotik potensi (ug/mg)

Istenilen yogunluk (ug/mL)

100.000 pg/mL konsantrasyonlu imipenem ve meropenem ¢ozeltileri katyonlu
Mueller-Hinton siv1 besiyeri ile seyreltilerek; 10,000, 6,400, 1,000, 800, 400 ve 200
pg/mL konsantrasyonlu imipenem ve meropenem ¢ozeltileri elde edilmistir (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. PAP testinde kullanilan, farkli konsantrasyonlara sahip antibiyotik

¢ozeltilerinin hazirlanmasinda izlenen akis semasi

Her iki antibiyotik i¢in sekizer adet balon joje igine gerekli miktarda Mueller-
Hinton agar besiyeri tozu ve distile su konularak otoklavda sterilize edilmistir. 0,25,
0,5,1,2,4,8, 16 ve 32 pg/mL konsantrasyonlarinda imipenem ve meropenem igeren
PAP plaklarmi hazirlamak i¢in besiyeri i¢ine eklenmesi gereken antibiyotik
cozeltilerinin miktarlari, “V1 X C1=V2 X C2” formiilii kullanilarak hesaplanmistir.
Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra Mueller-Hinton agar siispansiyonlar1 su banyosunda
bekletilerek 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra i¢ine 6,400, 800, 400 ve 200
pg/mL konsantrasyonlu antibiyotik ¢ozeltilerinden hesaplanan miktarlarda eklenmis
ve hemen ardindan steril petri kaplariin i¢ine dagitilmistir. Bu islem sonunda 0,25,
0,5, 1,2, 4,8, 16 ve 32 pg/mL konsantrasyonlarinda imipenem ve meropenem igeren

PAP plaklari elde edilmistir. Hazirlanan plaklar 24 saat i¢cinde kullanilmistir.
PAP Testinin Uygulanmasi

Her bir susun 0,5 McFarland (108 kob/mL) standardina es deger bulanikliga
sahip bakteri ¢ozeltileri, U tabanli steril cam tiipler iginde salin kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri ¢ozeltilerini seyreltmek amaciyla, her sus igin
yediser adet mikrosantrifiij tiipii icine 900’er pL salin konulmustur. 108 kob/mL
bakteri yogunluguna sahip bakteri siispansiyonlarindan 100 pL alinarak, ilk
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Bu seyreltme islemi, her mikrosantrifiij tiipii igin
ayn1 hacimlerde tekrarlanmistir. Aktarma islemlerinin sonunda 108, 107, 108, 10°, 10,

103, 102 kob/mL yogunluguna sahip bakteri ¢ozeltileri elde edilmistir (Sekil 3.3).
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+100 pL bakteri +100 pL bakteri ~ +100 pL bakteri ~ +100 uL bakteri +100 pL bakteri ~ +100 pL bakteri
gozeltisi cozeltisi gozeltisi gozeltisi gozeltisi cozeltisi

g3 1Y (3 Py 1Y

I 7T 0 1T 070

900 pL SF 900 uL SF 900 puL SF 900 puL SF 900 uL SF 900 L SF
108 107 10° 10° 10° 10° 10?
KOB/mL KOB/mL KOB/mL KOB/mL KOB/mL KOB/mL KOB/mL

Sekil 3.3. Farkli yogunluklarda bakteri ¢ozeltilerinin hazirlanma semasi

Hazirlanan farkli yogunluklardaki bakteri ¢ozeltilerinden 100’er pL alinarak,
0,5-32 pg/mL konsantrasyonda imipenem ve meropenem igeren PAP plaklarinin ve
antibiyotik igcermeyen Mueller-Hinton agar plaklarinin yiizeyine inokiile edilmistir
(Sekil 3.4). PAP plaklar1 35+2°C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmis, plaklarda 24. ve
48. saatlerde iireyen koloni sayilar1 kaydedilmistir. Antibiyotik igermeyen Mueller-
Hinton agar plaklar1 35+2°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edilmis, 24. saatte
antibiyotik igermeyen Mueller-Hinton agar plaklarinda iireyen koloni sayilari
kaydedilmistir. Karbapenem-duyarli tiim izolatlarda karbapenem heterodirenci varhigi,
PAP testi en az iki kez caligilarak arastirilmistir.

PAP testinde kalite kontrol suslar1 olarak E.coli ATCC 25922, P.aeruginosa
ATCC 27853, S.aureus ATCC 29212 ve E.faecalis ATCC 29213 kullanilmustur.

®
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Sekil 3.4. PAP testinin uygulanmasinda izlenen akis semasi
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Calismamizda; tiremenin hi¢ inhibe olmadig1 ve iiremenin tamamen inhibe oldugu
PAP plaklariin antibiyotik konsantrasyonlar: arasinda >8 kat fark olmasi ve direngli
alt popiilasyon sikhiginm 1x107°den daha yiiksek olmasi halinde, test edilen sus
“heterodirengli” kabul edilmistir (3, 36). Hem imipenem hem meropeneme karsi

heterodirencli saptanan izolatlar ise “ko-heterodirengli” olarak adlandirilmistir.

3.4. Heterodireng Stabilitesinin Belirlenmesi

HD’li suslarda tiremenin gézlendigi en yiiksek konsantrasyonda antibiyotik
igeren PAP plagindan kanli agara pasaj yapilmis ve yedi giin boyunca her giin pasaj
tekrarlanmigtir. Daha sonra hem birinci giin hem de yedinci giin pasajlarina SMD testi
uygulanmistir. Yedinci giinde yapilan SMD testi ile karbapenem duyarli olmadigi
belirlenen HD’li izolatlar, “stabil heterodirencli”’; yedinci giinde yapilan SMD testi
ile karbapenem-duyarli oldugu belirlenen HD’li izolatlar, “stabil olmayan

heterodirencli” olarak kabul edilmistir (4).

SMD Testi : o SMD Testi ‘E’
Sekil 3.5. Heterodireng stabilitesinin arastirilmasinda izlenen akis semast

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Karbapenemaz Genlerin Tespiti
Karbapenem duyarli, heterodirengli ve duyarli olmayan suslarda
karbapenemaz genlerinin varligi multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile

arastirilmastir.
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3.5.1. PZR Yéntemi Uygulanan izolatlar

Calismamizda karbapenem duyarli, heterodirengli, “intermediate” ve direncli
A.baumannii izolatlarinda; blakec, blaive, blanom, blaoxass, blaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxa-s1 ve blaoxa-ss genleri, P.aeruginosa izolatlarinda ise blakec, blaces, blaime,

blanowm, blaoxa-as, blaoxa-2 ve blaoxa-10 genleri aragtirilmistir (Tablo 3.1).

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz ATCC kalite kontrol suslar1
ve bakteri izolatlari, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun ve Dr. Patrice Nordmann’in
laboratuvarlarindan saglanmistir. Her bir PZR c¢alismamizda, arastirilan genleri

bulundurdugu bilinen suslar “pozitif kontrol” olarak kullanilmistir.

3.5.2. EDTA, TE ve TBE Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

0,5 M etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 186 g
EDTA tozu, 1 L distile suyun i¢inde NaOH ilave edilerek ¢oziilmiistiir. 1 M Tris-HCI

¢ozeltisi elde etmek igin 121 g Tris-HCI tozu, 1 litre distile su iginde ¢oziilmiistiir.

Bir litre Tris-EDTA (TE) ¢0zeltisi hazirlamak i¢in; hazirlanmis 1 M Tris
¢ozeltisinden 10 mL ve 0,5 M EDTA ¢ozeltisinden 1,3 mL alinarak 990 mL distile su
ile karigtirillmistir. 1 L Tris-borik asit-EDTA (TBE) tampon ¢6zeltisi hazirlamak i¢in
40 mL 0,5 M EDTA ¢ozeltisi, 108 g Tris-HCI ve 55 g borik asit tozu ile karistirilmas,
elde edilen siispansiyon distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan x10 derigimli

TE ve TBE ¢o6zeltileri kullanilacagi zaman x1 derisimli seyreltik halde kullanilmistir.

3.5.3. Bakteriyel DNA’nin izolasyonu

DNA izolasyonu gerceklestirmek amaciyla 24 saatlik taze bakteri kiiltiirinden
alian 2-3 koloni steril 6ze ile alinarak 750 pL. TE ¢6zeltisi iceren steril mikrosantrifiij
tiipleri i¢ine konulmustur. Mikrosantrifiij tiipii i¢indeki bakteri-TE ¢o6zeltileri 15
saniye boyunca vorteks cihazi ile karistirilmasinin ardindan 90°C’ye ayarlanmis 1s1
bloguna yerlestirilerek 10 dakika inkiibe edilmistir. Isitma isleminden sonra 13,000
rpm’de 5 dakika santrifiijleme islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij isleminden sonra
tiipiin i¢indeki ¢ozeltinin 50 pL’lik slipernatant kismi1 otomatik pipet ile alinarak yeni

bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir (56).
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3.5.4. Kullanilan Primer Dizileri ve Primer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Liyofilize haldeki primerler, DNaz i¢cermeyen steril su ile seyreltilerek 100
pmol/uL  konsantrasyonda olacak sekilde primer ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Konsantrasyonu 100 pmol/uL olan primer g¢ozeltilerinden 10’er pL alinarak, 90 pL
DNaz icermeyen steril su ile karistirilmis ve bu islem sonunda 10 pmol/uL
konsantrasyonunda primer ¢ozeltileri elde edilmistir. PZR tepkimelerinde 10 pmol/ul
konsantrasyona ayarlanmis primer c¢ozeltileri kullanilmigtir. Hazirlanan primer

¢ozeltileri -20°C’de saklanmustir.

