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Amag: Son on yilda karbapenem direngli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin artisi enfeksiyon tedavisinde énemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Rutin laboratuvarda karbapenem direncinin saptanmasi igin gereken siire yaklasik 48 saattir. Bu durum, ozellikle kritik hastalarda etkili
tedavinin baslatilmasinda gecikmeye neden olur. Bu nedenle galismalar antimikrobiyal direncin daha erken tespit edilmesi igin yeni yontemlere
odaklanmaktadir. Bu ¢alismada, karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinda karbapenemaz uretimine bagli direncin fenotipik ve genotipik
yontemlerle arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Ocak 2018 ile Subat 2023 tarihleri
arasinda cgesitli klinik 6rneklerden izole edilen 120 P. aeruginosa izolati rutin antibiyogram sonuglarina bakilarak ¢alismamiza dahil edilmistir.
Karbapenemaz Uretimi fenotipik test olarak enzim-substrat etkilesimine dayal reaksiyon temelli kolormatik yontem ve genotipik test olarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit edilmistir.

Bulgular: Bu calismada karbapenem direngli 100 izolatin 46’sinda (%46) genotipik yontemle karbapenemaz kodlayan genler tespit edilmistir.
Fenotipik test ile karbapenemaz enzimi tasiyan 46 izolatin 31’'inde (%67) 1 saat iginde pozitif sonuglar kaydedilmistir. Geriye kalan 13 izolat yanhs
negatif olarak; molekiler yontem ile direng genlerini tasimadigi belirlenen 2 izolat ise yanlis pozitif olarak degerlendirilmistir. Fenotipik testin
duyarlilik ve 6zglllugu sirasiyla; %67.4 ve %97.3 (p<0.0001) olarak bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak, karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin hizli ve dogru tanimlanmasi, zamaninda uygun tedavinin verilmesi ve
enfeksiyon kontrol onlemlerinin basarili bir sekilde uygulanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda kullandigimiz enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin performansinin degerlendirilebilmesi igin daha fazla 6rnek igeren in vitro ¢alismalara
ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik direnci, karbapenem, karbapenemaz, fenotipik test
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ABSTRACT

Obijective: The increase in carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa isolates has become an important health problem in infection
treatment in the last decade. The time required to detect carbapenem resistance in the routine laboratory setting is about 48 hours. So, it
causes a delay in the initiation of effective treatment, especially in critically ill patients. For this reason, studies focus on new methods to
detect antimicrobial resistance earlier. It aimed to investigate carbapenemase-dependent resistance by phenotypic and genotypic methods in
carbapenem-resistant clinical P. aeruginosa isolates in this study.

Methods: A hundred twenty P. aeruginosa isolates obtained from clinical samples between January 2018 to February 2023 in the Microbiology
Laboratory of Marmara University Pendik Training and Research Hospital, were included in our study based on routine antibiogram results.
Carbapenemase production was detected by enzyme-substrate reaction-based colorimetric method as a phenotypic test and polymerase chain
reaction as a genotypic test.

Results: In this study, carbapenemase-coding genes were detected in 46 (46%) of 100 carbapenem-resistant isolates by genotypic method. With
the phenotypic test, positive results were recorded within 1 hour in 31 of 46 isolates (67%) carrying the carbapenemase enzyme. The remaining
13 isolates were false negatives; 2 isolates determined not to carry the resistance genes by molecular method were evaluated as false positives.
The sensitivity and specificity of the phenotypic test were 67.4% and 97.3%, respectively (p<0.0001).

Conclusion: In conclusion, rapid and accurate identification of carbapenem-resistant P. aeruginosa isolates is very important for the timely
administration of appropriate treatment and successful implementation of infection control measures. In vitro studies with a larger number

\
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of samples are needed to evaluate the performance of the enzyme-substrate reaction-based colorimetric test that we used in our study.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance, carbapenem, carbapenemase, phenotypic test
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1. GiRIS

