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OZET

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ¢ogunlukla hastane infeksiyonlar:
etkeni olan, yiiksek mortalite ve morbiditeye yol agan 6nemli bir patojendir. P.
aeruginosa’da beta-laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarindan en sik goriileni
beta-laktamaz iiretimidir. PER-1 enzimi, simf A’da yer alan TEM veya SHV tiirevi
olmayan bir genislemis spektrumlu beta laktamaz tiirevi olup &zellikle seftazidim
direncine yol agmaktadir. PER-1 gibi beta-laktamaz enzimlerini kodlayan direng genleri
integronlar gibi hareketli genetik elementler araciligiyla bakteriler arasinda
aktarilabilmektedir.

Bu calismada, hastane infeksiyonu etkeni P. aeruginosa suslarinda seftazidim
direncine neden olan PER-1 enziminin varhifimi géstermek, goriilme siklifim ortaya
koymak ve siuf-1 integronlarla iligkisini saptayarak yeni olusacak hastane infeksiyonu
olgularimi kontrol altina almak hedeflenmektedir.

Seftazidime direncli 100 adet Pseudomonas aeruginosa susinda PER-1 gen
bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespit edildi. Suglarin RAPD-PZR
yontemiyle klonal yakinliklari belirlendi. PER-1 enzimi tasiyan 40 susta integronlarin 5’
ve 3’ korunmus bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak PZR ile simif-1 integronlarin
varligi arastinildi. Farkli RAPD-PZR paternlerini temsil eden suglarda, blaPER-1 ve
sinif-1 integronlarin korunmus bolgelerine 6zgii primerler kombine edilerek
gerceklestirilen PZR ile PER-1 geninin sinif-1 integronlar ile iliskisi arastirldu.

Incelenen suslarda %40 oraminda PER-1 enzimi tespit edildi. Pseudomonas
aeruginosa suslar arasinda saptanan dort ana klonun yiiksek prevalanstan sorumlu
oldugu RAPD-PZR sonuglan ile ortaya kondu. PER-1 enzimi tagiyan suslarda %62.5
oraninda simif-1 integron saptandi ve 2 adet Pseudomonas aeruginosa susunda PER-1
geninin smuf-1 integronlarla iliskili oldugu gosterildi. Hastanemizde PER-1 enziminin
yaygin oldugu ve bu enzimi tireten birgok susun “klonal iliskili” olusunun horizontal
yayilima isaret ettigi, blaPER-1'in smuf-1 integronlarla iligkili olmasmin bu genin
yayilimini hizlandirabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Pseudomonas aeruginosa, beta-laktamaz, PER-1, smuf-1

integron



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is an important pathogen that causes
nosocomial infections and highly leads to mortality and morbidity. The most
encountered resistant mechanism against beta lactam antibiotics is beta-lactamase
production in P.aeruginosa. PER-1 enzyme is derived from an extended spectrum beta-
lactamase that is non-TEM-, non-SHV-derived in class A and especially causes
ceftazidime resistance. The resistance genes that encode beta lactamase enzymes such
as PER-1 can be transferred among bacteria by mobile genetic elements such as
integrons.

In this study, it is aimed to identify the PER-1-type- beta lactamase enzyme that
causes ceftazidime resistance by molecular methods, determine the frequency of the
PER-1 enzyme and to get the nasocomial infections under control by determig the
relationship between the enzyme and class-1 integrons .

PER-1 gene was sought in 100 ceftazidime resistant Pseudomonas aeruginosa
strains by polymerase chain reaction (PCR). The clonal relationship between strains was
determined by RAPD-PCR. The existence of class 1 integron was investigated in 40
PER-1 enzyme bearing strains with using primers that are specific to 5° and 3’
conserved segments of class-1 integrons by PCR. The association between PER-1 gene
and class-1 integrons was investigated with combining primers that are specific for
conserved segments of blaPER-1 and class-1 integrons by PCR in representative strains
that possess different RAPD-PCR patterns.