3.5.5. PZR Karisimlariin Hazirlanmasi

Calismamizda PZR karisimlart hazirlanirken iki farkli firmanin kullanima
hazir PZR miksleri (Qiagen Taq PCR Master Mix, Almanya ve Genemark PCR Master
Mix, Tayvan) kullanilmistir. Tlk markanmn {iriinii kullanilirken; PZR karisimma 12,5
pL TopTaq polimeraz, 2,5 pL 10xCoral load DNA boyasi, her biri 10 pmol/uL’lik
primer siispansiyonlarindan 0,4’er pL ve 2,5 uL kalip DNA konulmustur, toplam
hacim 25 uL olacak sekilde kalan hacim niikleaz igermeyen su ile tamamlanmustir.
Ikinci markanin {iriinii kullanilirken; PZR karigimina 5 pL Taq polimeraz, her biri 10
pmol/pL’lik primer siispansiyonundan 0,4’er pL ve 2,5 uL kalip DNA konulmustur,
toplam hacim 25 plL olacak sekilde kalan hacim niikleaz icermeyen su ile
tamamlanmistir. Her bir PZR karisimi hazirlandiginda, tepkimedeki primerlere 6zgii

pozitif kontrol suslarma ait kalip DNA’lar ‘pozitif kontrol’ olarak kullanilmistir.

3.5.6. Gen Bolgelerinin Amplifikasyonunda Uygulanan PZR Kosullar:

Calismamizda dort farkli multipleks PZR yontemi kullanilmistir. Bu yonteme
ait PZR kosullar1 Tablo 3.4’te sunulmustur.



Tablo 3.3. Calismada kullanilan primer dizileri
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Primer Primer Dizisi (5'-3") Gen Uriin Kaynak
Biiyiikliigii
(bo)
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG blakec 798 (57)
KPC-R CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
GES-F AGTCGGCTAGACCGGAAAG blaces 399 (58)
GES-R TTTGTCCGTGCTCAGGAT
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC  blawp 232 (57)
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blanom 621 (57)
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
OXA-48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaoxa-4s 438 (57)
OXA-48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
OXA-23-F  GATCGGATTGGAGAACCAGA blaoxa-23 501 (59)
OXA-23-R  ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA blaoxa-24 246 (59)
OXA-24-R  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG blaoxa-s1 353 (59)
OXA-51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-58-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG blaoxa-ss 599 (59)
OXA-58-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
OXA-2-F  GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA blaoxa-2 478 (60)
OXA-2-R  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-10-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG blaoxa-10 720 (60)
OXA-10-R TGGATTGCACTTCATCTTGG

A: Adenin, C: Sitozin, F: Sense, G: Guanin, R: Anti-sense, T: Timin, Y: Sitozin veya guanin

3.5.7. Agaroz Jel Elektroforez ile PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmasi ile elde edilen PZR iiriinleri, agaroz
jel elektroforez yontemi kullanilarak goriintiilenmistir. Calismamizda %1,5 oraninda
agaroz icerecek sekilde, agaroz jel hazirlanmistir. Bunun i¢in; 120 mL TBE ¢dzeltisi
icinde 1,8 mg agaroz tozu (Sigma Aldrich, ABD) ¢oziilmiistiir. Agarozun ¢dziinmesi
ve homojen jel yapisinin saglanabilmesi i¢in, TBE-agaroz tozu ¢ozeltisi mikrodalga
firmda 4-5 dakika kaynatilmistir. Niikleik asitlerin floresan 11k ile goriiniir hale
gelmesi icin, mikrodalga firindan ¢ikarilan sivi haldeki agaroz jel ¢ozeltisi hafifce
sogutulmus ve ig¢ine etidyum bromir eklenmistir. Sivi agaroz jel c¢ozeltisi
katilasmadan, igine taraklar yerlestirilmis yatay jel elektroforez tablasinin igine

yavasca ve kabarcik olugsmamasma dikkat edilerek dokiilmiistiir. Agaroz jelin

katilagsmas1 i¢in oda sicaklifinda yaklasik 30 dakika beklenmistir. Tabla i¢indeki
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agaroz jel katilastiginda, jelin i¢ine gomiilii haldeki taraklar ¢ikarilmis, agaroz jel tabla
ile beraber PZR tankinin i¢ine yerlestirilmis ve PZR tankinin i¢ine agaroz jelin {istlinii
kapatacak kadar TBE ¢ozeltisi doldurulmustur. PZR tepkimesi sonucu elde edilen PZR
tirtinlerinden ve DNA molekiiler agirlik belirtecinden 5'er pLL alinarak kat1 agaroz jel
igindeki kuyucuklara otomatik pipet ile aktarilmistir. Bu islem tamamlandiktan sonra
PZR tankinin kapagi kapatilmis ve PZR tanki gili¢ kaynagina baglanmistir. Giig
kaynagi ile 45-50 dakika boyunca PZR tankina 100 Volt elektrik akimi uygulanmus,
boylece elektroliz islemiyle negatif yiikli PZR iiriinlerinin katottan anota dogru

hareket etmesi saglanmistir.

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra agaroz jel, PZR tankinin i¢inden
cikarilarak morotesi trans-illiiminator cihazina yerlestirilmis ve amplifiye olmus PZR
triinlerinin varligr degerlendirilmistir. Amplifikasyon {iriinlerinin olusturdugu
bantlarin molekiiler agirliklari, DNA molekiiler agirlik belirtecine gore saptanmistir.
PZR fdiriinlerinin amplikon biiyiikliiklerinin degerlendirilmesinde DNA molekiiler
agirlik belirteci olarak 100 baz ¢iftlik belirte¢ (Thermo Fisher Scientific, ABD) firma

onerileri dogrultusunda hazirlanarak kullanilmigtir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Calismada kullanilan DNA molekiiler agirlik belirteci

3.6. istatistiksel Analiz

A.baumannii ve P.aeruginosa suslarmin imipenem ve meropenem MIK
degerlerinde yillara gore istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi, Kruskal-

Wallis testi ile arastirilmistir.



Tablo 3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar

Kaynak PZR Amplifikasyon Sicaklik, Siire Dongii

Basamaklar Sayisi

blaimp, blakec, blanom, blaoxa-4s multipleks ¢alismasi

(57) [k denatiirasyon basamag1 94°C, 10 dakika
Denatiirasyon basamagi 94°C, 30 saniye
Baglanma basamagi 52°C, 40 saniye @ gﬂ
Elongasyon basamagi 72°C, 50 saniye =
Final uzama basamagi 72°C, 5 dakika

blaoxa-2, blaoxa-10 multipleks ¢calismasi

(61) [k denatiirasyon basamag1 95°C, 10 dakika
Denatiirasyon basamagi 95°C, 1 dakika
Baglanma basamagi 57°C, 1 dakika § gﬂ
Elongasyon basamagi 72°C, 1,5 dakika -
Final uzama basamag1 72°C, 3 dakika

blaces monopleks ¢alismasi

(58) [k denatiirasyon basamagi  94°C, 10 dakika
Denatiirasyon basamag1 94°C, 40 saniye
Baglanma basamagi 60°C, 40 saniye é gﬁ
Elongasyon basamagi 72°C, 1 dakika A
Final uzama basamag1 72°C, 7 dakika

blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss multipleks ¢calismasi

(59) [k denatiirasyon basamag1 94°C, 5 dakika
Denatiirasyon basamagi 94°C, 25 saniye
Baglanma basamagi 52°C, 40 saniye 5 gﬂ
Elongasyon basamagi 72°C, 50 saniye A

Final uzama basamagi 72°C, 6 dakika
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4. BULGULAR

4.1. Izolatlarin Kliniklere ve Yillara Gore Dagihmlar

Ocak 2014-Temmiz 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Hastanest,
Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen periferik kan ve kateter kiiltiirii
orneklerinden izole edilen 256 A.baumannii ve 152 P.aeruginosa izolat1 (toplam 408
izolat) ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu izolatlarin 112°si (%27,5) 2014 yilinda, 76’s1
(%18,6) 2015 yilinda, 111°1 (%27,2) 2016 yilinda 62’si (%15,2) 2017 yilinda, 47’si
(%11,5) 2018 yilinda izole edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen bakterilerin izole edildikleri yillara ve kliniklere

gore dagilimi

Klinikler 2014 2015 2016 2017 2018 Toplam

Ab Pa Ab Pa Ab Pa Ab Pa Ab Pa Ab Pa

YBU 41 6 23 5 32 6 15 3 13 - 124 20
Cocuk 2 5 1 3 - 2 3 1 - 2 6 13
Hastahklan

I¢ Hastahklann 8 1 8 2 6 3 4 2 1 2 27 10

Diger dahili 7 10 6 7 12 12 5 11 9 5 39 45
klinikler

Onkoloji ve 12 11 6 4 8 9 3 1 - 7 29 32
Hematoloji

Genel Cerrahi 3 3 6 2 8 4 8 6 2 3 27 18

Diger cerrahi 1 2 1 2 2 7 - - - 3 4 14
klinikler
Toplam 74 38 51 25 68 43 38 24 25 22 256 152

Ab: A.baumannii, Pa: P.aeruginosa, YBU: Yogun bakim iinitesi (Eriskin, gocuk, yenidogan ve anestezi yogun
bakim iiniteleri dahil edilmistir.)
*Genel cerrahi kliniklerine genel cerrahi servisi ve yanik {initesi dahildir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin %35,3’ii (s=144) YBU’lerinden, %64,7’si
(s=264) ise diger kliniklerden génderilen kan kiiltiirlerinden izole edilmistir. Suglarin
%4,7’si (s=19)’u ¢ocuk hastalardan, %95,3’ti (s=389) ise eriskin hastalardan elde

edilmistir.
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4.2. imipenem ve Meropenem Duyarhlik Sonuclar
4.2.1. Sivi Mikrodiliisyon Testi Sonuglari
A.baumannii izolatlar1 hem CLSI hem EUCAST duyarlilik sinir degerlerine

gore degerlendirildiginde; 256 A. baumannii izolatinin %11,3’i (s=29) imipenem-
duyarl, %0,4’i (s=1) imipenem “intermediate” (CLSI) veya artmis dozda duyarh
(EUCAST), %88,3’li (s=226) imipenem-direncli; %11,7’si (s=30) meropenem-
duyarli, %0,8’i (s=2) meropenem “intermediate” (CLSI) veya artmis dozda duyarl
(EUCAST), %87,5’1 (s=224) meropenem-direncli olarak saptanmustir.

