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Pseudomonas aeruginosa riskli hasta gruplarinda morbidite ve mortalitede artisa neden olan firsatgi
patojendir. Karbapenem direncinin tehdit haline geldigi giiniimiizde, diren¢ genleri mobil genetik ele-
manlar araciliguyla tiirler arasinda yayilmaktadir. P.aeruginosa arasinda karbapenemazlarin yayilimi, enfek-
siyonlarin tedavisindeki secenekleri sinirlamasindan dolayi ciddi bir halk sagligi sorunudur. Bu calismada,
Ekim 2021 ile Mart 2023 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez
Laboratuvari Bakteriyoloji Biriminde cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 47 adet karbapeneme direnc-
li P.aeruginosa (KDPA) izolatinin molekiiler epidemiyolojisinin arastiriimasi amaclanmistir. Antibiyotiklere
karsi direng¢ oranlari, bazi karbapenemaz ve viriilans genleri, konjugatif diren¢ plazmitleri, integron gen
kaseti icerikleri ve izolatlar arasindaki klonal benzerlikler arastiriimis ve epidemiyolojik olarak degerlendi-
rilmistir. Bu calismada, bakteri izolatlarinin tanimlanmasi ve bazi antibiyotiklere (imipenem, meropenem,
aztreonam, amikasin, netilmisin, tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim,
siprofloksasin ve levofloksasin) karsi duyarlilik testleri VITEK®2 Compact otomatize sistemle yapilmistir.
izolatlarin metalo-beta-laktamaz (MBL) iretimi imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) kombine
disk yontemiyle gosterilmistir. Konjugasyon deneyleri sivida ciftlestirme (broth mating) yontemiyle yapil-
mustir. Plazmit DNA izolasyonlarinda alkali lizis yontemi kullaniimistir. Transkonjugantlardaki ko-transfer
edilen antibiyotik direncleri disk difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Karbapenemaz genleri (bla,,, bla,,,
bla ., blag,. ve blag,, ,0), integron gen kasetleri (sinif 1 ve sinif 2) ve virijlans genleri (lasR ve rhIR)
polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ile belirlenmistir. Izolatlarin klonal iliskileri
‘enterobacterial repetitive intergenic consensus’ (ERIC)-PCR’den elde edilen DNA parmak izi analizlerinin
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degerlendirilmesiyle arastirlmistir. Karbapeneme direncli P.aeruginosa izolatlarinin en direncli bulundugu
antibiyotik levofloksasin olup en distik diren¢ oranlari tobramisin, gentamisin ve amikasine karsi gézlen-
mistir. Yirmi bes (%53.2) izolatta MBL Uretimi tespit edilmistir. Konjugasyon deneylerinde 12 (%25.5) izo-
latta konjugatif direng plazmiti belirlenmistir. KDPA izolatlarinin %90’inda PCR ile lasR ve rhIR (transkripsi-
yonel aktivator proteini kodlayan genler) biyofilm genleri belirlenmistir. Alti (%12.8) izolatta bla,,, geni,
bes (%10.6) izolatta bla,,,, geni, U¢ (%6.4) izolatta bla,,, ,, geni saptanmistir. bla,, - ve bla, ., genleri
KDPA izolatlarinda tespit edilmemistir. Konjugatif plazmit iceren izolatlarin ikisinin (%16.6) bla,,,, geni,
birinin (%8.3) bla,,,, geni, birinin (%8.3) bla,,, ,, geni tasidigi belirlenmistir. Integron-spesifik PCR ile
39 (%82.9) izolatta int/1 geni tespit edilirken, 24 (%571)’tGniin sinif 1 integron gen kaseti tasidigi belirlen-
mistir. Konjugatif plazmit iceren izolatlarin altisinin sinif 1 integron gen kaseti tasidigi belirlenmistir. KDPA
izolatlarinda sinif 2 integronlara rastlanmamistir. ERIC-PCR paternlerinin dendrogram analizinde KDPA
izolatlari arasinda klonal benzerlik olmadigi ve izolatlarin capraz bulas ile yayilmadigi belirlenmistir. Sonug
olarak, lasR ve rhR biyofilm genlerine sahip bazi KDPA izolatlarinin cogunun karbapenemler haricinde di-
ger antibiyotik gruplarina da yiiksek oranda diren¢ gosterdigi ve bazi antibiyotik direnclerini (seftazidim,
sefepim, siprofloksasin, levofloksasin, piperasilin-tazobaktam) konjugatif diren¢ plazmitleriyle ko-transfer
edebildigi gorulmistir. Klinik arenada salgina neden olabilecek potansiyeldeki bu suslarin diren¢ gen
rezervuarlarinda molekiler epidemiyolojik olarak takip edilmesinin yararl olacagr diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa; karbapenem direnci; konjugatif plazmit; integron; viriilans
geni.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes increased morbidity and mortality
in risky patient groups. Nowadays, carbapenem resistance has become a threat and resistance genes
are spreading among species through mobile genetic elements. The dissemination of carbapenemases
among P.aeruginosa is a serious public health concern due to its limited options for the treatment of
bacterial infections. In this study, it was aimed to investigate the molecular epidemiology of 47 carbap-
enem resistant P.aeruginosa (CRPA) isolates derived from various clinical samples from the Central Lab-
oratory Bacteriology Unit of Kocaeli University Research and Training Hospital between October 2021
and March 2023. The rates of resistance to the antibiotics, some carbapenemase and virulence genes,
conjugative resistance plasmids, integron gene cassette contents and the clonal similarity of the isolates
were investigated and then epidemiologically evaluated. In the study, identification of the bacterial iso-
lates and their susceptibility to some antibiotics (imipenem, meropenem, aztreonam, amikacin, netilmicin,
tobramycin, piperacillin, piperacillin/tazobactam, ceftazidime, cefepime, ciprofloxacin and levofloxacin)
were determined by the VITEK® 2 Compact automated system. Metallo-beta-lactamase (MBL) production
of the isolates was demonstrated by the imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) combined disc
method. Conjugation experiments were performed by the broth mating method. Alkali lysis method was
used in plasmid DNA isolations. Co-transferred antibiotic resistances in transconjugants were detected by
disc diffusion method. Carbapenemase genes (bla,,,, bla,,,, bla,p,, bla,,. and blag, ,.), integron gene
cassettes (class 1 and class 2) and virulence genes (lasR and rhIR) were screened by specific polymerase
chain reactions (PCRs). Clonal relationships of the CRPA isolates were investigated by evaluating the DNA
fingerprintings obtained from the ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus)-PCR assay. The
highest resistance rate of the isolates were to levofloxacin, while the lowest resistance rates were observed
against tobramycin, gentamicin and amikacin. MBL production was detected in 25 (53.2%) isolates. In
conjugation experiments, 12 (25.5%) isolates were detected to harbour conjugative resistance plasmids.
In 90% of the CRPA isolates, lasR and rhR biofilm genes (encoding for the transcriptional activator protein)
were detected by PCR. The bla,,,, gene was detected in six (12.8%) isolates. The bla, ;,, gene was detect-
ed in five (10.6%) isolates and the bla,, ,, gene was detected in three (6.4%) isolates. The bla,, - and
bla,,, genes were not detected in CRPA isolates. It was determined that two (16.6%) of the isolates that
carried the bla,, , gene, one (8.3%) carried the bla,,,, gene and one (8.3%) carried the blay,, ,, gene
contained conjugative plasmids.In integron-specific PCRs, int/1 gene was positive in 39 (82.9%) isolates,
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while class 1 integron gene cassettes were detected in 24 isolates (51%). Int1 positive six isolates were
found to harbour class 1 integron gene cassettes-bearing conjugative plasmids. Class 2 integrons were not
found in the CRPA isolates. Dendrogram analysis of ERIC-PCR patterns showed that there was no clonal
similarity between the CRPA isolates and the isolates did not spread by cross-contamination. As a result,
it has been observed that most of the CRPA isolates which have the potential to form biofilms, are highly
resistant to other antibiotic groups other than carbapenems and can co-transfer some resistances (ceftazi-
dime, cefepime, ciprofloxacin, levofloxacin, piperacillin-tazobactam) with conjugative resistance plasmids.
It is thought that it would be useful to follow molecular epidemiology in the resistance gene reservoirs of
these strains which have the potential to cause epidemics in the clinical arena.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; carbapenem resistance; conjugative plasmid; integron; virulence
gene.