PER-1 gene was detected in 40% of the isolates. It is exhibited that four
principal clones that were detected in Pseudomonas aeruginosa strains were responsible
for high prevalence by RAPD-PCR results. Class-1 integron was detected in 62.5% of
the PER-1 enzyme bearing strains and association between PER-1 gene and class-1
integrons was shown in 2 Pseudomonas aeruginosa strain. We concluded that PER-1
enzyme is common in our hospital and the existence of the clonal relationship between
enzyme bearing strains indicates horizontal dissemination, the association between
blaPER-1 and class-1 integrons can accelerate dissemination of this gene.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, beta-lactamase, PER-1, class-1 integron



1. GIRIS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa 6zellikle savunma mekanizmalarimin zayifladig
immiin yetmezlik durumlarinda hastalik olusturan ve daha ¢ok hastane infeksiyonlarina
neden olan 6nemli bir patojendir (27). Coklu direng gésteren kékenlerin sayisi uygun
olmayan antimikrobiyal ilaglarm kullanimi nedeniyle giderek artmaktadir ve olusan
infeksiyonlarin tedavisi ciddi problemler olugturmaktadir (30).

P. aeruginosa suslart dis membran gegirgenliginde azalma, aktif pompa
sistemlerinin varlig1 ve beta-laktamaz enzimlerinin iiretimi gibi birgok mekanizma ile
beta-laktam antibiyotiklere direng kazanir. Klinikte en fazla karsilagilan direng diger
gram-negatif bakterilerde oldugu gibi P. aeruginosa’da da beta-laktamaz enzimlerinin
yol agtig1 direngtir (79). Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)’lar klinikte sik
kullanilan genis spektrumlu beta-laktamlarda dirence yol agmasi nedeniyle en nemli
beta-laktamaz gruplarindan biridir. GSBL’ lar olan simif A ve D gibi serin beta-
laktamazlar, smf B gibi metallo beta-laktamazlar hareketli genetik elementler
araciligtyla kazanilabilen beta-laktamazlar olup beta laktam antibiyotikleri inaktive
etmektedirler. Kazanilmis bir enzim olan PER-1 molekiiler smif A’da yer alan,
oksiiminosefalosporinlere diren¢ olusturmasi ve epidemiyolojik g¢aligmalarda yiiksek
oranlarda aktariminin gosterilmesi nedeni ile klinik Snemi dikkate deger olan bir
enzimdir (76). PER-1 ilk kez 1991 yilinda Paris’te bir Tiirk hastanin idrar rneginden izole
edilen P. aeruginosa susunda saptanmis ve 1993 yilinda Nordmann ve arkadaslarinca
tanimlanmistir (74). PER-1 gibi beta-laktamaz enzimlerini kodlayan diren¢ genleri
‘plazmidler, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genetik elementler aracihigiyla
bakteriler arasinda aktarilabilmektedir. PER-1 enzimi sentezleyen bakterilerde klinik
tablonun ¢ok daha agir seyrettigine isaret eden c¢alismalar da mevcuttur (104).
Integronlar bolgeye 6zgii rekombinasyon mekanizmasi ile antibiyotik direng genlerinin
kendilerine entegre olmalarimi saglayan dogal ekspresyon vektorleridir. Integronlarn
yapisindaki gen kasetlerinde bulunan PER-1 tipi beta-laktamazlarin beta laktam diginda
farkli direng genleri ile beraber eksprese edilebilmesi g¢oklu ilag direncine sahip
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Dogal ekspresyon vektérleri olan integron gibi hareketli genetik elementlerin

yapisinin aydinlatilmasi ve PER-1 enziminin integronlarin igeriginde yer aldigimin



gosterilmesinin; molekiiler direng mekanizmalarmm anlasiimasina, ¢oklu direngli
etkenlerin neden oldugu tedavi basarisizliginin engellenmesine ve hastane infeksiyonu
olgularinin kontrol altina alinmasina katk: saglayacag diistintilmektedir.

Bu bilgiler 1s131nda aragtirmamizda hastane infeksiyonu etkeni olan seftazidim
direngli P. aeruginosa suslarinda seftazidim gibi beta laktam antibiyotiklere direngte rol
oynayan PER-1 enzimini kodlayan gen bolgesinin saptanmasi, PER-1 enzimi lreten
suslarin klonal yakinliklarimin belirlenmesi ve PER-1 enziminin smif-1 integronlarla

iligkisinin gosterilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Klinik acidan ©6nem tasiyan aerob gram-negatif basillerin  %10-15’ni
nonfermentatif bakteriler olusturmaktadir. Bu grup igerisinde yer alan P. aeruginosa
hastane ortaminda sik gériilen mortalitesi yiiksek infeksiyonlara neden olmasi, birden
fazla antibiyotik grubuna farkli mekanizmalarla diren¢ gelistirebilmesi nedeniyle
tedavisinde giigliiklerle karsilasilan nemli bir bakteridir (69). 1lk kez 1882’de Gessard

tarafindan mavi irin etkeni olarak gosterilmistir (9).