P.aeruginosa izolatlarina ait SMD sonuglari, CLSI duyarlilik sinir degerlerine
gore incelendiginde; 152 izolatin imipenem icin %37,5°1 (s=57) duyarli, %19,1°1
(s=29) “intermediate” ve %43,4’i (s=66) direngli bulunurken; meropenem igin
%38,2’si (5=58) duyarli, %15,1’1 (s=23) “intermediate” ve %46,7’si (s=71) direncli
olarak tespit edilmistir. EUCAST duyarlilik sinir degerlerine gore incelendiginde ise
152 izolatin imipenem icin; %56,6’s1 (s=86) artmis dozda duyarli, %43,4°l (s=66)
direncli iken; meropenem i¢in %38,2’si (s=58) duyarli, %21,7’si (s=33) artmis dozda
duyarli ve %40,1’1 (s=61) direngli olarak saptanmistir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin CLSI sinir degerlerine gore imipenem ve
meropenem antibiyotiklerine karsi duyarlilik sonug¢larinin yillara gére dagilimi Tablo

4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Calismaya dahil edilen bakterilerin izole edildikleri yillara gére ve CLSI

duyarlilik kategorilerine gore dagilimi A. A.baumannii B. P.aeruginosa

A.
Imipenem Meropenem
(Say1) (Say1)

Yillar S | R S | R
2014 5 0 69 5 0 69
2015 6 0 45 6 0 45
2016 6 0 62 7 1 60
2017 10 1 27 10 1 27
2018 2 0 23 2 0 23
Toplam 29 1 226 30 2 224
S: Duyarly, I: “Intermediate”, R: Direngli

B.
Imipenem Meropenem
(Sayr) (Sayn)

Yillar S | R S | R
2014 15 5 18 15 6 17
2015 8 9 8 11 3 11
2016 15 8 20 15 7 21
2017 9 2 13 7 3 14
2018 10 5 7 10 4 8
Toplam 57 29 66 58 23 71

S: Duyarl, I: “Intermediate”, R: Direngli
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Calismaya dahil edilen izolatlarin SMD testi ile belirlenen imipenem ve
meropenem MIK dagilimlar1 Tablo 4.3’te; MiKso, MiKgo degerleri ve MIK araliklart
Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4.3. Sivi mikrodiliisyon testi ile belirlenen karbapenem MIK degerlerinin

dagilim1
Antibiyotik Konsantrasyonu (ng/mL)

<003 0,06 0125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >64
A.baumannii
iMp 2 1 0 6 12 4 4 1 2 1 12 211
s, 0 08 04 23 46 16 16 04 08 04 4,7 82,4
MEM 4 0 4 12 4 3 3 2 0 5 44 175
s,% 16 16 46 16 12 12 08 2 17,1 68,3

P.aeruginosa

iMP 0 0 1 1 4 23 28 29 7 16 6 37
0

s, % 07 07 27 151 184 191 46 105 39 243

MEM O 0 0 6 10 21 21 23 10 13 12 36
s, % 39 66 138 138 151 66 86 7,9 23,7

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, S: Say1, %: Yiizde

Tablo 4.4. izolatlarin s1vi mikrodiliisyon testi ile belirlenen imipenem ve meropenem
MiKso, MiKgo degerleri ve MIK araliklart

MiKso MiKgo MIK Arahg

(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL)
A.baumannii
imp >64 >64 <0,03 - >64
MEM >64 >64 <0,03 - >64
P.aeruginosa
imp 4 64 <0,03 - >64
MEM 4 64 <0,03 - >64

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, MIK: Minimum inhibitor
konsantrasyon (pg/mL)
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Calismamizda; 2015 yilinda A.baumannii suslarinin IMP MIK degerlerinin,
2014 ve 2018 yillarina gore daha genis bir aralikta degisim gosterdigi saptanmistir
(p=0,033, p=0,016). A.baumannii suslarmin MEM MIK degerlerinde, P.aeruginosa
suslarmin IMP MIK degerlerinde ve P.aeruginosa suslarinin MEM MIK degerlerinde,
yillar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,283, p=0,687,
p=0,416).

4.2.2. Disk Difiizyon ve Antibiyotik Gradiyent Test Sonuclar:

Sivi mikrodiliisyon testi ile karbapenem-duyarli oldugu saptanan izolatlara,
HD varligim1 arastirmak amaciyla, disk difiizyon ve antibiyotik gradiyent testi
uygulanmustir. Izolatlarm disk difiizyon testi ile elde edilen zon ¢aplar1 ve antibiyotik
gradiyent testi ile belirlenen MiK degerlerinin, SMD testi ile uyumu sirastyla Tablo

4.7°de ve Tablo 4.8’de sunulmustur.

A.baumannii izolatlarina ait DD sonuglar1 degerlendirildiginde, hem CLSI hem
de EUCAST duyarlilik sinir degerlerine gore; SMD testi ile IMP-duyarli saptanan 29
izolatin 2’si DD ile direngli saptanirken MEM-duyarli olan 30 A.baumannii izolatin
besi (s=5) DD testi ile meropenem-direncgli bulunmustur (Tablo 4.5-A). Antibiyotik
gradiyent testi ile SMD test sonuglar1 kiyaslandiginda ise SMD testi ile karbapenem-
duyarli saptanan tiim A.baumannii izolatlarinin antibiyotik gradiyent testi ile de

duyarli oldugu bulunmustur (Tablo 4.5-B).
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Tablo 4.5. CLSI kilavuzuna gore karbapenem-duyarli A.baumannii izolatlarinin

difiizyon testleri sonuglari ile sivi mikrodiliisyon testi sonuglari

arasindaki uyum A. DD testi sonuglar1 B. Antibiyotik gradiyent testi

sonugclari
A
Disk Difiizyon Testi
CLSI EUCAST

Duyarhh Duyarhh  Duyarh  Duyarh
SMD olmayan olmayan
IMP-duyarli 27 2 27 2
A.baumannii (s=29)
MEM-duyarl 25 5 25 5

A.baumannii (s=30)

IMP: imipenem, MEM: Meropenem, s: Say1

B.
Antibiyotik Gradiyent Testi
CLSI EUCAST
SMD Duyarhh Duyarhh  Duyarh  Duyarh
olmayan olmayan
IMP-duyarli 29 0 29 0
A.baumannii (s=29)
MEM-duyarl 30 0 30 0

A.baumannii (s=30)

IMP: imipenem, MEM: Meropenem, s: Say1

P.aeruginosa izolatlarina ait sonuglar degerlendirildiginde ise CLSI siir

degerlerine gore SMD testi ile IMP-duyarli bulunan 57 izolatin tiimii hem DD hem

de gradiyent test ile IMP-duyarli olarak saptanmustir. EUCAST sinir degerlerine gore

ise hem DD hem de gradiyent test ile hi¢bir izolat duyarli kategorisinde yer almamustir.
SMD testi ile MEM-duyarli bulunan 58 izolatin tiimii, iki kilavuza (CLSI ve
EUCAST) gore de hem DD hem de gradiyent test ile MEM-duyarli bulunmustur

(Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. CLSI kilavuzuna gére karbapenem-duyarli P.aeruginosa izolatlarinin
difiizyon testlerinin sonuglart ile stvi mikrodiliisyon testi sonuglari

arasindaki uyum

Disk Difiizyon ve Antibiyotik Gradiyent

Testi
CLSI EUCAST
Duyarhh  Duyarh  Duyarh  Duyarh
SMD olmayan olmayan
IMP-Duyarl 57 0 0 57
P.aeruginosa (s=57)
MEM-Duyarli 58 0 58 0

P.aeruginosa (s=58)
IMP: imipenem, MEM: Meropenem, s: Say1

4.3. Popiilasyon Analiz Profili Sonuclari
A.baumannii izolatlarina Ait Popiilasyon Analiz Profili Sonuclar

Calismamizda; IMP-duyarli 29 A.baumannii izolatinin yedisi (%24,1) iIMP-
HD’li, MEM-duyarli 30 A.baumannii izolatin dokuzu (%30) MEM-HD’li
saptanmigtir. A.baumannii izolatlarinin dérdii hem imipeneme hem de meropeneme
HD’li olarak saptandig: i¢in ko-heterodirencli olarak kabul edilmistir. Imipenem ve
meropenem PAP plaklarinda tireyen HD’li A.baumannii izolatlarina ait goriintiiler ve

HD’li suslarina ait popiilasyon analizleri  Sekil 4.1’de; karbapenem HD’li

A.baumannii izolatlarina ait veriler Tablo 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Heterodirengli A.baumannii izolatlarina ait; A. Meropenem PAP plaginda

goriilen lireme paterni B. Meropenem HD’li ve imipenem HD’li sus ile
P.aeruginosa ATCC 27853 kalite kontrol susuna ait popiilasyon analizi
grafigi

Tablo 4.7. Karbapenem heterodirengli A.baumannii izolatlarina ait PAP ve SMD

testleri ile elde edilen sonuglar A. Imipenem, B. Meropenem

A
Sus Natif pl. HD alt pl. PAP plaklarinda IMP MIK
No. iMP MiK sikhigi iireme gozlenen maks. 1.giin 7.giin
(kob/mL) antibiyotik [ ]

A48 1 2,85x1077 16 32 32
Al123 0,25 2x10°° 8 16 16
A210 1 2,85x10°" 4 4 0,5
A249 0,25 6,3x1077 16 32 32
A259 0,25 2x1077 4 4 0,125
A314 0,25 1,8x1077 8 8 8
A326 0,125 6,3x1077 32 4 4

IMP: Imipenem, Maks.: Maksimum, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (ug/mL), kob/mL: Koloni
olusturan birim/mL, [ ]: konsantrasyon pg/mL, pl.: Popiilasyon
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B.
Sus Natif pl. HD alt pl. PAP plaklarinda MEM MIiK
No. MEM MIK sikhig iireme gozlenen 1.giin 7.giin
(kob/mL) maks. antibiyotik [ ]
Al6 0,5 1,1x1077 8 8 1
A48 1 1,4x10°° 8 8 2
A85 0,125 1,2x107 8 8 4
Al167 0,25 1,1x1077 4 4 0,125
A210 1 2,3x107 16 32 32
A249 0,25 6,3x10 16 32 64
A313 1 2,7x107 16 32 32
A314 0,25 1,1x1077 16 16 16
A326 0,125 1,3x1077 4 8 16

Maks.: Maksimum, MEM: Meropenem, MiK: Minimum inhibitor konsantrasyon (ug/mL), kob/mL:
Koloni olusturan birim/mL, [ ]: konsantrasyon pg/mL, pl.: Popiilasyon

P.aeruginosa Izolatlarina Ait Popiilasyon Analiz Profili Sonuclar

Calismamiza dahil edilen IMP-duyarli 57 P.aeruginosa izolatinin 33’ii
(%57,9) IMP-HD’li, MEM-duyarl1 58 izolatin ise sekizi (%13,8) MEM-HD’li
bulunmustur. P.aeruginosa izolatlariin yedisinin  ko-heterodirengli  oldugu

belirlenmistir.