Pseudomonas aeruginosa, karbapenem grubu da dahil birgok
sinifta yer alan antibiyotiklere karsi hizla gelistirdigi direng
nedeni ile tedavide énemli bir saglk sorunu haline gelmistir
(Zhang et al., 2016). Antibiyotik direnci, ulusal ve uluslararasi
kuruluglarin raporlarina gore, enfeksiyon hastaliklarinin tedavi
etkinligini biyiik 6lclide sinirlamisti. Diinya Saglk Orgiitil
(DSO)'niin 2017 yilinda yayinlanan raporuna gére, karbapenem
direngli P. aeruginosa’nin antibiyotik diren¢ sonuglarinin 20
bakteri tlir arasinda ikinci sirada yer aldigi ve kritik ncelikli bir
bakteri oldugu bildirilmistir (Tacconelli et al., 2018). Ek olarak, P.
aeruginosa Amerikan Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi'nin
’insan Saglig1 icin Ciddi Tehdit Olusturan Bakteriler’ listesinde yer
almaktadir (CDC, 2019).

P. aeruginosa’da karbapenemlere direng gelisiminde OprD porin
proteini kaybi, disa atim pompalarinin asiri ekspresyonu ve
karbapenemaz uretimi gibi farkli direng mekanizmalari rol oynar
(Jean et al., 2022). Son yillarda P. aeruginosa’da karbapenemlere
karsi gelisen direng oraninin hizla arttigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, karbapenemaz liretimine bagl direng gelisimi de sik sik
rapor edilmektedir (Copur ve ark. 2021).

Karbapenem direnci daha vyiliksek morbidite ve mortalite
oranlari, maliyetin artmasi ve hastanede vyatis siiresinin
uzamasl ile sonuglanmaktadir (Shaaban et al., 2017). Dolayisiyla
karbapenemaz enzimlerinin varliginin hizli tespit edilmesi
antimikrobiyal yonetimin ve enfeksiyon kontrol énlemlerinin
erken asamada etkili olabilmesi icin 6nemlidir (Osei et al., 2015).
Genotipik testler, direng genlerinin tespit edilmesinde altin
standarttir. Genotipik yontemler deneyimli personel gerektirmesi
ve pahall olmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Malkogoglu ve
ark., 2017). Bu nedenle rutin laboratuvarda uygulanabilmesi
icin karbapenemaz Uretimini hizli tespit eden, basit, glivenilir
ve uygun maliyetli testlere ihtiya¢ vardir (Aktas ve ark., 2017
ve Osei et al., 2015). Son yillarda, karbapenemazlarin fenotipik
olarak saptanmasi amaciyla bircok farkli yéntem (Modifiye

Hodge testi, Karbapenem inaktivasyon Metodu, Carba NP test
vb.) gelistirilmistir. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon
temelli kolormatik test, karbapenemaz aktivitesinin saptanmasi
icin gelistirilen fenotipik yontemlerden biridir. Bu yontem
karbapenemlerin beta-laktam halkasinin enzimatik hidrolizi
sonucu olusan pH degisikligine bagl olarak pH indikatoriinde
renk degisimi ile karbapenemaz Uretiminin tespitini saglar
(Nordmann et al., 2012).

Calismamizda klinik P aeruginosa izolatlarinda karbapenem
direncinde 6ne ¢ikan mekanizma olan karbapenemaz varliginin
enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik
yontem ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile degerlendirilmesi
amaclanmistir.

2. YONTEM VE GERECLER

Bu calisma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan (03.02.2023 tarih ve 265 kayit numarasi)
onaylanmistir.

2.1. Bakterilerin Secimi

Calismamizda, son 5 yila ait (2018 Ocak-2023 Subat) Marmara
Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'nda cesitli klinik 6rneklerden etken olarak izole
edilen ve rutin antibiyogram sonuglarina bakilarak imipenem,
meropenem veya doripenemden en az birine direngli oldugu
saptanan 100 P. aeruginosa izolati kullanilmistir. Negatif
kontrol grubu olarak karbapenem duyarli oldugu saptanan
20 P. aeruginosa izolati calismaya dahil edilmistir. Bakteriler —
80°C derin dondurucudan cikartilarak, pasajlanmis ve Avrupa
Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) standartlarina
gore disk difiizyon yontemi ile doripenem (10 pg), imipenem (10
ug) veya meropenem (10 pg) diskleri kullanilarak test edilmistir.
inhibisyon zon caplari &lglimiinde doripenem icin <22 mm,
imipenem icin <22 mm ve meropenem igin <14 mm direngli
kabul edilmistir.
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2.2. Karbapenemaz Uretiminin Fenotipik Tespiti