2.1.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Degisiklik gostermekle birlikte P. aeruginosa yaklagik olarak 1,5-3 pm
uzunlugunda ve 0,5 pm genisliginde, gram negatif ¢omaktir. Rutinde kullanilan boyama
yontemleriyle kolay boyanir. Bir ya da birden fazla polar konumlu kirpigi nedeniyle ¢ok
hareketlidir (7). Eski kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa

veya ¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlari tarif edilmigtir

(9,26).

2.1.2. Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Aerob solunuma dayali metabolizmalari olmakla beraber nitratin son elektron
alicis1 olarak kullamlmasina bagli olarak anaerob olarak da iireyebilir (69,58,7).
Ureyebilmek icin oksijene ihtiyag duydugundan sivi besiyerlerinde ylizeyde zar
olusturacak sekilde ¢oZalir ve zarin hemen altinda mavi-yesil pigment olusturur.
Laboratuvarlarda triptik soy agar, koyun kanli agar, cukulatams:1 agar, Mueller Hinton
Agar (MHA), endo agar ve Mac Conkey gibi besiyerlerinde 30-37 °C’de kolaylikla
tireyebilir fakat 4°C’de ireyemez, 42°C’de treyebilme ozelligi diger Pseudomonas
tiirlerinden ayrilmasinda 6nemli bir ozelliktir (7,11,26,9,103). Klinik ve g¢evresel
omeklerden P. aeruginosa izolasyonu ve muhtemel tanisi igin asetamid, nitrofurantoin,
fenanthrolin ve setrimid gibi inhibitérler igeren pek ¢ok segici besiyeri kullanilmaktadir.
[zolatlarin ¢ogu kanli agarda beta hemolitiktir, tipik metalik parlaklik olusturur. Mac
Conkey agarda, laktoz negatif koloniler seklinde goriiliir (26,44). Bu bakteri, kati
besiyerlerinde baslica 3 tip koloni olusturur. Tip 1 koloniler; yuvarlak, mat ylizeyli,



ortasi kabarik, 2-3 mm ¢apindaki kolonilerdir ve klinik materyallerden iiretilen P.
aeruginosa’lar daha ¢ok bu tip kolonileri olustururlar. Tip 2 koloniler; kiiciik, kabarik,
koliform kolonilere benzerdir. Tip 3 koloniler ise R koloni formundadir. Bu formlarin
diginda mukoid, ciice, jelatinéz koloniler de goriilebilir (9). P. aeruginosa kiiltiirde
koloni varyantlarinin bir karigimini olugturabilir ve kansik bir bakteri kiiltiirli izlenimi
verebilir. Bu koloni tipleri, farkli biyokimyasal 6zellik ile enzimatik aktiviteye ve farkli
antibiyotik duyarlilik paternine sahip olabilir. Bu karisik koloni varyantlar antibiyotik
duyarhlik testlerinde sorun olugturabilir (12,44). Kiiltiirlerin ¢ogunda, triptofandan 2-
aminoasetofenon tiretimine bagl olarak {iziim benzeri koku olusturmas: karakteristik
ozelligidir (26).

P. aeruginosa kokenlerinin biiyiik gogunlugu bir veya daha fazla sayida pigment
olugturur. Bunlardan en sik rastlananlar yesil renkli floresein ve baska hicbir bakteri
tlirtinde bulunmayan, P. aeruginosa’nin tanisi icin énemli olan ve bakteri hiicresinin
demir aliminda da rolii olan turkuaz mavisi renkli piyosiyanin pigmentidir. Her iki
pigment hayvan deneylerinde toksik bulunmamigsa da, diger tiirlerden bazilarinin
liremesini yavaslatarak kendi kolonizasyon sanslarini artirdiklari saptanmustir (7).