Imipenem ve meropenem PAP plaklarinda HD’li P.aeruginosa izolatlarina ait
popiilasyon analizi sonuglart Sekil 4.2-A’da; karbapenem HD’li P.aeruginosa
izolatlarina ait veriler Tablo 4.8’de sunulmustur. Baz1 P.aeruginosa izolatlarinda
(iMP-HD, s=5; MEM-HD, s=1) yiiksek antibiyotik konsantrasyonu iceren PAP
plaklarinda biiyiik ve kiiciik koloniler olmak iizere iki farkli {ireme paterni oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.2-B). Bu izolatlarda biiyiik ve kiigiik koloniler ayr1 ayri

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. A. Imipenem HD’li ve meropenem HD’li P.aeruginosa izolatlar: ile
P.aeruginosa ATCC 27853 kalite kontrol susuna ait popiilasyon analizi
grafigi B. PAP plaklarinda biiyiik (B) ve kii¢iik (K) koloniler olmak
tizere iki farkli ireme paterni gosteren P.aeruginosa izolatlar1 (Biiyiik

koloniler mavi ok ile, kii¢lik koloniler kirmizi ok ile gosterilmistir.)
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Tablo 4.8. Karbapenem heterodirengli P.aeruginosa izolatlarina ait PAP ve SMD

testleri ile elde edilen sonuglar A. Imipenem, B. Meropenem

A
thif pl. HDaltpl. PAP plaklarinda ] ]
Sus IMP siklig iireme gozlenen Koloni IMP MIK
No. MIK (kob/mL) maks. antibiyotik [] morfolojisi
l.giin  7.giin
P2 1 1,4x1077 16 (0)'% 16 16
P13 1 1,1x10°° 4 (0)% 8
P20 2 1,2x10°° 4 (0)% 4 4
P25 2 1,2x1077 8 (0)' 16 1
P37 1 1,5x1077 32 (0)' 32 1
P43 1 1,9x10°7 8 (0)'¢ 8
P46 1 3,3x107 4 (0)% 4 4
P53 1 1,1x1077 8 (0)% 16 16
P64 2 5,7x10°7 16 B 32 32
K 4 2
P65 2 1x107 8 (0)' 32 16
P69 0,5 1,6x1077 8 (0)' 8 0,25
P70 1 3,1x107 16 (0)'¢ 16 1
P76 2 1,1x10® 32 (0)'¢ 32 1
P79 2 3,5x107 4 B 8 8
K 2 1
P90 1 1,3x10-7 32 oY 16 16
P96 1 2,7x107 8 (0)' 16 16
P107 2 5,7x10°7 8 (0)' 8 8
P108 1 8x1077 16 (0)' 8 8
P109 2 2,6x107 8 (0)'e 8 8
P114 2 8x1077 16 (0)' 32 32
P130 1 1,8x1077 8 B 16 16
3,3x107 4 K 2 2

P162 1 1,6x10°7 32 (0)'% 32 32
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Tablo 4.8. A. Devam

Sus No. Natifpl. HDaltpl. PAP plaklarinda Koloni
imp sikhg iireme gézlenen  morfolojisi iMP MiK
MIK (kob/mL)  maks. antibiyotik [ ]

1.giin 7.giin

P165 2 1,3x10° 8 (0)'% 32 32
P175 1 4x10-7 8 (0)'% 8 8
P177 1 2x1077 4 B 8 8
2 1

P180 2 2,5x1077 8 (0)'% 16 16
P191 2 8,8x1077 4 B 8 8
K 1 1

P193 1 5x10° 8 (0)'% 8 8
P197 1 6,7x1077 8 (0)'% 8 8

P210 0,5 2x10°7 8 (0)'% 8 0,5
P214 2 1,3x10°7 8 (0)'% 8 1
P227 1 2,4x10°® 8 (0)'% 8 8
P231 1 7,4x1077 8 (0)'% 8 16

IMP: Imipenem, Maks.: Maksimum, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (pg/mL), kob/mL: Koloni
olusturan birim/mL, [ ]: konsantrasyon pg/mL, pl.: Popiilasyon
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B.
Sus  Natif pl. HDaltpl. PAP plaklarinda Koloni MEM MiK
No. MEM sikhig iireme gozlenen morfolojisi
MIK (kob/mL) maks. antibiyotik[ ]
l.giin  7.giin

P25 2 5x10° 2 (0)% 4 4
P79 2 1,5x10” 4 (0)% 4 8
P108 1 1,2x10°7 4 B 4 4

K 0,25 0,25
P130 2 2,9x107 4 (0)% 4 2
P175 0,5 7,5x107 4 (0)% 4 4
P193 2 1,8x107 4 (0)'% 4 2
P209 1 1,7x10° 4 (0)' 4 1
P214 0,5 2x1077 4 (0)% 2 1

Maks.: Maksimum, MEM: Meropenem, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (ug/mL), kob/mL:
Koloni olugturan birim/mL, [ ]: konsantrasyon pg/mL, pl.: Popiilasyon

4.4. Heterodirencli Izolatlarin Saptanmasinda, Disk Difiizyon ve
Antibiyotik Gradiyent Testi Sonug¢larimin, PAP Testi Sonuclarn ile

Karsilastirilmasi

A.baumannii izolatlar1 degerlendirildiginde PAP testi ile IMP-HD’li saptanan
yedi izolattan altisinda antibiyotik diski ve/veya antibiyotik gradiyent test seridi
etrafinda olusan inhibisyon zonu i¢inde iireme saptanirken; MEM-HD’1i saptanan

dokuz izolattan altisinda iireme tespit edilmistir .

P.aeruginosa izolatlar1 degerlendirildiginde ise, PAP testi ile IMP-HD’li
saptanan 33 izolattan 13’{inde inhibisyon zonu i¢inde lireme saptanirken; MEM-HD’li

saptanan sekiz izolattan ti¢iinde zon igi iireme tespit edilmistir.

A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlarinda PAP testi ile difiizyon temelli test
(disk difiizyon ve/veya antibiyotik gradient test) verilerinin karsilastirilmasi sonucu
elde edilen duyarlilik, 6zgiilliikk, PPD ve NPD degerleri Tablo 4.9’da verilmistir.
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Tablo 4.9. A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlarinda PAP testi ile difiizyon temelli

test (disk difiizyon vel/veya antibiyotik gradiyent test) verilerinin

karsilastirilmast

Duyarhibk  Ozgiilliik PPD NPD
(%) (%) (%) (%)

A.baumannii
IMP zon ici iireme 85,7 60 429 92,3
MEM zon igi lireme 66,7 71,4 50 83,3

P.aeruginosa
IMP zon ici iireme 39,4 545 56,5 37,5
MEM zon i¢i lireme 37,5 429 9,7 80,8

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, PPD: pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger, %:

Yiizde

4.5. Heterodireng Stabilitesi Sonuglari

Calismamizda stabil IMP-HD ve MEM-HD oranlar1 A.baumannii suslarinda

sirastyla %71,4 ve %66,7 olarak saptanirken; P.aeruginosa izolatlarinda sirasiyla

%78,8 ve %50 olarak tespit edilmistir. Karbapenem-duyarli olan A.baumannii ve

P.aeruginosa suslarinda stabil-HD saptanan, stabil-olmayan HD saptanan ve HD

saptanmayan izolatlarin dagilimi Tablo 4.10’da sunulmustur.

Yiiksek antibiyotik konsantrasyonu igeren PAP plaklarinda biiyiik ve kiiciik

koloniler olmak iizere iki farkli iireme paterni gosteren P.aeruginosa suslari igin

heterodireng stabilite tespiti amaciyla birinci ve yedinci giinlerde yapilan karbapenem

SMD testi sonucunda; biiyiik kolonilerin karbapenem-direncli, kiigiik kolonilerin

karbapenem-duyarli oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.10. Karbapenem-duyarl izolatlarin HD varligina gore gruplandirilmasi

Duyarh, HD Duyarh, HD Saptanan Toplam
Saptanmayan - - s (%)
s (%) Stabil Stabil olmayan
s (%) s (%)
A.baumannii
iMp 22 5 2 29
(75,9) (17,2) (6,9) (100)
MEM 21 6 3 30
(70) (20) (10) (100)
P.aeruginosa
iMp 24 26 7 57
(42,1) (45,6) (12,3) (100)
MEM 50 4 4 58
(86,2) (6,9) (6,9) (100)