Karbapenemaz (retiminin saptanmasinda laboratuvarda
hazirlanan enzim-substrat etkilesimine dayal reaksiyon
temelli fenotipik yontem kullanilmistir. Test edilecek her
izolat icin bir kontrol tipi (sadece pH indikatori iceren) ve bir
test tlpi (antibiyotik ve pH indikatori iceren) hazirlanmistir.
Kontrol tipl 100 pL fenol kirmizisi (Sigma, ABD) sollisyonu
(%0.5, pH 7.8) ve 10 mmol/L ZnSO, (Merck, Almanya)
cozeltisi icermektedir. Test tiplnde, kontrol tiipil icerigine ek
olarak 6 mg/mL imipenem/silastatin (Tiim Ekip ilag, Tiirkiye)
icermektedir.

Calismaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlari — 80°C derin
dondurucudan alinmis ve MacConkey agara (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, Fransa) ekilerek canlandirilmistir. Ardindan
bakteriler Mueller Hinton agarda (Oxoid/ingiltere) 37°C'de
18-24 saat inklibasyon ile Uretilmistir. Test edilen izolattan 4
Oze dolusu alinarak 400 pL Tris—HCI (HiMedia, Hindistan) lizis
tamponunda (20 mmol/L) stispanse edilmistir. Karisim homojen
hale gelene kadar vortekslenmis, oda sicakliginda 30 dakika
inklibe edilmistir. Stispansiyondan 30 pL kontrol ve test tliplerine
eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. TUpler
15,30,45 ve 60. dakikalarda renk degimi icin degerlendirilmistir.
inkiibasyon siiresi 2 saate uzatilmis sonuglarda degisiklik olup
olmayacagi degerlendirilmistir. Kirmizidan sariya renk degisimi
olan tlpler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Resim
1). Galismamizda pozitif kontrol kokenleri olarak; Klebsiella
pneumoniae CCUG 56233 (KPC pozitif kbken), Escherichia coli
NCTC 13476 (IMP porzitif kdken), K. pneumoniae NCTC 13440
(VIM porzitif kéken), K. pneumoniae NCTC 13443 (NDM-1 pozitif
koken), K. pneumoniae NCTC 13442 (OXA-48 pozitif koken),
negatif kontrol kokenleri olarak da E. coli ATCC 25922 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 kullanilmistir (EUCAST, 2017).

Tablo 1. PZR’de kullanilan primerler ve amplifikasyon kosullar

Resim 1. Enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon temelli fenotipik
yéntemde pozitif izolat iceren soliisyonun zamana bagl degisen goriintiisii

2.3. Karbapenemaz Uretiminin Genotipik Tespiti

Bakteri DNA izolasyonu igin, Mueller-Hinton agarda 18-24 saat
inkiibasyon sonunda Ureyen bakterilerden birkag koloni alinmig
ve 250 pl steril distile su ile homojenize edilmistir. Karisim kuru
blok isiticida 95°C’de 15 dk tutulmus ve 13000 rpm’de 5 dk
santrifdij edildikten sonra stipernatant kismi alinarak polimeraz
zincir reaksiyonunda (PZR) kalip DNA olarak kullanilmistir (Doyle
et al., 2012). PZR amplifikasyonlari, 12.5 uL 2x PZR Master
Miksi (Thermo Scientific, ABD), 1 pL her bir primer, 2 pL hedef
DNA ve steril su eklenerek toplam 25 pL hacimde PZR karisimi
icinde gerceklestirilmistir. Ambler siniflandirmasina gore en sik
gozlemlenen karbapenemazlar olan sinif A (KPC, GES), sinif B
(NDM, IMP, ViM) ve sinif D (OXA-48) beta-laktamazlari kodlayan
genler spesifik primerler ve amplifikasyon kosullari kullanilarak
PZR ile tespit edilmistir (Tablo 1). Tum PZR drinleri, boyut
belirteci olarak 1 kbp DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD) ile 1x
TBE tamponu ve etidyum bromiir iceren %1.5’luk agaroz jelde
yurittlmus, ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmistir.