GIRi$

Saglikh bireylerin normal mikrobiyotasinda bulunan Pseudomonas aeruginosa immun-
supresyon, invaziv girisim, travma, hastanede yatis ve yashlik gibi durumlarda firsatci
enfeksiyonlara neden olan gram-negatif bir patojendir. Yumusak doku, idrar yolu, so-
lunum yolu enfeksiyonlarina ve bakteriyemiye yol acmaktadir. Riskli hasta gruplarinda
morbitide ve mortalitede artisa neden olmaktadir. P.aeruginosa, Diinya Saglk Orgiitii
(DSO) tarafindan hastaneyle iliskili enfeksiyonlara ve salginlara neden olan éncelikli alti
mikroorganizmadan biri olarak tanimlanmustir. Cesitli direng mekanizmalarini kullanarak
hizli direng gelistirmektedir. Bu nedenle enfeksiyon hastaliklarinda antibiyotik tedavisinde
zorluklar yasanmaktadir'.

Kromozomal mutasyonlar ve mobil genetik elemanlar araciligiyla direnc gelistirme
yetenegine sahip olan P.aeruginosa izolatlarinda -laktamazlari, 6zellikle karbapenemaz-
lari kodlayan direng genlerinin varhigi cok ilaca direncli (CIiD) suslarin artisina neden
olmaktadir®. Karbapenemaz enzimi reten P.aeruginosa izolatlari karbapenem direnci-
ne yol agmaktadir. Kromozomal mutasyonlar nedeniyle gelisen diren¢ mekanizmasinda
indiklenebilir AmpC B-laktamazin Gretiminde ve effluks pompalama sistemlerinin eks-
presyonunda artis ve membran gecirgenliginde azalma meydana gelmektedir. Yatay
gen transferi yoluyla meydana gelen direncte aktarilan diren¢ genleri konjugatif plaz-
mitler, bla,,,, genini tastyan sinif 1 integronlar ve insersiyon sekansi gibi mobil genetik
elemanlar lGzerinde bulunmaktadir. Tim bu nedenlerden dolayi KDPA izolatlar ¢ok ilaca
direnclidir®. las ve rhl genleri tarafindan diizenlenen, viriilans faktérlerini ve biyofilm
olusumunu yoneten “quorum sensing (QS)” sistemleri de P.aeruginosa izolatlarinda kar-
bapenem direncine neden olmaktadir?.

Gunimduzde karbapenem direnci kiresel bir tehdit haline gelmistir. Cok ilaca direnc
mobil genetik elemanlarla iliskilendirilmistir. Karbapenemler dahil cogu B-laktama karsi di-
rence neden olan genler mobil genetik elemanlar aracihigiyla kiiresel boyutta yayllmakta-
dir. Direncin altinda yatan molekiiler mekanizmay ortaya cikarmak énem arz etmektedir°.
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Bu calismada hastane enfeksiyonu etkeni olarak siklikla karsilagilan firsat¢i patojen
olan P.aeruginosa’da karbapenem direncine neden olan karbapenemaz genlerinin, integ-
ron iceriklerinin, konjugatif plazmitlerin ve izolatlarin klonal benzerliklerinin arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile
gerceklestirilmistir (Tarih: 24/03/2022 ve Karar No: 2022/06.06).