HD: Heterodireng, IMP: 1mipenem, MEM: Meropenem, S: Say1, %: Yiizde

4.6. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

CLSI duyarlilik sinir degerlerine gore, karbapenem-direngli 226 A.baumannii
ve karbapenem-direngli 71 P.aeruginosa izolatinda karbapenemaz genlerinin varligi
PZR yontemi ile aragtirllmistir. Karbapenem-direngli A.baumannii izolatlarinda en sik
blaoxa-51 (%100) ve blaoxa-23 (%86,3) karbapenemaz genleri saptanmistir. Bu iki
enzim diginda saptanan diger direng genlerinin (blanowm, blaoxa-ss, blaoxa-24) goriilme
sikligr oldukga diisiik bulunmustur. Karbapenem-direngli A.baumannii suslarinin
higbirinde blakpc, blaivp ve blaoxa-4s genleri amplifiye edilmemistir. Karbapenem-
direngli P.aeruginosa suslarinda ise en sik blaoxa-10 (%26,8) geni saptanmis, bunu
daha az siklikta tespit edilen blamp ve blaoxa-2 izlemistir. P.aeruginosa izolatlarinin
higbirinde blakpec, blaces blanom, ve blaoxa-s genleri amplifiye edilmemistir (Tablo
4.11). Imipenem veya meropenem “intermediate” P.aeruginosa izolatlarinda

karbapenemaz genleri saptanmamustir.
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Tablo 4.11. Karbapenem-direngli izolatlarda saptanan karbapenemaz genleri A.
A.baumannii B. P.aeruginosa
A.
A.baumannii (s=226)
Gen Z S g % g P P E
& ] S o o 6 6 o
= ] ) < < < oS <
o) o) o o o)
Say1 2 0 0 0 226 195 2 2
% 0,9 100 86,3 0,9 0,9
%: Yiizde
B.
P.aeuroginosa (s=71)
Gen 3 s g < < g &
IS s < 9 8 9 ks
Say1 0 3 0 0 1 19 0
% 4,2 1,4 26,8
%: Yiizde

Karbapenem-duyarli ve karbapenem “intermediate” suslarin higbirinde

karbapenemaz geni tespit edilmemistir.
Karbapenem-direngli A.baumannii alt popiilasyonlarmin tiimiinde blaoxa-s1
geni, %75’ inde (s=12) blaoxa-23 geni saptanmistir. Karbapenem-direngli P.aeruginosa

alt popiilasyonlarinin hi¢birinde karbapenemaz genleri amplifiye edilmemistir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. Heterodirengli A.baumannii suslarma ait PZR iriinlerinin agaroz jel

goruntisu

1. Molekiiler agirlik belirteci (100 bg)

2. OXA-51 (353 bg), OXA-23 (501 bg)

3. OXA-51 (353 bg), OXA-23 (501 bg)

4. OXA-51 (353 bg)

5. OXA-51 (353 bg)

6. OXA-51 (353 bg), OXA-23 (501 bg)

7. OXA-58 Pozitif kontrol susu; OXA-58 (599 bg), OXA-51 (353 bg)
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5. TARTISMA

Tim diinyada 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelen A.baumannii ve
P.aeruginosa bakterilerinde karbapenemlere karsi goriilen direng sikligi iilkeden
iilkeye, hatta ayn iilkede farkli merkezler arasinda degiskenlik gostermektedir.
Bugiine kadar yapilan calismalar degerlendirildiginde, A.baumannii izolatlarinda
imipenem direng sikliginin %3,1-96 arasinda, meropenem direng sikliginin ise %1,9-
100 arasinda olmak iizere oldukga farklilik gosterdigi goriilmektedir (Tablo 5.1).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda A.baumannii izolatlarin imipeneme ve meropeneme
kars1 saptanan diren¢ oranlarinin sirastyla %56-100 ve 9%39-100 arasinda oldugu
belirlenmistir (62). Bizim ¢alismamizda ise A.baumannii kan izolatlarinda imipenem
direng sikligr %88,3 (s=226), meropenem diren¢ sikligr %87,5 (s=224) olarak

saptanmistir.

Tablo 5.1. Uluslararast yapilan galismalarda A.baumannii izolatlarinda saptanan

karbapenem direng oranlari

Yil izolat Bolge/Ulke  Antibiyotik Direncg Kaynak
tiirii sikhig1
(%)
1997-2016 CKO Asya-Pasifik  Imipenem 55,7
Meropenem 56,2
Avrupa imipenem 58,1
Meropenem 60,5 (63)
Giliney imipenem 53,1
Amerika Meropenem 54,6
Kuzey Imipenem 32
Amerika Meropenem 36,5
2016 CKO Japonya Imipenem 3,1 (64)
Meropenem 1,9
2017 CKO Brezilya Karbapenem  15/4- (65)
25,9
1997-2016  Kan K.Amerika Imipenem 41,6 (66)
Meropenem 43,8
2020-2022 CKO Avrupa Karbapenem  0-96 (67)

CKO: Cesitli klinik &rnekler, G. Amerika: Giiney Amerika, K. Amerika: Kuzey Amerika, %: Yiizde

P.aeruginosa suslarinda da A.baumannii izolatlarina benzer sekilde
karbapenem diren¢ oranlari iilkeler arasinda degiskenlik gostermekte olup, yapilan

calismalarda %3,5-93,3 olmak iizere birbirinden farkli direng oranlar tespit edilmistir
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(Tablo 5.2). Avrupa Antimikrobiyal Siirveyans Calismasi’nda 2016-2020 yillart
arasinda Tirkiye’den izole edilen P.aeruginosa suslarinda karbapenem direng sikligi
%36,2-38,4 olarak bildirilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, cesitli klinik
orneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinda karbapenem direnci %10-46,8
arasinda olmak tizere farklilik gostermektedir (68, 69, 70). Bizim ¢alismamizda ise;
P.aeruginosa kan izolatlarinda CLSI duyarlilik sinir degerlerine gore imipenem ve
meropeneme karsi direng oranlart sirastyla %43.,4 ve %46,7, EUCAST duyarlilik sinir

degerlerine gore ise sirasiyla %43,4 ve %40,1 olarak saptanmistir.

Tablo 5.2. Uluslararasi ve Tirkiye’den yapilan ¢aligmalarda P.aeruginosa

izolatlarinda saptanan karbapenem direng oranlari

Yillar Izolat Bolge/iilke  Antibiyotik  Direnc Kaynak
turi Sikhig
(%)
1997-2016  Kan K. Amerika  Imipenem 20 (66)
Meropenem 16,3
2009 CKO Asya-Pasifik  Imipenem 34,6 (71)
Meropenem 27
2013 CKO G. Amerika  Karbapenem  10,3-46,7 (72)
2014 CKO ABD Meropenem 17 (73)
2017 CKO ABD Karbapenem 10,3 (74)
2012 CKO Tiirkiye Imipenem 51,8 (62)
Meropenem 43,8
2020-2023 CKO Avrupa Karbapenem  3,5-73,1 (67)
2012 CKO Tiirkiye Imipenem 10 (68)
2014 CKO Tiirkiye Meropenem 46,8 (70)
2015 CKO Tiirkiye Karbapenem 37 (69)

CKO: Cesitli klinik rnekler, G. Amerika: Giiney Amerika, K. Amerika: Kuzey Amerika, %: Yiizde

Gram-negatif bakterilerde karbapenem direncine yol a¢an farkli mekanizmalar
tanimlanmistir. Bu mekanizmalar arasinda en ¢ok arastirma konusu olan
karbapenemaz enzimleri, bakteriler arasinda yayilma potansiyeli yliksek olmasi

nedeniyle biiyiikk 6nem tasimaktadir (50).

Grup A B-laktamazlardan biri olan KPC enzimini tasiyan A.baumannii, ilk kez
Puerto Rico’da bir saglik kurulusundan rapor edilmistir (75). Ribeiro ve arkadaslari,

Brezilya’da hastanede yatan hastalardan izole edilen A.baumannii suslarinda blakprc-2
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ve blakpcz genlerini saptamiglardir (76). Cogunlukla Tn4401 transpozonunda
yerlesim gosteren blakpc geni, horizontal gen transferi ile basta Enterobacterales
olmak iizere diger gram-negatif bakterilerde genis yayilim potansiyeline sahiptir.
blakec geninin A.baumannii suslar1 arasinda horizontal yolla yayilma tehlikesi, hem
karbapenem direng sikliginda artisa hem de diger antibiyotik siniflarina kars1 dirence
yol agabilmesi yoniinden endise vericidir. P.aeruginosa izolatlarinda ise blakrc geni
ilk kez 2006 yilinda Kolombiya’da rapor edilmistir (77). ATLAS 2017-2019
stirveyans ¢alismasi verilerine gore; karbapeneme-direngli P.aeruginosa izolatlarinda
blakpc geninin bulunma siklig1 Asya-Pasifik bolgesinde %17,6, Latin Amerika’da %8,
Kuzey Amerika’da %0,3, Avrupa’da %0,1, Orta Dogu ve Afrika’da %0,3 olarak
saptanmis olup blakpc’nin tiim diinyadaki ortalama prevalansinin %]1,7 oldugu tespit
edilmistir (78). Calismamizda gerek A.baumannii gerekse P.aeruginosa izolatlarinda

blakpc geni saptanmamugtir.

Karbapenem-direngli P.aeruginosa suslarinda, imipenem hidroliz aktivitesine
sahip GES enzimleri diinyanin farkli bolgelerinde, degisen oranlarda izole
edilmektedir. Tarafdar ve arkadaslarimin calismasinda (79) karbapenem-direncli
P.aeruginosa suslarmnin %87,5 oraninda bu gene sahip olduklari belirlenmistir.
ATLAS 2017-2019 siirveyans c¢alismasinda, karbapenem-direngli P.aeruginosa
izolatlarinda blaces geni %2,9 oraninda saptanmistir (80). Bir bagka ¢alismada ise;
P.aeruginosa suslarinda blages bulunma sikliginin diinya genelinde %6 oldugu
bildirilmistir (81). Calismamizda karbapenem-direngli P.aeruginosa suslarinin

higbirinde blaces geni amplifiye edilmemistir.