Primer Dizi Boyut(bp) Amplifikasyon Kosullar Referans
iMP-R 5’-GAAGGCGTTTATGTTCATAC-3’
i 587 95°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 60 °C 45 sn, 72 °C 1 dk), 72 °C8 dk  Pitout et al., 2005
IMP-F 5’-GTACGTTTCAAGAGTGATGC-3’
KPC-R 5’-TCTGGACCGCTGGGAGCTGG-3’
399 95°C 2 dk 35 siklus (94 °C 2 sn, 62 °C 10 sn, 72 °C 15 sn) Poirel et al., 2011
KPC-F 5’-TGCCCGTTGACGCCCAATCC-3’
NDM-R 5’-GGGCAGTCGCTTCCAACGGT-3’
475 95°C 5 dk 30 siklus (95 °C 30 sn, 60 °C40sn, 72°C50sn), 72°C6dk  Perry et al., 2011
NDM-F 5’-GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT-3’
OXA-48-R 5’-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3’
743 94°C 5 dk 35 siklus (95 °C 1 dk, 56 °C 45 sn, 72 °C 1 dk), 72°C7 dk  Aktas ve ark., 2008
OXA-48-F  5-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3’
ViM-R 5'-GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3’
. 389 95°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 60 °C 45 sn, 72 °C 1 dk), 72 °C8 dk  Pitout et al., 2005
VIM-F 5’-AATGCGCAGCACCAGGATAG-3'
GES-CASA  5’-ACAAAGATTTCCATCTCAAGGGAT-3
860 94°C 5 dk 35 siklus (95 °C 45 sn, 56 °C 45 sn, 72 °C 1 dk), 72 °C 7 dk Celik, 2007
GES-CASB 5’-GTTTTAGACGGGCGTCAACT-3’
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2.4. Verilerin istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi SPSS striim 26.0 (IBM, Armonik,
NY, ABD) kullanilarak yapilmistir. Calismamizda kullanilan
enzim-substrat  etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik testin duyarhlik, 6zgillik, pozitif prediktif degeri
(PPV) ve negatif prediktif degeri (NPV) altin standart olarak
kullanilan PZR testi ile karsilastirilarak hesaplanmistir. iki
yontem arasindaki niteliksel uyum, Phi Cramer’s korelasyonu
kullanilarak belirlenistir.

3. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen karbapenem direngli 100 P
aeruginosa izolatinin genotipik test sonuglarina gére 46’sinin
(%46) bir veya daha fazla direng geni tasidigl, negatif kontrol
grubunun test edilen hicbir karbapenemaz genini tasimadigi
tespit edilmistir. Fenotipik test ile karbapenemaz enzimi
taslyan 46 izolatin 31'i (%67) pozitif saptanmistir. Geriye
kalan 13 izolat yanhs negatif olarak; molekiler yontem ile
arastirilan direng genlerini tasimadigi belirlenen 2 izolat ise
yanlis pozitif seklinde degerlendirilmistir. Negatif kontrol
grubunun timiinde fenotipik test negatif sonuglanmistir.
46 izolatta genlerin dagihmi, bla = (n=36), bla_, (n=2),
bla,,, (n=2), bla,,, (n=2), bla_, . (n=1), bla,, ile bla
birlikteligi(n=1), bla . ile bla  , birlikteligi (n=1) ve bla
ile bla,,,,, birlikteligi (n=1) seklinde saptanmistir. Hicbir
izolatta bla ,_geni tespit edilmemigtir. Calisilan P. aeruginosa
izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklere gére dagihimi
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklere
gére dagilimi (n=120)

Klinik Ornek YBU n(%) YBU Disi n(%)
Solunum yolu 15(12.5) 25(20.8)

idrar 6(5) 12(10)

Katater ucu 7(5.8) 6(5)

Siriintd 6(5) 8(6.7)

Kan 4(3.3) 4(3.3)

Diger steril 6rnekler 12(10) 15(12.5)

Toplam 50(42) 70(58)
*YBU: Yogun bakim iinitesi
Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli

kolormatik testin pozitif ve negatif prediktif degerleri
sirasiyla; %93.9 ve %82.8 olarak hesaplanmistir. Testin
duyarlilik ve 6zglllGga sirasiyla; %67.4 ve %97.3 (p<0.0001)
oldugu bulunmustur. Korelasyon analizi sonucunda fenotipik
test ile PZR testi arasinda ¢ok gticli anlamli bir iliski oldugu
saptanmistir (Phi Cramer’s p=0.704, p<0.001) (Tablo 3).