P. aeruginosa karbonhidratlari fermente etmediginden glukoz, ksiloz gibi
sekerlere oksidatif etki gosterirken maltoz, laktoz ve siikroza etki etmez. Oksidaz,
katalaz, sitrat, L-arjinin dihodralaz pozitifken, L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin
dekarboksilaz negatiftir. Indol ve hidrojen siilfiir olusturmaz, metil-kirmizisi ve Voger-
Proskauer testi ise olumsuzdur. Nitratlardan gaz olusturur, jelatini hidrolize eder ve

potasyum siyaniire direnglidir (26,84).

2.1.3. identifikasyon

P. aeruginosa izolasyonunda almacak 6rnek infeksiyonun yerine gore degismek
lzere balgam, idrar, plly, beyin omurilik sivisi, yanik siirtintiileri vb. olabilir. P.
aeruginosa’y1 kiiltiirde iretmek amaciyla %5 koyun kanli agar ve segici bir besiyeri
olan MacConkey agar kullanilmaktadir (9). Koloni morfolojisi, pigment olusumu ve
liztimsi kokusuyla kolaylikla tanimlanabilmektedir. Koloniler genellikle basik, R koloni
formundadir. Ancak S koloni veya M koloni formunda koloni varyantlari da
olusturabilmektedir. M koloni varyantlari genellikle kistik fibrozisli hastalarin balgam

orneklerinde tanimlanmaktadir. Oksidaz pozitif olmasi, ti¢ sekerli demirli besiyerinde



fermentatif etki gostermemesi, 42°C’de {lireyebilmesi ve MHA’da pigmentinin
gdzlenmesi tanm1 koydurucu ozelliklerdir (26). Pigment olusturmayan P. aeruginosa
suslar1 da bulunabilmektedir. Bu suslarin tamimlanmasi amaciyla glukoz oksidasyonu,
asetamit hidrolizi ve nitratlarin nitrojen gazina rediiksiyonu testleri yapilmaktadir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan konvansiyonel, biyokimyasal testlerin yaninda tammlamada
kullanilabilen ticari otomatize sistemler de bulunmaktadir. Bu sistemler tanimlamay:

ortalama %90-100 dogru yapmakta ve sonuglar 4-48 saatte alinabilmektedir (44).

2.1.4. Epidemiyoloji

P. aeruginosa dogada yaygindir. Nemli ve giines 1s18indan yoksun yerlerde,
yiyeceklerde, yiizeyel sularda uzun siire canli kalmaktadir (9). P. aeruginosa vejetatif
bakteriler iginde, ¢evre kosullarina kendini en iyi adapte edebilenlerdir. Yeterli nem
saglandiginda, ¢cok az besin maddesiyle, uzun siire canli kalabilir. Hastane ortaminda
solunum cihazlari, duslar, banyolar, fosetler, soguk su nemlendiricileri, yataklar,
carsaflar, gazli bezler, tamponlar, yerler gibi ¢ok sayida alandan izole edilebilirler
(26,41).

P. aeruginosa insanlarm normal florasinda da bulunabilir. Hastane disindaki
veya hastaneye bagvuran saglikli kisilerde diigikk oranda bulunur. Deride %0-2, burun
mukozasmda %0,3-3, bogazda %0,6-6, digkida %2,6-24 arasindadir. Hastaneye yatan
ozellikle yanikli hastalarin derilerinde, solunum cihazina bagh hastalarin alt solunum
yollarinda, kemoterapi alan hastalarin gastrointestinal sistemlerinde ve genig spektrumlu
antibiyotik alan hastalarin herhangi bir bélgesinde tasiyicilik orani oldukga artabilir. Her

bir 6rnekte kolonizasyon orant %50’ye kadar ¢ikabilir (26).

2.1.5. Patogenez

Saglikl kisilerde nadiren hastaliga yol agan firsatg1 bir patojendir. Immunitesi
saglam kisilerde virulans faktdrlerinin biiyiik bir kismina sahip olmasina ragmen
hastalik olusturamamasinin nedeninin infeksiyon olusumu igin gerekli olan ilk
asamalar1 ge¢cmedeki yetersizliginden kaynaklandig diistintilmektedir (93,84). Hastalik
normal konak savunmasinin degismesiyle baglar. Deri ve mukoza biitlinliiglintin
bozulmasi, immun sistemde yetmezlik gelismesi, normal bakteriyel floranin ortadan

kaldirilmas: gibi durumlar infeksiyona zemin hazirlar. Infeksiyonlar bakteriyel



baglanma ve kolonizasyon, lokal invazyon, yayilma ve sistemik hastalik seklinde tig
asamada gerceklesir. Virulans faktorleri {i¢ asamanin olusumunu da diizenler ve klinik

tablonun olusumuna katkida bulunur (93,26).