Bir metallo-B-laktamaz olan NDM enzimi, 2009 yilinda ilk kez Almanya’da
bir hastadan izole edilmesinin ardindan tim diinyada yayilim gostermistir (82).
Karbapenem-direngli A.baumannii suslarinda blanom  prevalansini  arastiran
calismalar olduk¢a az sayidadir. Liu ve arkadaslarmin bir ¢aligmasinda (83) c¢esitli
klinik orneklerden izole edilen, karbapenem-direngli A.baumannii suslarinin
%7,2’sinde blanom geni saptanmistir. P.aeruginosa suslarinda ise blanpm izolasyon
sikligi %0.1-5  arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir (84, 85). Bizim
¢alismamizda ise blanom geni karbapenem-direngli A.baumannii izolatlarinda %0,9
oraninda  saptanirken, karbapenem-direngli P.aeruginosa izolatlarinda tespit

edilmemistir.
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Karbapenem direncine yol agan bir diger metallo-B-laktamaz enzimi olan IMP,
Ilk kez 1992 yilinda Japonya’da izole edilen bir Pseudomonas susunda tanimlanmustir.
Tanimlanmasinin ardindan, blayvp integronlar araciligiyla P.aeruginosa tiirii i¢inde ve
Enterobacterales iiyeleri arasinda tiim diinyada yayilmistir. Bir stirveyans ¢alismasinda
karbapenem-direncli P.aeruginosa izolatlarinda blame geni izolasyon sikliginin %0-
21 arasinda olmak iizere oldukea degiskenlik gosterdigi bulunmustur (81). SHIE’den
izole edilen karbapenem-direngli P.aeruginosa suslarmin dahil edildigi ERACE-PA
stirveyans ¢alismasinda, Avrupa iilkelerinde karbapenem-direngli P.aeruginosa
izolatlarinda blaive saptanma siklig1 %5 olarak bildirilmistir (86). ATLAS siirveyans
calismasinda karbapenem-direngli P.aeruginosa izolatlarinin IMP enzimi eksprese
etme siklig1 diinya genelinde %2,3, Asya-Pasifik bolgesinde %4,3, Latin Amerika’da
%3,7, Kuzey Amerika’da %]1,1, Avrupa’da %1,7, Afrika ve Orta Dogu iilkelerinde
%0,6 olarak belirlenmistir (80). Kiigiikbasmaci’nin 2010 yilinda ve Aksoy’un 2013
yilinda yaptiklari ¢alismalarda (87, 88); karbapenem-direngli P.aeurginosa
izolatlarinda blaie dahil, higbir metallo-B-laktamaz geni saptanmamuistir.
Calismamizda karbapenem-direngli P.aeruginosa izolatlarinin %4,2’sinde blaive geni
saptanmig  olup, karbapenem-diren¢li ~ A.baumannii  suslarimin  higbirinde

bulunmamastir.

Enterobacterales ailesinde yer alan bakterilerde yaygin olarak bulunan blaoxa-
4g geninin non-fermentatif bakterilerde tanimlandigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Iran’da yapilan bir ¢alismada A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinin sirastyla %92
ve %70,8 siklikta blaoxa-4s geni tasidiklar belirlenmistir (79). Hojabri ve arkadaglar
(89) calismalarina dahil ettikleri A.baumannii suslarinda %56,5 siklikta blaoxa-as
saptamiglardir. Ulkemizde yapilan bir calismada 172 A.baumannii susunun higbirinde
bu gen tespit edilmemistir (90). Calismamizda karbapenem-direngli higbir izolatta

blaoxa-ag geni saptanmamustir.

Karbapenem hidroliz  aktivitesine sahip oksasilinazlar, A.baumannii
izolatlarinda ~ en sik saptanan karbapenemaz enzimleridir. Tayvan’da, 269
karbapenem-direncgli A.baumannii kan izolatinin dahil edildigi bir ¢alismada; blaoxa-
51 geni izolatlarin tiimiinde, blaoxa-23 %88,1’inde, blaoxa-24 %4,1’inde saptanirken
hi¢bir izolatta blaoxa-ss geni bulunmamistir (91). Brezilya’dan yapilan bir ¢alismada,
103 karbapenem-direngli A.baumannii izolatinda blaoxa-23 Ve blaoxa-143 genleri

sirastyla %97,9 ve, %2,1 oranlarinda saptanirken, blaoxa-24, blaoxa-ss ile blaoxa-4s
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genleri gozlenmemistir (92). Orta Dogu’da yapilan bir baska calismada (93);
karbapenem-direngli A.baumannii izolatlarinda %85,7 siklikla blaoxa-23, %3,6 siklikla
blaoxa-ss genleri saptanmustir. Ulkemizde Telli ve arkadaslarinin ¢alismasinda (94);
karbapenem-direncli A.baumannii izolatlarinin %78’ inde blaoxa-23, %54 tinde blaoxa-
51, %12’sinde blaoxa-ss genleri bulunmustur. Vural ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(95); karbapenem-direngli A.baumannii izolatlarinin tiimiinde blaoxa-s1, %93’ tinde
blaoxa-23 saptanirken, blaoxa-24 ve blaoxa-ss tespit edilmemistir. Bizim ¢alismamizda
ise karbapenem-direngli A.baumannii izolatlarinin tiimiinde blaoxa-s1 tespit edilmis,
izolatlarin  %86,3’linde blaoxa-23, %0,9’unda blaoxa-24 ve blaoxa-ss genleri

saptanmistir.

Onceden dar spektrumlu B-laktamaz enzimleri arasinda tanimlanan OXA-2 ve
OXA-10 enzimlerinin; karbapenem sinifi antibiyotikleri, diger karbapenemaz
aktivitesine sahip oksasilinazlar kadar pargalayabildigi ve karbapenem MIK
degerlerinde OXA-48 ile OXA-58 enzimlerine denk bir artisa sebep olabildigi
gosterilmigtir  (52). Ancak karbapenem-direngli A.baumannii ve P.aeruginosa
izolatlarinda OXA-2 ve OXA-10 enzimlerini kodlayan genlerin prevalansinin
arastirildigi ¢alismalar, diinyada yok denecek kadar az sayidadir. Telli ve arkadaslari
(94) 51 karbapenem-direngli P.aeruginosa izolatin1 dahil ettikleri ¢alismada,
izolatlarda %14 sikliginda blaoxa-10 geni saptamislardir. Caligmamizda karbapenem-
direngli P.aeruginosa suslarinda %1,4 siklikla blaoxa-2, %26,8 siklikla blaoxa-10 geni

tespit edilmistir.

Non-fermentatif bakterilere kiyasla enterik basillerin enfeksiyonlarda daha sik
izole edilmesi nedeniyle, Enterobacterales iiyelerinde karbapenem direncinin yani sira
heterodireng varligi da diger bakterilere kiyasla daha sik arastirilmistir. Sun ve
arkadaslari, ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 332 E.coli izolatin1 dahil ettikleri,
disk veya gradiyent test seridi etrafinda olusan inhibisyon zonu iginde iireme olan
izolatlart HD’li kabul ettikleri ¢alismalarinda; imipenem ve meropenem HD sikligini
sirastyla %25,0 ve %3,9 bulmuslardir (96). Sancak ve arkadaslari(97), 301
K.pneumoniae ve E.coli kan izolatinda karbapenem HD varligini, DD testi ve PAP
yontemi ile aragtirmis; izolatlarin %7’sinin (s=21) karbapenem HD’li oldugunu
belirlemislerdir. Da Silva ve arkadaslar1 (98), natif susun karbapenem MIK degerinin

en az dort kati konsantrasyonda antibiyotik iceren PAP plaklarinda iireyebilen
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izolatlar1 HD’li kabul ettikleri ¢alismalarinda, 25 Enterobacter cloacae izolatinda

karbapenem HD sikligin1 %8 olarak tespit etmislerdir.

Saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarda A.baumannii ve P.aeruginosa basta
olmak {izere, karbapenem-direngli gram-negatif basillerin goriilme sikliginin
artmasiyla, non-fermentatif bakterilerde heterodireng varligi 6nemli bir arastirma
konusu haline gelmistir. Literatiirde A.baumannii ve P.aeruginosa izolatlarinda
karbapenem heterodirenci varliginin arastirildigi sinirli sayida galisma mevcut olup
(Tablo 5.3) bu konuyla ilgili olarak yapilan ilk ¢aligma 2005 yilinda Pournaras ve
arkadaglar1 (99) tarafindan gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar ayrintili olarak
incelendiginde, karbapenem heterodirencini tespit etmek amaciyla kullanilan
yontemin (DD testi, antibiyotik gradiyent testi, PAP testi), degerlendirme kriterlerinin
(DD ya da gradiyent testte zon i¢i tiremenin PAP yapilmadan HD’li kabul edilmesi,
PAP testinde degerlendirme kriteri olarak liremenin tam inhibe oldugu konsantrasyon
ile iremenin hi¢ inhibe olmadig1 konsantrasyon arasinda en az iki, dort ya da sekiz kat
farkin kabul edilmesi vb.), ¢alismaya dahil edilen hasta gruplarinin (duyarh tiim
izolatlara ya da sec¢ilmis izolatlara PAP uygulanmasi, sadece invaziv orneklerin ya da
tiim klinik 6rneklerin dahil edilmesi) ve izolat sayilarinin oldukga farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Ornegin Fernandez ve arkadaslarinin (39) ve Lee ve arkadaslarinin
(100) calismalarinda karbapenem diski g¢evresinde olusan inhibisyon zonu iginde
tiremenin saptanmasi “heterodireng” olarak kabul edilirken; Ikonomidis ve
arkadaslarinin ¢alismasinda (101) bir sus icin SMD ile tespit edilen karbapenem MIK
degerinden daha yiiksek bir konsantrasyonda antibiyotik igeren PAP plaginda iireme
saptanmast durumu, HD olarak kabul edilmistir. Dolayistyla farkli ¢alismalarda elde
edilen sonuglarin  dogru bir sekilde birbiriyle karsilagtirilmast  miimkiin
olamamaktadir. Yine ayni nedenlerden dolay1 karbapenem HD sikligi A.baumannii
izolatlar1 i¢in %8.7-%92.8 ve P.aeruginosa izolatlar1 i¢in %27.5-100 arasinda
degismek {izere, calismadan calismaya blylik farklihik gostermektedir. Bizim
calismamizda ise diger caligmalardan farkl olarak, karbapenem duyarli bulunan tiim
izolatlarda HD varligin1 aragtirmak amaciyla hem DD ve gradiyent test yontemleri
hem de giliniimiizde altin standart yontem olarak kabul edilen PAP yontemi
kullanilmistir. Bu ¢alismamizin gii¢lii yoniidiir. Sonug olarak, sadece kan izolatlarini

dahil ettigimiz c¢aligmamizda imipenem ve meropenem HD sikli§1 sirasiyla
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A.baumannii i¢in %35,3 ve %37,8; P.aeruginosa i¢in %57,9 ve %13,8 olarak
saptanmistir.