Tablo 3. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik testin PZR sonucu ile karsilastiriimasi

PZR Sonucu
T—— Duy:rllllk Ozgiillik PPD NPD [) :
% % % %  degeri

Enzim- X
Substrat Negatif 72 15
Etkilesimine
Dayali 67,4 97,3 93,9 82,8 <0,001
Reaksiyon  Pozitif 2 31
Temelli
Yontem

*PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif
prediktif deger

4. TARTISMA VE SONUC

P. aeruginosa saglik bakimiyla iligkili enfeksiyonlari olan
hastalarda en sik izole edilen patojenlerden birisidir
ve ¢ok sayida antibiyotige karsi dogal direnclidir (Halat
and Moubareck, 2022). Bununla birlikte pseudomal
enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak kabul edilen
karbapenemler de dahil pek ¢ok antibiyotik grubuna karsi
diren¢ kazanmasi kiresel bir saglik sorunu haline gelmistir
(Zhang et al., 2016). Bu durum enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmaktadir ve hastaneye vyatirilan veya bagisiklik
sistemi zayiflamis hastalar arasinda morbidite ve mortalite
oranlarini arttirmaktadir (Shaaban et al., 2017). DSO, P.
aeruginosa’yl saglik bakimiyla iliskili enfeksiyonlarda ve
salginlarda 6ncelikli tehdit olusturan alti mikroorganizmadan
biri olarak gostermektedir (Tacconelli et al., 2018).

Avrupa Hastallk Onleme ve Kontrol Merkezi’nin 2022
slirveyans verilerine gore diinya genelinde P. aeruginosa’da
karbapenem direng oraninin %18.1, Turkiye'de ise %39
oldugu bildirilmistir (ECDC, 2022).

P. geruginosa’da karbapenem direncinin gelismesinde
OprD porin kaybi, disa atim pompalarinin asiri ekspresyonu
ve karbapenemaz uretimi gibi ¢cok sayida mekanizma rol
oynar (Jean et al.,, 2022). Karbapenemazlar, plazmid ve
transpozon gibi mobil genetik elemanlar aracihgiyla gesitli
bakteri klonlari arasinda hizla aktarilip yayilabildiginden
bu mekanizmalar iginde kritik dnem tasimaktadir (Henry
et al.,, 2011). P. aeruginosa’da Ambler sinif A (KPC ve GES
tipi beta-laktamazlari), sinif B (IMP, VIM ve NDM gibi farkli
metalo-B-laktamazlar) ve sinif D (OXA-48) gibi ¢ok sayida
karbapenemaz tanimlanmistir. Karbapenemazlarin dagilimi
Ulkeler arasinda farklilik géstermektedir. ViM, IMP ve NDM
metalo-beta-laktamazlar en yaygin olanlardir (Walsh et al.,
2005). Bunun yani sira diinya genelinde; KPC, GES ve OXA
gibi beta-laktamaz tirlerinin varhginin giderek arttigi rapor
edilmistir (Potron et al., 2015).

Karbapenemaz (retimine bagh direng, diinya c¢apinda P
aeruginosa’nin  karbapenemlere karsi direng gelistirdigi
belirtilen vakalarin %39’unu olusturmaktadir. Avrupa’da ise
bu oran %30,6’dir (Rizek, C et al., 2014; Castanheira, M et
al., 2014). Calismamizda karbapenem direngli 100 izolattan
46'sinin  (%46) genotipik yontemle bir veya daha fazla
karbapenemaz geni tasidigl tespit edilmistir. Karbapenem
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direngli olan fakat diren¢ geni saptanmayan 54 izolatin
ise diger mekanizmalari kullanarak direng kazandigi
disunulmektedir.

P.aeruginosa’dakarbapenemdirenciprevalansipekcokiilkede
%10-50 arasinda degismektedir. Son yillarda karbapenemlere
karsi gelisen direncin tim diinyada giderek artmasi nedeniyle
bu direngli mikroorganizmanin direng mekanizmasinin erken
saptanmasina yonelik yeni yontemlerin gelistiriimesine
ihtiyag dogmustur (Copur ve ark., 2021).