2.1.6. Viriilans Faktorleri

P. aeruginosa pek g¢ok virlilans faktoriine sahiptir. Virtilans faktdrlerinin roli
ve Onemi, bagisik yamit ve infeksiyonun olustugu viicut bdlgesi gibi baz1 konak
faktorlerinden etkilenir. Virtilans faktorleri ile konak faktorleri arasindaki denge

infeksiyonun seyrini belirleyen kriterdir (80).

2.1.6.1. Konak Faktorleri

P. aeruginosa firsatgr bir patojen olarak kabul edilmelidir. Infeksiyonun
gelisiminde konagin immiin durumu buyik 6nem tasimaktadir. Biitiinliigi saglam
deride infeksiyon meydana gelmezken, yara veya yamk bolgesi gibi biitiinliigi
bozulmug bolgelere yerlesen bakteri ¢ogalarak kana gegebilir. Mukozal bariyer
fonksiyonlarinin kayb1 P. aeruginosa’yr 6nemli bir patojen haline getirmektedir.
Normal bakteriyel floranin varliginin da infeksiyonlara kars1 koruyucu gérevi vardir.
Dogal bagisiklik sisteminin bu 6nemli elemanlar1 kanser kemoterapisi, antibiyotik
kullanimi, {ist solunum yolunda endotrakeal tiip kullanimi gibi nedenler ile hasara
ugrayabilir ve dogal bagisiklik sistemi gorevini yerine getiremez (80). Mukozal
ylizeylerde ve kanda bulunan kompleman ve kollektinler gibi ¢oziiniir faktorler
opsonizasyonu saglayarak fagositozun etkisini arttirmaktadir. Bu faktorlerde ortaya
¢ikabilecek bozukluklar konagin savunma mekanizmalarini zayiflatir. Konak savunma
mekanizmasinda 6nemli etmenlerden olan IL-1, TNF-alfa, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-
18, TGF-beta ve nitrik oksit gibi sitokin, kemokin ve oksijen radikalleri, bir taraftan
infeksiyonu baskilamaya galisirken diger taraftan enflamasyona yol agar ve doku
hasarina neden olabilirler. Bagisiklik sisteminde ¢nemli yeri olan bu mediyatorlerin
daha az ortaya ¢ikmasina veya etkilerinin kisitlanmasina neden olan faktérler,
infeksiyonun gelisimini kolaylastirabilir ve kontrol altina alinmasini giiglestirebilir

(80,93).