Bakteri izolatlar

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteri-
yoloji Birimine Ekim 2021 ile Mart 2023 tarihleri arasinda servis, poliklinik ve yogun
bakimdaki hastalar icin kulttr istegiyle gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
47 adet KDPA izolati calismaya alindi. Mukerrer 6rnekler calismaya dahil edilmedi. Klinik
ornek kultirlerinde Ureyen aerop ve oksidaz pozitif, floresan pigmentli, non-fermentatif
koloniler VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomotize sistemi kullanilarak tanim-
landi ve sonraki analizler icin beyin-kalp infiizyon (BKi) sivi besiyerinde iiretildikten sonra
%20 gliserollii ve boncuklu saklama besiyerinde -80 °C’de stoklandi. Diger tim deneyler
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mole-
kuler Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Antibiyotik Duyarlilik Testi

izolatlarin antibiyotiklere (imipenem, meropenem, aztreonam, amikasin, netilmisin,
tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, siprofloksasin ve le-
vofloksasin) karsi hassasiyet testleri VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemi ile yapildi. Sonuclar Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST)®
rehberine gore, gentamisin ve netilmisine karsi duyarlilik sonuclari ise Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI, 2020)” rehberine gére degerlendirildi.

Metalo-Beta-Laktamaz Uretimi

Metalo-beta-laktamaz Gretimi imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) kom-
bine disk yontemiyle belirlendi®. Mueller-Hinton agar (MHA) plagina 0.5 McFarland bu-
lanikhigindaki (~1.5 x 10® koloni olusturan birim/mL - KOB/mL) bakteri siispansiyonu
ekildi ve ikiser adet imipenem (IMP) ve meropenem (MEM) diskleri (Bioanalyse, Ankara)
yerlestirildi. imipenem ve meropenem disklerinden bir tanesinin iizerine 10 pyL EDTA
sollisyonu damlatildi ve absorbe edildi ve 35 °C’ de 18-24 saatlik inklibasyondan sonra
IMP ve MEM diskleri ile IMP/EDTA ve MEM/EDTA diskleri etrafindaki zon ¢apinin > 7 mm
olmasi MBL pozitifligi olarak kabul edildi.

Konjugasyon Deneyleri

Konjugasyon deneyleri sivida ciftlesme (broth mating) yontemi ve kiicik modifikas-
yonlar kullanilarak yapildi®. Beyin-kalp infiizyon agar besiyerinde iretilen verici (klinik
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P.aeruginosa KUP izolatlarr) ve alici P.aeruginosa PU21 (ilvBII2 leu-I str-1, RifR) (Dr. George
A. Jacoby, Lahey Clinic Medical Center, Burlington’dan saglandi) suslarin canh bakteri
sayimlari yapildi. Canli bakteri sayisi (KOB/mL) konjugasyon etkinliginin hesaplanmasi
icin kullanildi. Verici ve alici suglar 1:1 oraninda karistirildi ve bir gece 37 °C’ de sallan-
madan inkibe edildi. Seftazidim (1 pg/mL) ve rifampisin (200 pg/mL) iceren BKi agarda
transkonjugantlar secildi. Verici suslarin konjugasyon etkinliginin hesabi icin asagidaki
formdil kullanilarak oranlandi: konjugasyon etkinligi= transkonjugant (KOB/mL) / verici
hiicre (KOB/mL).

Transkonjugantlarin Antibiyotik Duyarllik Testi

Transkonjugantlarin antibiyotiklere direngleri disk (Bioanalyse, Ankara) (imipenem 10
pg, meropenem 10 pg, aztreonam 30 pg, amikasin 30 pg, netilmisin 10 pg, tobramisin
10 ug, piperasilin 30 ug, piperasilin/tazobaktam 30/6 pg, seftazidim 10 g, sefepim 30
ug, siprofloksasin 5 pg ve levofloksasin 5 pg) diflizyon yéntemiyle belirlenip EUCAST ve
CLSI rehberlerine®” gére degerlendirilerek ko-transfer edilen (ortak aktarilan) antibiyotik
direncleri belirlendi.

Plazmit DNA izolasyonu

Transkonjugantlardan plazmit DNA izolasyonu alkali lizis yontemi ve kiicuk modifi-
kasyonlar kullanilarak yapildi'®. Plazmit DNA molekiiler belirteci olarak Escherichia coli
V517 susundan izole edilmis plazmit DNA kullanildi'".

PCR Deneyleri

Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] icin izolatlarin toplam
DNA'lari fenol-kloroform yéntemi ve kiiciik modifikasyonlarla elde edildi'?. Tim DNA
numuneleri -20 °C’de stokland. izolatlar integraz genleri (int/1, intl2), integron degis-
ken bolgeler (sinif 1 icin 5'CS-3’CS ve sinif 2 icin hep51-hep74), metalo-beta-laktamaz
genleri (bla,,,, bla,,,, blay,. bla,,. ve blay,, ,.) ve biyofilm viriilans genleri (lasR ve
rhiR) tasiyicih@i acisindan tarandi. Metalo-beta-laktamaz genleri icin pozitif kontroller
olarak Acinetobacter baummanii BAK4 ve A.baummanii BAK40, integron genleri icin E.coli
ACC172 (sinif 1 ve sinif 2 integron poxzitif) kullanildi'. PCR yénteminde kullanilan primer
dizileri, reaksiyon sartlari ve dongu parametreleri Tablo I’deki referanslarda tarif edilmek-
tedir.