Karbapenemaz genlerinin genotipik tekniklerle tespit
edilmesi altin standarttir. Fakat bu yontem yiiksek maliyetlidir,
uzmanlik ve uygun laboratuvar olanaklari gerektirmektedir
(Malkogoglu ve ark., 2017). Ek olarak bilinmeyen ve yeni
direng genlerinin varligi tespit edilemeyeceginden yanlis
negatif sonug riski bulunmaktadir (Aktas ve ark., 2017).
Karbapenemazlarin saptanmasi amaciyla cesitli fenotipik
yontemler (Modifiye Hodge testi, karbapenem inaktivasyon
metodu, imminokromatografik testler, Carba Np testi vb.)
gelistirilmistir. Tim bu fenotipik testlerin hiz, maliyet, duyarhhk
ve Ozglllikleri yoniinden sinirlamalari  bulunmaktadir.
Dolayisiyla  rutin  laboratuvarda uygulanabilmesi icin
karbapenemaz tretimini hizh tespit eden, basit, glvenilir ve
uygun maliyetli yeni testlere ihtiya¢ vardir (Osei et al., 2015;
Aktas ve ark., 2017). Son yillarda, Nordmann ve c¢alisma
arkadaslari tarafindan karbapenemazlarin hizli ve ucuz
tespiti icin Carba NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel)
testi gelistirilmis ve ticari olarak pazara verilmistir (Nordman
et al.2012; Dortet et al., 2014). Carba NP, karbapenem grubu
ilaclarin beta-laktam halkasinin enzimatik hidrolizi sonucu
pH indikatoriinin renk degisikligine dayanan kolorimetrik bir
testtir (Dortet et al., 2014). Klinik ve Laboratuvar Standartlar
Enstitlist (CLSI) ve EUCAST kilavuzlarinda yer alan Carba-NP
testi, yuksek dogruluk oranlarina sahip olmasi ve 2 saat gibi
kisa stre icinde karbapenemaz aktivitesini saptamasiyla
diger fenotipik yontemlere gore biyik bir avantaj saglamistir
(CLSI, 2015; EUCAST, 2017). Carba NP testinin, karbapenemaz
Ureten Pseudomonas spp. icin %100 spesifik ve %94.4
duyarh oldugu bildirilmistir (Nordmann ve Poirel, 2013).
Fakat mukoid izolatlarda ve OXA-48 gibi zayif karbapenemaz
aktivitesi gosteren izolatlar tespit etmede zorlanmasi gibi
dezavantajlari vardir. (Tijet et al., 2013).

Carba NP testinin sinirlamalarinin  lstesinden gelmek,
maliyeti azaltmak ve islem siresini kisaltmak amaciyla gesitli
modifikasyonlari gelistirilmistir. Calismamizda kullandigimiz
enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik test, CLSI'de agiklanan Carba NP testinin bir
modifikasyonudur (CLSI, 2015). Kullandigimiz enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli yéntemde Carba NP ‘den
farkl olarak bazi degisiklikler yapilmistir: Bakteri inokilim
miktari arttirilmis ve Tris-HCl lizis tamponunda silispanse
edilmistir. Bakteri stispansiyonu santrifiijleme yapilmadan
homojen hale gelene kadar vortekslenmis ve testte bltin
bakteri lizati kullanilarak, etliv yerine oda sicakliginda 30
dakika inklbe edilmistir. Ek olarak imipenem monohidrat (3
mg/ml) yerine ticari olarak bulunabilen imipenem-silastatin
(6 mg/ml) kullanilmistir (Abdel Ghani et al., 2015). Calisma

icin 1,5 ml'lik mikrottpler kullaniimig ve sonuglar 2 saat
yerine 1 saat sonunda degerlendirilmistir (Dortet et al., 2014;
Nordmann et al.,, 2012). Bu degisiklikler yapilarak testin
ylksek maliyetinin ve testin uygulama siresinin azaltiimasi
hedeflenmistir.