Tablo 5.3. A.baumannii ve P.aeruginosa tiirlerinde karbapenem heterodirencinin

arastirildig1 calismalardan elde edilen verilerin 6zeti

Ornek Y1l Dahil edilen  Antibi- Yoéntem Kabul edilen HD HD Direngli Alt Pl.un
tiirii izolat sayis1  yotik tanimi Prev. Tiim Pop.daki
(%) Sikhig

Kaynak

A.baumannii

CKO 2005 ~* IMP DD Inhibisyon zonu/elips * - (99)
MEM Etest zonu iginde tireme
olmast

CKO 2012 141 IMP DD Natif popiilasyona ait 20 1,5x107-6,3x10°®
PAP MIK degerinin >2 kat
antibiyotik 1,4x107-2,7x10° (39)
MEM konsantrasyonlu PAP 24
plaginda iireme olmasi

CKO 2012 211 iMP DD Inhibisyon zonu i¢inde 29,8 -

ureme olmasi
MEM 37,6 - (102)

CKO 2009 14 iMP PAP Natif sus MIK 214 -
degerinden daha 5 5

yiiksek antibiyotik 3x107 - 5x10 (101)

konsantrasyonlu PAP

plaklarinda tireme

olmast

MEM 92,8

CKO 2010 126 IMP DD Inhibisyon zonu/elips 8,7 - (100)
Etest zonu iginde lireme
olmast

P.aeruginosa

SVS 2017 451 iMP DD Inhibisyon zonu i¢inde 54,3 -

>3 koloni lireme olmasi

8 PAP Natif popiil. MIK 100 -
degerinden daha
yiiksek antibiyotik
konsantrasyona sahip
PAP plaklarinda {ireme
olmas1

451 MEM DD Inhibisyon zonu iginde ~ 72,5 - (37)
>3 koloni lireme olmasi

8 PAP Natif popiilasyonun 100 -
MIK degerinden daha
yiiksek antibiyotik
konsantrasyonuna sahip
PAP plaklarinda {ireme
olmasi
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Tablo 5.3. Devam

Ornek

Yil

Dahil edilen  Antibi- Yoéntem Kabul edilen HD HD Direncli Alt

X
tiirii izolat sayis1  yotik tanimi Prev. Pop.un Tiim g
(%)  Pop.daki Sikhgi &
CKO 2006 50 IMP DD Inhibisyon zonu 275 - (103)
icinde lireme olmasi
Natif popiilasyonun
MIK degerinden daha 100 1,2x107 - 6,9x10°
14 PAP yiiksek antibiyotik
konsantrasyonuna
sahip PAP plaklarinda
iireme olmasi
50 MEM DD 2715 -
14 PAP 100 1,1x107 - 2,1x10°
CKO 2011 21 iMP PAP Natif popiilasyonun 90,5 5x107 - 1x1072 (104)
MEM gﬁﬁiﬁf}%ﬁ;nm 22Kal g5 7 4107 2x10?
konsantrasyonuna
sahip PAP plaklarinda
iireme olmasi
CKO 2015 106 IMP DD Inhibisyon zonu 31,1 - (105)
icinde lireme olmasi
CKO 2020 131 iMP DD Inhibisyon zonu 351 -
i¢inde iireme olmast
(106)
Natif popiilasyonun
6 PAP MIK degerinin >4 ka1 100  2x107 —5,3x10®
antibiyotik
konsantrasyonuna
sahip PAP plaklarinda

ireme olmasi

CKO: Cesitli klinik 6rnekler, DD: Disk difiizyon testi, HD: Heterodireng, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem,
PAP: Popiilasyon analizi profili, PL.: Popiilasyon, Prev.: Prevelans, SVS: Steril viicut sivilari, %: Yiizde

Calismamizda P.aeruginosa suslarina PAP testi uygulandiginda bazi HD’li
suslarin PAP plaklarinda, biiyiik ve kii¢cliik morfolojiye sahip iiremelerin oldugu fark
edilmis olup bu izolatlar ayr1 ayr1 degerlendirmeye alinmistir. Antibiyotiksiz
besiyerine pasajlanan bu suslara karbapenem SMD testi yapilmis ve biiyiik kolonilerin
karbapenem-direngli, kiiciik kolonilerin karbapenem-duyarli oldugu saptanmistir.
Literatiirde P.aeruginosa izolatlarinda karbapenem heterodirencinin arastirildigi

calismalar incelendiginde buna benzer bir bulguya rastlanmamastir.
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Sun ve arkadaslari, gram-negatif bakterilerde imipenem HD sikliginin, diger
karbapenem sinifi antibiyotiklere gore daha yiiksek oldugunu gozlemlemistir. Sun ve
arkadaglarinin ortaya koydugu bu goriise benzer sekilde, bizim calismamizda da
P.aeruginosa suslarinda imipenem HD siklig1 (%57,9), meropenem HD sikligindan
(%13,8) yaklasik dort kat daha fazla bulunmustur. Lee ve arkadaslari, imipenem
maruziyeti sonucunda ADC-29 ve OmpA proteinlerinin ekspresyon diizeyinin
artmasinin, yiiksek oranda imipenem HD saptanmasindan sorumlu olabilecegini
belirtmislerdir (78). Bunun yani sira; imipenem selektif basincinin diger karbapenem
sinifi antibiyotiklere kiyasla daha fazla goriilmesinin de imipenem HD sikliginin daha
yiiksek saptanmasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir (96). P.aeruginosa suslarinda
kromozomal yerlesim gosteren ve diisiik diizeyde sentezlenen AmpC enziminin
ortamda imipenem varliginda indiiklenmesi de, bu suslarda yiliksek imipenem HD

oranlarina sebep olabilir (106).

EUCAST kriterleri kullanilmas1 durumunda, imipenem MIK degeri <0,001
pg/mL olan P.aeruginosa izolatlar1 duyarli kabul edilirken; CLSI kriterlerine gore
imipenem MIK degeri <2 pg/mL olan izolatlar duyarli kabul edilmektedir.
Calismamizda CLSI kriterleri kullanilarak, imipenem-duyarli oldugu belirlenen
izolatlarda HD varlig1 arastirilmistir. CLSI kriterlerine gore duyarli kabul edilen
izolatlarda imipenem HD orani yiiksek bulunmustur ancak ayni izolatlar EUCAST
kriterlerine gore degerlendirildiginde, izolatlarin hepsinin duyarli olmayan kategoride
yer aldig1 goriilmiistiir. Bu bulgular, P.aeruginosa imipenem duyarlilik kategorisinin
belirlenmesinde  EUCAST sinir degerlerinin dikkate alinmasinin, CLSI smir
degerlerine gore daha rasyonel bir yaklasim olabilecegini diislindiirtmektedir. Sonug
olarak elde edilen bu veriler 1s181inda, CLSI sinir degerleri dikkate alinarak “imipenem-
duyarli” olarak raporlanan P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde imipenem
kullanilmast durumunda, bu suslarda imipenem HD sikliginin yiiksek olmasi

sebebiyle, tedavi basarisizligi elde edilebilecegi 6n goriilmiistiir.

Heterodiren¢ saptanmasinda her ne kadar PAP yontemi altin standart olarak
kabul edilen bir yontem olsa da bu yontemin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanmas1 miimkiin degildir. Dolayisiyla HD’in saptanmas1 amaciyla uygulanmasi
daha kolay alternatif yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir. Calismamizda; altin standart
kabul edilen PAP yoOntemiyle elde edilen sonuglar ile DD ve gradiyent test

yontemleriyle elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Buna gore; A.baumannii
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izolatlarinda difiizyon testlerinin bir arada IMP-HD saptama duyarlihig %85,7,
ozgilligi %60, pozitif prediktif degeri (PPD) %42,9, negatif prediktif degeri (NPD)
%92,3; MEM-HD saptama duyarliligi %66,7, o6zgilliigii %71,4, PPD %50, NPD
%83,3 olarak belirlenmistir. P.aeruginosa izolatlarinda ise difiizyon testlerinin IMP-
HD saptama duyarliligr %39,4, 6zgiilligi %54,5, PPD %56,5, NPD %37,5; MEM-
HD saptama duyarlilign %37,5, ozgiilligi %42,9, PPD %9,7, NPD %380,8 olarak

belirlenmistir.

Bu sonuglara gére rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda DD ya da gradiyent
test uygulamalar1 sirasinda zon igi {iremeler saptanmasi durumunda, bu izolatlara
HD’li diyebilmek icin PAP testinin uygulanmasi gerekmektedir. Zon i¢inde iireme
goriilmeyen ve duyarli olarak kabul edilen izolatlar arasinda da ne yazik ki HD’li

izolatlarin olma olasilig1 bulunmaktadir.

Literatiir verileri incelendiginde DD ve antibiyotik gradiyent testlerinin, HD
tespitinde diisiik duyarhilik ve 6zgiilliige, yliksek yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflik
oranlarina sahip yontemler oldugu sonucuna varan galismalar bulunmaktadir (4, 107,
108). Lopez-Camacho ve arkadaslari, HD tespitinde diflizyon testleri ve PAP testi ile
elde edilen sonuglarin uyumsuz olmasinin Sebebinin, bu testlerin uygulanma
prensiplerindeki farkliliklardan ve testlerin saptayabildigi heterojen bakteri
fenotiplerinin birbirinden farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini One

stirmiislerdir (5).