Agaroz Jel Elektroforezi

Plazmit DNA'larinin gorintilenmesi amaciyla plazmit DNA'lar etidyum bromdir (0.5
pug/mL) eklenmis %0.9'luk agaroz jele (Sigma, ABD) molekuler belirteg (E.coli V517)11
yuklenerek 40 volt dogru akimda ¢ saat yuratildi. PCR Grtinleri %1.5-2 agaroz jelde
yuriitiildi. Tim DNA'lar jel dokiimantasyon sisteminde (DNR Bio-Imaging System, israil)
degerlendirildi.
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PU21 Transkonjugantlarinin “Pulsed Field” Jel Elektroforezi Analizi

Muhtemel transkonjugant oldugu dstindlen izolatlara ait genomik DNA'lar Spel en-
zimiyle kesilerek CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belcika) elektroforez ciha-
zinda, 200 V (6 volt/cm?)'ta 14 °C sicaklik, 5 saniye baslangic ve 20 saniye bitis vurus
siiresi olacak sekilde 18 saat suireyle yuritildu. Elektroforez sonrasi 10 pL etidyum bro-
murle (Amresco, ABD) 20 dakika boyanan jel, UV transilliminatorle (Vilber Lourmat, Al-
manya) goruntilendi ve Tenover ve arkadaslari tarafindan belirlenen ilkelere gore deger-
lendirildi'. Jel dokiimantasyon sistemi (DNR Bio-Imaging System, israil) ile fotograflandi
ve BioNumerics (AppliedMaths, Inc., Belgika, 6.01 versiyon) yazihm sistemi kullanilarak
bant profilleri analiz edildi.

ERIC-PCR ile Klonal Benzerlik Analizi

‘Enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction’ (ERIC-
PCR)'lerde 5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3' ERICTR ve 5'- AAG TAA GTG ACT
GGG GTG AGC G-3' ERIC2 oligoniikleotit primerleri kullanildi?®. Kullanilan reaksiyon
sartlar, dongii parametreleri Ardakani ve Ranjbar'in tanimladigi sekilde yapildi?'. Elde
edilen, izolatlara ait bant profilleri GelCompar Il yazihm sistemi (version 6.5; Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belcika) kullanilarak analiz edildi. Benzerlik hesaplamasin-
da Dice korelasyon katsayisi, kimelesme analizi icin matematiksel ortalamayla agirliksiz
ciftlerin gruplandiriimasi [unweighthed pairvise grouping matematical avenaging (UPG-
MA)] yontemi kullanildi (optimizasyon 1.0, tolerans 1.0). Bant benzerlikleri %90"in Uze-
rinde olan izolatlar ayni klonda kabul edildi??.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 47 izolatin 23 (%48.9)U servis, 15 (%31.9)'i poliklinik, do-
kuz (%19.2)'u yogun bakim hastalarindan izole edilmistir. izolatlarin 16 (%34.0)si
balgam, 11 (%23.4)'i yara, dokuzu (%19.2) trakeal aspirat, dokuzu (%19.2) idrar, biri
(%2.1) bronkoalveolar lavaj, biri (%2.1) dren sivisi 6rneklerinden izole edilmistir (Tab-
lo 11). Antibiyotik duyarlilk testi sonuclarina gore en yiiksek diren¢ orani meropenem
(n= 44, %93.6), imipenem (n= 42, %89.4) ve levofloksasine (n= 33, %70.2), en du-
stik direng orani tobramisin (n= 11, %23.4), gentamisin (n= 16, %34.0) ve amikasine
(n= 18, %38.3) kars! tespit edilmistir (Sekil 1). Fenotipik tarama testi olarak kullanilan
IMP/MEM-EDTA kombine disk yontemine gore 25 (%53.2) izolatta MBL Uretimi belir-
lenmistir (Tablo II).

Tum izolatlarin epidemiyolojik verileri Tablo II'de gosterilmektedir. PCR sonuglarina
gore izolatlarin %90’inin lasR ve rhIR biyofilm genleri acisindan pozitif olduklar belir-
lenmistir. Her iki biyofilm genini de tasimayan sekiz (%17) Paeruginosa izolati (KUP3,
KUP36, KUP41, KUP50, KUP53, KUP59, KUP66 ve KUP68) saptanmistir.
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Test Edilen Antibiyotik

Sekil 1. Karbapenem direncli P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik oranlari.

Al izolatta (KUP7, KUP9, KUP20, KUP30, KUP54 ve KUP56) (%12.8) bla,,,, geni,
bes izolatta (KUP41, KUP42, KUP47, KUP48 ve KUP57) (%10.6) bla,,,, geni, Ug izolatta
(KUP16, KUP21 ve KUP33) (%6.4) bla, , ,, 9€ni tespit edilmistir. bla,, ve bla,,, genleri
tespit edilmemistir.

izolatlarin 39 (%82.9)'unda int/1 integraz genine, 24 (%51)'linde biyikliikleri >
500-3000 bp olan sinif 1 integronlara rastlanmistir (Tablo II). integraz genleri tespit edi-
lip degisken bolgelerinde amplifikasyon gozlenmeyenler bos integron olarak degerlen-
dirilmistir (Tablo I). On iki transkonjugantin tc¢tinde (PU21[pKUP24], PU21[pKUP32] ve
PU21[pKUP66]) > 500-3000 bp araliginda sinif 1 integronlar tespit edilmistir. izolatlarda
sinif 2 integron varligina rastlanmamistir. MBL geni tespit edilen 11 izolatin t¢ tanesinde
(KUP7, KUP16 ve KUP57) fenotipik olarak MBL Uretimi gozlenmistir. Bu Ug izolatin ikisi-

nin bla,,, geni, birinin bla, ., , geni tasidig saptanmistir (Tablo I1).