blaNDM ve 3 izolat c¢oklu
+ bla bla__. + bla,  ve

Calismamizda 36 izolat
karbapenemaz genleri (bla, O oks DM
bla,,,,+ bla,,, ,,) varlig molekiler ydontemle tespit edilmistir.
Coklu karbapenemazlarin goruldigi ve ayni protokoller
uygulanarak Modifiye Carba NP testinin degerlendirildigi bir
calismada 25 P. aeruginosa izolati calisiimistir. Yedi izolatta
blaNDM direncg geni ve 6 izolatta ¢coklu karbapenemaz direng
geni (blaNDM + blaOXA 48 benzeri, blaNDM + blaViM,
blaNDM + blaiMP, blaViM + blaOXA 48 benzeri gen) dahil
edilerek toplam izolat 16 karbapenemaz pozitif saptanmistir.
Calismamiza benzer sekilde higbirinde blakKPC geni
saptanmamistir. Karbapenemaz geni saptanmayan 9 6rnegin
tamami fenotipik yontemlerle direncli olarak tanimlanmistir.
Modifiye Carba NP testi NDM ireten izolatlardan yalnizca
3’Uinde (%43) ve c¢oklu karbapenemaz Ureten izolatlardan
3’linde (%50) dogru sonug vermistir. Calismamizda c¢oklu
enzim iceren izolatlarin tamami (n=3) fenotipik yontem
ile dogru tanimlanmistir. NDM (reten izolatlarin %75’inde
(n=27) fenotipik yontem ile pozitif sonug gézlemlenmis olup
bu sonuglar, gcalismamizda ¢oklu enzim veya NDM (reten
izolatlarin daha iyi tanimlandigini géstermektedir (Rudresh
et al., 2017).

Yapilan galismalarda, enfeksiyon etkeni olan P. aeruginosa’da
karbapenem direncinin hizl tespiti 6zellikle vurgulanmaktadir
(Nordmann et al., 2012; Nordmann 2014). Calismamizin
dnemli sonuglarindan biri; NDM, ViM, iIMP, OXA-48 VE GES
tipi karbapenemazlarin fenotipik test kullanilarak 1 saat
gibi kisa siirede tespiti saglanmistir. inkiibasyon siiresi 2
saate kadar uzatilarak sonuglar tekrar degerlendirilmis ve
tiplerde herhangi bir renk degisimi gozlemlenmemistir.
Kritik hastalarda uygun antibiyotik tedavisinin verilmesindeki
1 saatlik gecikmenin hastanin 6lim riskini %20 artirdigl
dikkate alindiginda, testin inklibasyon siresinin 2 saatten
1 saate dismesi hastaya zamaninda uygun tedaviyi vermek
acisindan buyik 6énem tasimaktadir (Kumar et al., 2006).
Buna ek olarak 3 izolatta testin ilk 20 dakika icinde pozitif
sonug verdigi tespit edilmistir. PZR analizlerinde bu izolatlarin
blaNDM geni tasidigi belirlenmistir. Negatif kontrol grubunda
fenotipik testle de negatif saptanmistir. Buna karsin PZR ile
karbapenemaz geni saptanan 13 izolat fenotipik testle yanlis
negatif sonug vermistir. Benzer bir calismada karbapenemaz
Ureticisi oldugu saptanan fakat fenotipik test ile negatif
sonuglanan izolatlarin, direng genlerinin ekspresyonunun hig
olmadigl veya duslk seviyede oldugu icin fenotipik yontem
ile karbapenemaz varligi tespit edilemedigi bildirilmistir
(Dortet et al., 2014).

Literattrdeki bir calismada bakteri ekstrakti miktarinin
arttirlmasiyla duyarlilk ve 6zgulligin sirasiyla %72,5 ve
%69,2’'den %80 ve %77,3’e arttigi gosterilmistir (Tijet et al.,
2013). Ozellikle OXA-48 ve GES enzimlerinde bakteriinokiilim
miktarinin artisiyla duyarhligin yikseldigi gosterilmistir

JOHESAM 2024; 4 (2): 42-49

46

DOI: 10.29228/JOHESAM.35



Hatice Karali

l Arastirma Makalesi (Research Article) l

(Aguirre-Quifionero,  ve Martinez-Martinez, 2017).
Calismamizda yanhs negatif sonug veren izolatlardan bakteri
inokllim miktari ve antibiyotik dlzeyi arttirilarak deney
tekrar edildiginde test sonucumuzda herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Ayrica ¢alismamizda slspanse edilmesi
zor olan ¢ok sayida mukoid izolat ile karsilagilmistir. Mukoid
izolatlar kullanilan yontemin en 6nemli dezavantajlarindan
biridir. Yanhs negatif sonuglar, OXA-48 alt tipleri gibi distk
hidrolitik karbapenemaz aktivitesine sahip enzimlerin
varligina ya da mukoid yapidaki izolatlarla iliskilendirilebilir
(Yusuf et al., 2014). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda mukoid
izolatlarin yanlis negatif sonuglara yatkin oldugu belirtilmistir
(Tijet et al., 2013; Tijet et al., 2014).