HD prevalansinin belirlenmesinde karsilasilan zorluklardan biri, literatiirde
tizerinde karar birligine varilmis bir HD taniminin bulunmamasi; bir diger zorluk ise
suglarda HD varlig1 arastirilirken kullanilan yontemlerin (DD testi, gradiyent test,
PAP, vb) birbirinden farklilik gostermesidir. Bunlarin yani sira altin standart yontem
olan PAP analizini kullanan g¢alismalarda, HD’li bakterileri belirlemede kullanilan
degerlendirme kriterlerinin de birbirinden farklilik gostermesi ¢alismalar arasi
verilerin  karsilastirilmasinda sorun yaratmaktadir. Bu caligmalarda (natif
popiilasyonun MIK degerinden iki-kat veya sekiz-kat fazla MIK degerine sahip
direngli alt popiilasyonlarm varligi, klinik smir degerin istiindeki antibiyotik
konsantrasyonlarinda tireme varligi) gibi “cut-off” degerleri kullanilmistir (97).
Literatiirde farkli ¢alismalarda kabul edilen HD tamimlarimi dikkate alarak, kendi
calismamizin  sonuglarimi  degerlendirdigimizde buldugumuz karbapenem HD

sikliklari, Tablo 5.4’te sunulmustur. Calismamizda belirledigimiz HD kriteri, diger
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HD tanimlarina gore heterodireng fenotipine ait 6zellikleri tiim yonleriyle kapsayan ve

HD’li popiilasyonlar lizerine se¢ici bir kriterdir.

Tablo 5.4. Sonuglarimiz farkli HD tanimlama kriterlerine gore degerlendirildiginde
elde edilen karbapenem HD sikliklari

Kabul Edilen Heterodiren¢ Tanim A.baumannii  P.aeruginosa
iMP MEM IMP MEM

Difiizyon temelli testlerde inhibisyon zonu 48,3 40 56,1 8,6

i¢inde lireme olmasi

Susa ait MIK degerinden daha yiiksek 48,3 50 842 414

antibiyotik konsantrasyonuna sahip PAP

plaginda iireme olmasi

Uremenin tamamen inhibe oldugu ve hi¢ 31 40 789 414
inhibe olmadigi PAP plaklarinin antibiyotik

konsantrasyonlar1 arasinda >4 kat fark olmasi

ve duyarl bakteri kolonisi i¢cinde direngli alt

popiilasyon sikliginin >1x107 olmas1

Uremenin tamamen inhibe oldugu ve hig 24,1 30 57,9 13,8
inhibe olmadigi PAP plaklarinin antibiyotik

konsantrasyonlar1 arasinda >8 kat fark olmasi

VE duyarl1 bakteri kolonisi iginde direncli alt

popiilasyon sikligmin >1x10” olmasi

IMP: imipenem, MEM: Meropenem, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon, PAP:
Popiilasyon analizi profili

HD’li bakteri popiilasyonundaki direngli alt popiilasyonlar, antibiyotik baskisi
ortadan kalktiginda; direng durumunu koruyabilir (stabil HD) veya direng durumunu
koruyamayarak duyarli hale (stabil olmayan HD) déniisebilir. HD’li suslarda
heterodirencin stabilitesinin incelendigi az sayida caligma bulunmakta olup, bu
calismalarin sonuglar1 Tablo 5.5’te 6zet seklinde sunulmustur. Calismamizda, IMP-
HD’li A.baumannii suslarinda stabil HD ve stabil olmayan HD sikliklart sirasiyla
%71,4 ve %28,6; MEM-HD’li A.baumannii suslarinda stabil HD ve stabil olmayan
HD sikliklar1 sirastyla %66,7 ve %33,3 olarak bulunmustur. IMP-HD’li P.aeruginosa
suslarinda stabil ve stabil olmayan HD sikliklari sirasiyla %78,8 ve %21,2
saptanmistir;, MEM-HD’li P.aeruginosa suslarinda ise hem stabil hem de stabil

olmayan HD siklig1 %50 olarak belirlenmistir.
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Tablo 5.5. Literatiirdeki ¢alismalarda bulunan stabil ve stabil olmayan HD sikliklar1

Bakteri Antibiyotik HD Kaynak
Stabil Stabil olmayan

A.baumannii  IMP 0 100 (101)
MEM 100 0

P.aeruginosa IMP 78,9 21,1 (104)
MEM 77,8 22,2

P.aeruginosa IMP 60,6 39,4 (105)

P.aeruginosa IMP 100 0 (106)

HD: Heterodireng, IMP: imipenem, MEM: Meropenem

Heterodireng fenotipi gelisimine yol agabilecek pek ¢ok farkli mekanizma 6ne
stirilmiis olmakla birlikte, esas mekanizma net olarak ortaya konulmus degildir. Altta
yatan mekanizmalar1 belirlemek amaciyla, PAP testi ile izole edilen direngli alt
popiilasyonlardaki genotipik farkliliklarin belirlenmeye ¢alisildigi, az sayida ¢aligma

bulunmaktadir.

Bu galismalarda; porin kanallarinin mutasyonel inaktivasyonunun veya disa
atim pompalarin gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin karbapenem HD’inden
sorumlu olabilecegini 6ne siiriilmiistiir. Lopez-Camacho ve arkadaslari, meropenem-
direngli K.pneumoniae alt popiilasyonlarinin ¢gogunda porin ekspresyonunda azalma
tespit etmis, bazi alt popiilasyonlardaysa porin genlerinin arasinda IS1 varligini
saptamiglardir (5). Bir diger ¢alismada, imipenem-HD’li P.aeruginosa suslarinda
oprD geninde niikleotid delesyonlar: saptanmis olup, bu delesyonlarin porin yapisinda
kiiglilmeye ve boylece imipenem HD’ine yol agabilecegi belirtilmistir (106). He ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, karbapenem-direngli P.aeruginosa alt popiilasyonlarinda
natif suglara gore mexB, mexC, mexE ve mexX disa atim pompa genlerinin
ekspresyonunun arttigi, oprD porin gen ekspresyonunun azaldig: belirlenmistir (37).
Calismamizda porin ve disa atim pompa genlerinin ekspresyonundaki degisiklikler

arastirilmamustir.

Antibiyotiklerin hiicre i¢ine alinmasinda azalma veya hiicre digina atilmasinda
artma haricinde, bakteride karbapenemaz gen ekspresyonunda artis, IS insersiyonu ile

B-laktamaz genlerinin indiiklenmesi veya tandem gen amplifikasyonlar1 gibi birgok
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genotipik degisikligin de karbapenem HD’ine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Cuencha ve arkadaglart calismalarinda, karbapenem-direngli A.baumannii alt
popiilasyonlarinda blaoxa-s1, blaoxa-ss ve blaampc genlerinin kopya sayisinin arttigini
saptamislardir (39). Karbapenem HD’li E.cloacae suslari ile yapilan bir ¢alismada ise
direngli alt popiilasyonlarda higbir karbapenem diren¢ geni amplifiye edilmemistir
(98). Bir baska ¢alismada HD’li A.baumannii izolatlarinda blaoxa-s1 ve blaoxa-ss
genlerinin “upstream” bolgelerinde ISAbal insersiyon sekansi varligi saptanmis, 1S
eklenmesi ile promotor bolgesinde meydana gelen degisikligin, oksasilinaz gen
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa sebep oldugu belirlenmistir
(109). Bizim c¢alismamizda; IMP-direngli A.baumannii alt popiilasyonlarin tiimiinde
(s=7, %100) blaoxa-s1, besinde (%71,4) blaoxa-23 geni; MEM-direncli A.baumannii alt
popiilasyonlarin tiimiinde (5=9, %100) blaoxa-s1, yedisinde (%77,8) blaoxa-23 genleri
bulunmustur. Karbapenem-direngli A.baumannii alt popiilasyonlarin higbirinde
blakec, blanom, blamve, blaoxa-24, blaoxass ve blaoxa-ss genleri saptanmamistir.
Imipenem ve meropenem-direngli P.aeruginosa alt popiilasyonlarinin higbirinde

blakec, blanom, blaime, blaoxa-2, blaoxa-10 ve blaoxa-as genleri amplifiye edilmemistir.

Calismamizda, A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinda yiiksek oranda
karbapenem heterodirenci saptanmistir. Heterodirengli bakteri popiilasyonlarinin,
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde persistan ve tekrarlayan
enfeksiyonlara yol agabilmesi sebebiyle HD’li bakterilerin tespiti klinik agidan biiyiik
oneme sahiptir. Gliniimiizde HD saptanmasinda altin standart yontem olarak kabul
edilen PAP testi emek yogun, maliyeti yiiksek ve zaman alict olmasi nedeniyle rutin
hizmet veren mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanamamaktadir. Bu
laboratuvarlarda siklikla uygulanan DD testi ve antibiyotik gradiyent testi, yiiksek HD
prevalansina sahip hastanelerde HD taramak amaciyla kullanilabilir. Ancak
calismamizda diger ¢alismalarda elde edilen sonuglara benzer olarak, bu testlerin
karbapenem heterodirenci tespitinde diisiik duyarlilik ve ozgiillige sahip oldugu
bulunmustur. Bu sebeple, pozitif difiizyon testi sonuglarinin ve yiiksek riskli
hastalardan izole edilen suglar ile elde edilen negatif sonuglarin, altin standart PAP
testi ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Yapilan calismalarla karbapenem HD gelisiminde en onemli risk faktoriiniin
karbapenem kullanim Oykiisii oldugu belirlenmistir (100). Karbapenem-duyarli,

CID’li A.baumannii ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinda bakterinin eradikasyonu i¢in
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karbapenem kullaniminin zorunlu olmasi1 ancak bununla birlikte karbapenem
kullaniminin karbapenem HD’ine yol acabilmesi, klinik yonden bir ¢ikmazdir.
Hastalarda gereksiz karbapenem kullanimi1 Onlenerek, hastalara karbapenem
monoterapisi yerine karbapenem veya diger antibiyotik siniflarini iceren kombinasyon
tedavileri baslanarak ve karbapenem tedavisi baslanan hastalarda tedavi siiresinin,
optimal tedavi siiresini agmamasina 6zen gosterilerek; karbapenem HD sikliginda

artisin oniine gecilmesi miimkiin olabilir.
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