Replika ekimler sonucunda 12 (%25.5) P.aeruginosa PU21 transkonjuganti belirlen-
mis, 107 ile 10" arasinda olmak (izere konjugasyon etkinlikleri hesaplanmistir (Tablo
[11). Transkonjugantlarin antibiyotik duyarlilik sonuclarina gore ko-transfer edilen antibi-
yotik diren¢ paternleri Tablo Ill'te gosterilmistir. Transkonjugantlarda, verici hicresinde
(KUP33, KUP48, KUP54 ve KUP56) tespit edilmis MBL genlerine rastlanmamuistir. imipe-
nem ve meropenem direnci taslyan sadece bir transkonjugant (PU21 [pKUP32]) tespit
edilmistir (Tablo III). Konjugatif plazmit iceren iki izolatin (KUP54, KUP56) bla,,,, geni
(%16.6), bir izolatin (KUP33) bla,,,, ,. geni (%8.3) ve bir izolatin (KUP48) bla,,,, geni
(%8.3) tasidigr saptanmistir (Tablo I11).

Transkonjugantlardan alkali lizis yontemiyle elde edilen plazmit DNA preparat 6rnek-
lerinin agaroz jel elektroforezi Sekil 2'de gosterilmistir.
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izolatlarindaki Antibiyotik Direncinin Molekdiler Analizi

Tablo Ill. Transkonjugantlarin Direng Fenotipleri ve Ko-transfer Edilen Direng

Pseudomonas PU21 Ko-transfer Konjugasyon
Izolati (MBL geni) Direng Fenotipi Transkonjuganti  Edilen Direng Etkinligi
KUP2 CAZ, TZP PU21 (pKUP2) - 2.6x10°®
KUP3 CAZ, TZP PU21 (pKUP3) - 3.2x10°
KUP24 ATM, FEP, CAZ, LEV, PU21 (pKUP24) ATM, FEP, LEV, 1.6x10°
TZP TZP
KUP32 FEP, CAZ, IMP, MEM PU21 (pKUP32) IMP, MEM 3.3x10°
KUP33 (blagy.s) FEP, CAZ, LEV, TZP PU21 (pKUP33) - 6.6x10™
KUP38 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP38) - 3.3x1072
KUP44 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP44) FEP, TZP 1.2x10*
KUP48 (bla, ) FEP, CAZ, CIP, TZP PU21 (pKUP48) - 2x10°3
KUP49 FEP, CAZ, CIP, NET, PU21 (pKUP49) - 7x10°
TZP
KUP54 (bla,,,,) FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP54) FEP, CAZ, TZP 1.5x10
KUPS6 (bla,,,,) FEP, CAZ, CIP, LEV, PU21 (pKUP56) CIP, LEV 3,6x10™
TZP
KUP66 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP66) FEP, TZP 8.3x107?
PU21 PIP - -

IMP: imipenem, MEM: Meropenem, AK: Amikasin, CN: Gentamisin, NET: Netilmisin, PIP: Piperasilin, TZP:
Piperasilin-tazobaktam, ATM: Aztroenam, CAZ: Seftazidim, CIP: Sipfofloksasin, FEP: Sefepim, LEV: Levofloksasin,
TOB: Tobramisin.

54 bp
Chr

7.2bp
5.5 bp
3bp

2.7bp

Sekil 2. Transkonjugantlardan izole edilen plazmit DNA preparatlarinin agaroz jel elektroforezi.
1: PU21(pKUP2); 2: PU21(pKUP3) 3: PU21(pKUP24); 4: PU21(pKUP32); 5: PU21(pKUP33); 6:
PU21(pKUP38) 7: PU21(pKUP44); 8: PU21(pKUP48); 9: PU21 (pKUP49); 10: PU21(pKUP54);
11: PU21(pKUP56); 12: PU21(pKUP66); 13: PU21; 14: Plazmit molektiler marker (E.coli V517).

Fenotipik olarak replika ekimlerle (M9 minimal agarda tiremeyen, seftazidim ve rifam-
pisin plaklarinda treyen) gosterilen transkonjugantlarin PFGE analizi yapilarak bant pro-
filleri degerlendirilmis ve 12 transkonjugantin P.aeruginosa PU21 ile ayni bant profiline
sahip oldugu dogrulanmustir (Sekil 3).
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Sekil 3. Pseudomonas aeruginosa PU21 transkonjugantlarinin PFGE gériintiisii. 1, P.aeruginosa
PU21; 2, Paeruginosa KUP2; 3, PU2T (pKUP2); 4, PU21 (pKUP3); 5, PU21 (pKUP2); 6, PU21
(pKUP24); 7, PU2T (pKUP32); 8, PU21 (pKUP33); 9, PU21 (pKUP44); 10, PU2T (pKUP48); 11,
PU21 (pKUP49); 12, PU2T (pKUP54); 13, PU21 (pKUP56); 14, PU21 (pKUP66).

ERIC-PCR y6ntemiyle genotiplendirilen 47 KDPA izolati arasinda klonal benzerlik aras-
tinlmistir. izolatlar arasinda 40 farkli genotip tespit edilmis olup kiimelesme gosteren
izolatlar yedi farkh kiime icerisinde toplanmistir (tolerans 1.0, optimizasyon 1.0, cutoff
%90). 47 izolatin 15’i herhangi bir kiime icerisinde yer almakta olup kiimelesme orani
%31.91 bulunmustur. En buyik kiime Ug izolatin (KUP 47, KUP 48, KUP 49) yer aldigi
genotip 4 kiimesi, ikinci en buyuk kiime ikiser izolatin (KUP 66 ve KUP 68; KUP 21 ve
KUP 52; KUP 32 ve KUP 38; KUP 29 ve KUP 35; KUP 42 ve KUP 44; KUP 36 ve KUP 41)
yer aldi§i genotip 1, 3, 5, 7, 13 ve 37 kiimeleri olmustur (Sekil 4). izolatlar molekiiler
epidemiyolojik verileri acisindan incelendiginde, izolatlar arasinda heterojen dagihm goz-
lenmis ve baskin bir salgin klonu tespit edilmemistir .