Karbapenemaz aktivitesinin enzim-substrat etkilesimine
dayali reaksiyon temelli kolormatik test ile tespiti icin
standart bir protokol bulunmasa da benzer prosedirlerin
uygulandigl bircok calisma yapilmistir. Farkh calismalarda
testlerin duyarhliklari ve ozgillikleri %94-100 ve %98-
100 araliginda bulunmustur (Mangayarkarasi et al., 2018;
Yusuf et al., 2014; Tamma et al., 2017; Bayramoglu ve ark.,
2016). Calismamizda karbapenemaz Uretimi icin fenotipik
testin duyarlilik ve 6zgillGgi sirasiyla %67,4 ve %97.3 olarak
bulunmustur. Duyarllik oranimiz hem ulkemizdeki diger
calismalarda hem de diinya literatiiriinde verilen oranlardan
distktar (Thomson et al.,, 2017; Aguirre-Quifionero, ve
Martinez-Martinez, 2017;, Bayramoglu ve ark., 2016). Ote
yandan suslardaki karbapenemaz enzimlerinin dagilimi ve
mukoid izolatlar calismalar arasindaki farliliklari aciklayabilir.
Calismamizda kullanilan izolatlarin  ¢ogunlugu NDM
taslyicisidir.

Enzim-substratetkilesiminedayalireaksiyontemellikolormatik
testin en 6nemli avantajlarindan biri uygulanmasinin kolay
olmasi ve uzmanlik gerektirmemesidir. Rutin laboratuvarda
bulunan ekipmanlarla Greme gézlemlenen klinik 6rneklerden
kisa surede karbapenemaz aktivitesi hakkinda bilgi sahibi
olunabilir.

DSO, karbapenemaz aktivitesini saptamada uygun maliyetli
testlerin gelistirilmesini 6nermektedir. Calismamizda test
basina maliyet yaklasik 5 TL (0.14 Euro, 26.01.2024) olarak
hesaplanmistir. Benzer bir ¢alismada bir izolat icin test
maliyeti yaklasik 0.31 euro, farkl bir calismada ise test basina
maliyet <0.2 dolar olarak belirtilmistir (Yusuf et al., 2014;
Rudresh et al., 2017).

Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik testin bir diger avantaji molekiler yontemlerle
tespit edilemeyenler de dahil olmak tizere tiim karbapenemaz
tirlerini tespit edebilmesidir (Akhi et al., 2017; Nordmann,
2017). Buna karsin test c¢iplak gozle subjektif olarak
yorumlandigi icin kuglik renk degisiklikleri yanls veya belirsiz
sonuclara yol acabilmektedir (Simner et al., 2018).

Sonug olarak, karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlarinin
hizli ve dogru tanimlanmasi, zamaninda uygun tedavinin
verilmesi ve enfeksiyon kontrol onlemlerini basarili bir
sekilde uygulanmasi acgisindan ¢ok dnemlidir. Diger fenotipik
yontemlerle karsilastirildiginda, enzim-substrat etkilesimine

dayali reaksiyon temelli kolormatik test, sonucun hizl elde
edilmesi, kolaylkla uygulanabilmesi ve kisith bitceye sahip
laboratuvarlarda kullanilabilmesi gibi avantajlari nedeniyle
one cikmaktadir. Calismamizda kullandigimiz enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik testin
performansinin  degerlendirilmesine yonelik daha fazla
sayida ornek iceren in vitro calismalara ihtiya¢ oldugunu
dusiiniyoruz.

Finansman: Bu calisma Marmara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAPKO) tarafindan
TYL-2023-11039 nolu proje ile desteklenmistir.

*Calismamiz 28-30 Eyliil 2023’te istanbul’da diizenlenen Bio
Turkiye-Uluslararasi Biyoteknoloji Kongresi’nde sunulmustur.
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