TARTISMA

Antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi antibiyotik direncine neden oldugu ve bu duru-
mun kuresel bir halk sagligi sorunu haline geldigi bilinmektedir. Klinik érneklerden izole
edilen ve ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda firsatci patojen olan P.aeruginosa izo-
latlarinin kiresel risk raporuna gore antimikrobiyal dirence neden olan risk etkeni mik-
roorganizmalardan biri oldugu bildirilmistir?®. Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC)’ye gore cok ilaca direncli olan P.aeruginosa ciddi tehditler kategorisinde yer
almaktadir®®.

Bu calismadaki KDPA izolatlarinin en direngli bulundugu diger antibiyotikler levof-
loksasin, siprofloksasin ve piperasilin olarak belirlenmistir. Ankara’da yapilan bir calisma-
da antibiyotik direnc oranlarinin bu calismayla uyumlu oldugu gézlenmistir?®. Cin’de
yapilan bir calismada en yiksek antibiyotik diren¢ oranlari siprofloksasin (%51), levof-
loksasin (%48.4), aztroenam (%36.1) ve piperasiline (%29.0) karsi belirlenmistir?®.
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wi| | 7 06.01.2022 Yara EHP 30
ot [ | | 19 04.03.2022 Trakealaspirat ¢ YBU "
: : M 08042022 Yara EHS 32
- 63 03082022 Yara PCS 33
ey . 21 703.M22 Trakealaspirat  GHS M
o | '"1 a3 11.04.2022 Trakealaspirat GHS 35
' P 1 43 24052022  Balgam AP 3%
36 18.04.2022 Yara EHP 3
i ] ! 4 1705022 Yara K YBi 37
59 2007.2022 Yara oPs 38
54 2006.2022 Dren sivisi oPs 39
3 2342021 Balgam GHS 40

Sekil 4. Karbapenem direncli 47 P.aeruginosa KUP izolatlarinin ERIC-PCR paternlerinin dendrogram analizi ve
epidemiyolojik verileri.

BAL: Bronkoalveolar lavaj, GHP: Gégiis hastaliklari poliklinigi, DS: Dermatoloji servisi, PCS: Plastik cerrahi
servisi, C YBU: Cerrahi yodun bakim (nitesi, KBBP: Kulak burun bogaz poliklinigi, ¢ YBU: Cocuk yogdun bakim
tinitesi, CCS: Cocuk cerrahi servisi, HS: Hematoloji servisi, POS: Palyatif onkoloji servisi, DP: Dermatoloji
poliklinigi, PCS: Plastik cerrahi servisi, RS: Romatoloji servisi, GECS: Genel cerrahi servisi, AP: Acil poliklinigi,
GOCS: Gédiis cerrahi servisi, GRP: Girisimsel radyoloji poliklinigi, GHS: Gédiis hastaliklari servisi, US: Uroloji
servisi, CV-19 YBU: COVID-19 yogun bakim (initesi, OPS: Ortopedi servisi, ONS: Onkoloji servisi, YD YBU:
Yenidogan yogun bakim iinitesi, KD YBU: Kalp-damar yogun bakim (initesi, FTRS: Fizik tedavi ve rehabilitasyon
servisi, CNP: Cocuk nefroloji poliklinigi, EHP: Enfeksiyon hastaliklari poliklinigi, , EHS: Enfeksiyon hastaliklari
servisi, K YBU: Kardiyoloji yogun bakim initesi.

Bu calismadaki diren¢ oraninin yukarida bahsedilen calismalara oranla ytksek olmasinin
nedeninin secilen izolat kiimesinin %80’den fazlasinin servis ve yogun bakim hastalari-
na ait 6rneklerden izole edilmis olmasi olabilir.
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Avrupa’da 1990’ yillarda kesfedilen ve dirence neden olan karbapenemazlar giini-

muzde ciddi oranda artis gostermektedir. Genellikle plazmit aracili aktarilan karbapene-
. . . .. . 27,28

mazlardan siklikla bla,,, bla,,,,, bla,,, bla,,, ve blag,, ,. tipleri bildiriimektedir .Bu

enzimler Ozellikle Enterobacterales uyeleri, P.aeruginosa ve A.baumannii’'de tanimlanmis-

tir. Karbapenem direcli P.aeruginosa izolatlarinin yayilimini 6nlemek icin karbapenemaz

kodlayan genlerin molekiiler yontemlerle arastirilarak takibi kritik bir &neme sahiptir?’.

KPC’ blaIMP’ blaNDM’
bla,,, ve blay,, ,, genleri PCR yontemiyle taranmustir. Fakat konjugasyon deneylerin-

de hicbirinin plazmit aracili olmadigi, genlerin kromozomda tasindigi tespit edilmistir.
izolatlarda birden fazla karbapenemaz genine rastlanmamistir. Ulkemizde Hosbul ve ar-
kadaslari tarafindan yapilan calismada KDPA izolatlarinda bla,,,, geninin pozitif bulun-
masi bu calismada elde edilen bulgularla benzerlik géstermektedir*®. Diinya ¢apinda
yapilan calismalarda ise 6zellikle bla, ., ve blag,, ,. gen sikhigr acisindan benzerlikler
mevcuttur’'32, izolatlarda karbapenem diren¢ genlerinin diisiik oranda tespit edilme-
sinin nedeninin, digerlerinin porin kaybi ve efluks pompalarinin ekspresyonundaki artig
gibi mekanizmalara bagh olabilecegi distinilmustir. Degisken direng profili sergileyen
P.aeruginosa izolatlarinin arastirilan metalo-beta-laktamazlardan baska diger enzimlere
de sahip olabilecegi bildirilmistir®3.

Bu calismada karbapenem direncli 47 P.aeruginosa izolatinda bla,

Bu calismada izolatlarin 25 (%53.2)'inde fenotipik olarak MBL uretimi tespit edilmis
olup bulgular Misir'da yapilan ¢alisma sonuglaryla uyumluluk géstermektedir®*. MBL
geni tespit edilen 11 izolatin tGglinde (%27.3) fenotipik olarak MBL uretimi gézlenmistir.
Fenotipik olarak MBL Uretimi saptanan izolatlarda taranan diren¢ genlerinden hicbirine
rastlanmamis olmasinin AmpC-tipi beta-laktamaz ekspresyonu gibi diger diren¢c meka-
nizmalarinin ve C sinifi beta-laktamazlarin varliginin arastirlmamasindan kaynaklandig
diistindlebilir®>. Ayrica antibiyotik gradiyent test ve IMP-EDTA disk yéntemlerinde mey-
dana gelen pozitifligin, MBL enzimindeki cinko iyonlarinin EDTA ile selasyon yaparak
MBL aktivitesinin etkisiz hale getirilmesinden ¢ok mikroorganizmalarin EDTA'ya duyarli-
liklari nedeniyle olustuguna dair gorisler bildirilmistir. EDTA bakteriyel hiicre duvari ge-
cirgenligini arttirabilme 6zelligine sahiptir ve buna bagl olarak P.aeruginosa’nin OprD
ekspresyonununda azalmaya neden olmaktadir. Bu nedenlere bagli olarak MBL aktivite-
sinin fenotipik olarak arastinlmasinda kombine disk yonteminin yanlis pozitif sonuclara
neden olabilecedi vurgulanmistir®®,

Virtllans faktorlerini ve biyofilm olusumunu yoneten “quorum sensing (QS)” sistem-
lerine sahip bakterilerin tedavide kullanilan karbapenemlere ve yeni nesil antibiyotiklere
karsi daha direncli oldugu bildirilmistir. P.aeruginosa’nin antibiyotik diren¢ mekanizmala-
rina ek olarak biyofilm Uretebilmesi ve konak¢r immdin sisteminden kagabilme yetenegi,
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini glclestirmektedir. Bakteriler hiicreler arasi iletigi-
mi saglamak icin kiclk sinyal molekdillerini (otoindiikleyiciler, Al’ler) salgilamaktadir. Bu
iletisim sistemi cekirdek algilama olarak adlandirilir. Her sistem /as ve rhl genleri tarafindan
dizenlenir: Al sentezi (lasl ve rhll genleri) ve bunlarin ayni kokenli transkripsiyonel aktive
edici proteini (lasR ve rhIR). P.aeruginosa’'nin elastaz (lasB), toksin A (toxA) ve alkalin pro-
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teaz (aprA) gibi bazi viriilans faktorilerini kodlayan genler, las ve rhl sentez genleri (lasl/
lasR ve rhll/rhIR) tarafindan yénetilir*. Mevcut calismada izolatlarin 34 (%72.3)'iinde
lasR, 39 (%83)'unda rhRR genlerinin pozitif oldugu saptanmistir. Calismamizin kisithhg
olarak degerlendirebilecegimiz bir nokta da pslA, pelA ve ppyR gibi diger viriilans genleri
acisindan izolatlarin taranmamasidir?’-38, Bu calisma, izolatlarin viriilansindan ¢ok bazi
karbapenemez genleri iceren ve icermeyen KDPA izolatlarinin molekiler epidemiyolo-
jik analizine odaklanmaktadir. Ulkemizde izmir'de yapilan bir calismada ise farkli klinik-
lerinden izole edilen 83 Paeruginosa izolatinda biyofilmle iliskili olabilecegi distinilen
“quorum sensing” genleri lasl, lasR, rhIR sirasiyla 17, 18, 13 izolatta saptanirken, rhll'nin
tiim kokenlerde pozitif oldugu belirlenmistir®®. Ulkemizde 50 farkli P.aeruginosa izolatiyla
yapilan bir baska calismada “quorum sensing” tretiminden sorumlu olan (lasl, lasR, rhll,
rhIR) genlerin taranmasi ve bu genlerin bazi viriilans faktorlerinin (elastaz, pyosiyanin,
biyofilm olusumu, kayma hareketi) tGretimiyle kiyaslanmasi amaclanmistir. PCR analizi
sonucunda 46 izolatta tim genler pozitif bulunmus olup dort izolatta /asR tespit edile-
memistir. Calismada “quorum sensing” genlerinin bulunmamasi veya mutasyon varhg
durumlarinda virtilans faktorlerinin tretiminde azalma tespit edilmistir ancak bu duru-
mun izolatlarin enfeksiyon olusturmasini engellemedigi belirtilmistir?C.

bla,,,, blayp,, ve blag,, ,; karbapenemaz genlerinin tespit edildigi 14 izolatin 13
(%93)’tinde QS genlerine rastlanmstir. Sinif 1 integron varligr gézlenen 33 izolatin 27
(81.8)'sinde QS genleri tespit edilmistir. Bu bulgulara gore karbapenemaz geni, sinif 1
integron ve QS geni barindiran izolatlarin ¢oklu direng mekanizmalarina sahip olma-
sinin enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde ve hastalik seyrinde 6nemli olabilecegi
disunulebilir. Bulgular Gliney Hindistan ve Kastamonu’da yapilan ¢alismalara ait sonug-
larla uyumluluk géstermektedirt'#. Tiim izolatlarin sekizinde (%17) lasR ve rhR gen-
lerinin varligina rastlanmamis olmasi virtilans genlerinin farkli QS sistemleri tarafindan
kontrol edilebilecegini distindirmektedir. Viriilans genleriyle ilgili yapilan calismalarda
P.aeruginosa’'nin mikemmel evrimsel yetenegine bagl olarak gelisen cevresel adaptas-
yon siirecinde heniiz tespit edilememis ve tanimlanamamig QS sistemlerini de barindi-
rabilecegi ihtimali g6z 6nlinde bulundurulmalidir. Antibiyotik direnci ve viriilans genleri
arasindaki iligki, belirsizligini korumakta ve buna bagl olarak daha fazla arastirma ve
calismaya ihtiyac duyulmaktadir??.

Karbapenem direncinin yayilmasinda énemli mobil genetik elemanlardan olan plaz-
mitler konjugasyon yoluyla diren¢ genlerinin aktariminda kilit rol oynamaktadir. Plazmit
aracill karbapenemaz genlerinin, farkh suslar ve tirler arasinda hizla yayilma potansiyeli
oldukga riskli bir durumdur®?. Cin’de yapilan bir calismada blay, , geni tasiyan plazmit
varlig bildirilmistir*4. Bu calismada konjugasyon deneyleri sonucunda 12 izolatin bazi an-
tibiyotik direnclerinin ko-transfer edildigi gézlenmistir. Bulgular Hindistan’da yapilan bir
calisma ile uyumluluk géstermektedir®®. Fakat tespit ettigimiz karbapenemaz genleri sef-
tazidim seleksiyonuyla elde edilen transkonjugantlarda gozlenmemistir. Tablo IlI’de de go-
ruldigu gibi bir KDPA izolatinin (KUP32) transkonjuganti (PU21 [pKUP32]) imipenem ve
meropeneme direncli tespit edilmesine ragmen taranan bes MBL genine rastlanmamistir.
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Bu izolatta konjugatif plazmitte bulunan farkh bir MBL geni oldugu distinulebilir. Bu du-
rum bize verici hiicrelerdeki karbapenemaz genlerinin kromozomal lokasyonda olduklarini
gOstermektedir.

Bu calismada Sekil 3'te de goriildigu gibi transkonjugantlarin plazmit DNA izolas-
yon preparatlarinin agaroz jel elektroforezinde konjugatif plazmit bantlar acikca gozle-
nememistir (PU21 [pKUP2 haric]). Bu durum buyiik molekdler agirlikh konjugatif plaz-
mit DNA'larin (= 200 kbp) izolasyon prosediiri sirasinda kromozomal DNA ile birlikte
denatiire olarak kaybedilmesinden kaynaklanabilir. Bu yiizden, antibiyotik duyarlliklari
acisindan farkhihk gosteren bu transkonjugantlarin genotipik acidan P.aeruginosa PU21
transkonjugantlari oldugunun dogrulanmasi icin bakteriyel tiplendirmede altin standart
olan PFGE yéntemi kullanilmistir (Tablo 111)#6. Jeldeki transkonjugant bant paternlerinin
PU21 ile ayni, klinik izolatinkinden (KUP2) farkh oldugu acikca gorulmektedir (Sekil 3).

Karbapenem direncinin yayilmasinda rol oynayan mobil genetik elemanlarla ilgili
Uganda’da yapilan bir calismada da bla,,,, geninin sinif 1 integronlarla birlikte bulun-
dugu bildirilmistir*’. Konjugatif diren¢ plazmit varhginin gézlendigi 11 izolatta sinif 1
integron varligina da rastlanmistir. Bu da integronlarin plazmit tizerinde tasindigini du-
stindirmustar.

izolatlar arasindaki klonal iliskinin ERIC-PCR ydntemiyle arastirildigi bu calismada dend-
rogram analizi sonucunda yedi kiime tanimlanmistir. izolatlar arasindaki kiimelesme orani
%31.91 olarak belirlenmistir. En blytik kiimede (g izolatin yer aldigi ve baskin bir salgin
klonunun tespit edilmedigi gozlenmistir. Bu kadar farkli genotipteki bakteri klonlarinin bir
hastanede tespit edilmesi gelecekte salgin yapma potansiyelindeki klonlarin da fazla ol-
dugunu dustndirmektedir. Cok merkezli yurutilen bir calismada 37 adet karbepenem
direncli Paeruginosa izolati arasindaki klonal iliski ERIC-PCR yontemiyle arastirilmis ve has-
tane kaynakl yedi kiime tanimlanmistir. Dort farkli hastaneden izole edilen 30 izolatin tek
buyuk bir klona ait oldugu gézlenmistir. Klonun bla,,, , ve bla ¢ barindirdigi bildirilmistir.
Arastirmacilar belirgin bir klonal yayilimin varligina dikkat cekmistir®3, Bu calismada 47 izo-
latin ERIC-PCR analizinde Ug izolatin (KUP47, KUP48, KUP49) yer aldidi bir klonda (genotip
4) iki izolatin (KUP47, KUP48) bla, ., , geni tasidigi g6zlenmistir. Bu izolatlara ait Grneklerin
izole edildigi tarihler arasinda yakinlik bulunmaktadir (Sekil 4). Orneklerin gonderildigi bi-
rimler birbiriyle yakin iliskili oldugundan epidemik bir klon varligindan bahsedilebilir.

Sonug olarak, karbapenem grubu antibiyotikler digindaki antibiyotiklere karsi yiiksek
oranda direncli olduklari gozlenmis calisma izolatlarinin bazilarinda konjugatif plazmit-
lerle ko-transfer edilen antibiyotik direnci tespit edilmistir. Ayni zamanda izolatlarda in-
tegron gen kasetlerine de rastlanmasi, bu suglarin cevresel adaptasyon saglayabilmek
icin mobil genlerini yakin ve akraba bakteri tiirleriyle paylasabilme potasiyelinde olduk-
larini disgtindirmektedir. Antibiyotiklere karsi diren¢ kodlayan mobil genetik elemanlarin
evrimsel adaptasyonlara katkisinin molekiiler epidemiyolojik analizlerinin ve takibinin,
direng gelisiminin kontrol altina alinmasi icin yapilacak ulusal ve uluslararasi diizeydeki
calismalara ve veri tabanlarina 6nemli katkilar saglayacagi disiinilmektedir.
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