2.1.6.2. Bakteriyel Faktorler
Yiizey adezinleri: P. aeruginosa’nin yiizeyinde pili ve nonpili hiicre yiizey
komponentleri olmak iizere iki tip protein adezini tammlanmustir. Bunlardan biri polar
yapidaki pili veya fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarittir. P.
aeruginosa pilileri epitelyal yiizeylere baglanitken musine baglanma nonpilus
adezinlerle saglanir (93). Piluslarin saflastinlmas: da, bu yapilara kars1 gelisen
antikorlar da epitele tutunmay: engeller piluslar ile ncelikle sialik asitsiz gangliosid
reseptdrlere (asialo GM1) tutunur. Bu bakteriler aymi zamanda néraminidaz iiretir ve
olusan noraminidaz, gangliosidlerdeki salik asit kalintilarini kaldirir. Boylece piluslarin
tutunmasi i¢in daha uygun bolgeler olusturulmus olur (26). Piliye bagh tutunma iist
solunum yollarinin  kolonizasyonunda &nem kazanirken, aljinata bagli tutunma,
mukosiliyer aktivitenin hasar gordiigii durumlarda, alt solunum yollarinin
kolonizasyonunda ilk basamag olusturmaktadir (7).
Aljinat (Mukoid ekzopolisakkarit): P. aeruginosa, mukoid ekzopolisakkarid veya
glikokaliks olarak da bilinen birgok fonksiyona sahip polisakkarid bir kapsiil olusturur.
Bu yap1 aljinatla sonlanan tekrar eden yapilar seklinde mannuronik asit ve glukoronik
asitten olusmaktadir. Bu karbonhidrat bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir,
onu lyice tesbit eder ve konak savunmasindan bakteriyi korur. Ayrica aljinat P.
aeruginosa’ya karg1 kullanilan aminoglikozitlerin bakterisit etkisini inhibe edebilir
(26,84).
Pigmentleri: P. aeruginosa kdkenlerinin biiyik ¢ogunlugu bir ya da daha fazla sayida
pigment olusturur. Bunlardan en sik rastlananlar yesil renkli floresein ve baska hi¢cbir
bakteri tiiriinde bulunmayan, turkuaz mavisi renkli piyosiyanin pigmentidir. Bu 6zellik
P. aeruginosa’nin tanisi i¢in 6nemlidir. Her iki pigment hayvan deneylerinde toksik
bulunmamigsa da, diger tiirlerden bazilarinin tiremesini yavaslatarak kendi kolonizasyon
sanslarini artirdiklar: saptanmigtir. Ayrica piyosiyanin pigmenti bakteri hiicresinin
demir aliminda da rol oynamaktadirlar (7,66).
Hemolizinler: P. aeruginosa iki gesit hemolizin yapar; biri 1s1ya duyarl, fosfolipaz C
olarak adlandirlan bir protein ve digeri 1s1iya dayanikli bir glikolipittir. Bu iki madde
sinerjik hareket ederek lipidleri ve lesitini hasara ugratir. Proteazlar gibi hemolizinler de

nekroz yaparak, infeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardim eder (26).



Ekzotoksin A: Hiicre dis1 bir enzim olup P.‘aeruginosa suslarinin ¢ogu tarafindan
yapilir. Difteri toksinine benzer bir mekanizma ile protein sentezini 6nler. Her iki toksin
de adenozin difosfatin transferini katalize eder. Bu reaksiyon Elongasyon Faktér 2
(EF2)’i inaktive ederek protein sentezini inhibe eder (93). Ekzotoksin A’nin lokal doku
hasarinda ve bakteriyel invazyonda rolii vardir. Saflagtirilmis ekzotoksin A, kii¢iik
dozlarda bile hayvanlar i¢in letaldir (80). Ekzotoksin A’min monositlerden toksik
oksijen radikallerinin salinimini artirmast bu hastalarda olusan kronik akciger
infeksiyonlarinda doku hasarina neden olmaktadir (7).

Ekzoenzim S: Ekzotoksin A gibi bu protein de bir adenozendifosfat ribozil
transferazdir. Hedef proteini hentiz tanimlanmamustir. Saf ekzoenzim S, fareler i¢in
toksiktir. Doku kiiltiirlerindeki hiicrelere sitopatik etki gosterir. Ekzoenzim S
salgilayamayan mutant suglar, deneysel yanik ve kronik akciger infeksiyonlarinda daha
az virtilandir (26). Ekzoenzim S olusturan suslarla olusan infeksiyonlarda mortalitenin
daha ytiksek olmasi bu enzimin P. aeruginosa’nin etken oldugu progresif pulmoner
patolojide 6nemli rol oynadigini géstermektedir (7,110).

Proteazlar: Alkali proteaz ve elastaz, P. aeruginosa infeksiyonlarinmin patogenezinde
rol oynayan jelatini, kazeini, laminini ve immiinoglobulinleri pargalayan proteazlardir.
Elastaz, alkali proteazdan farkli olarak albiimin, fibrin ve elastini de pargalamaktadir.
Las-A (serin proteaz) ve Las-B (¢inko metalloproteaz) elastazlar, sinerjistik etkiyle
elastanin yikimina neden olurlar ayrica deri, akciger ve korneada nekrotizan etkiye
sahiptirler (69). Elastazlar kan damarlarindaki internal elastik laminay: yikarak
hemorajilere neden olurlar, ayn1 zamanda Pseudomonas sepsisinde goriilen ektima
gangrenozumdan da sorumludurlar (103). Alkalin proteaz, elastazlara benzer sekilde
doku yikimina ve bakterinin yayilmasina neden olur (69).

Endotoksin: P. aeruginosa’da bulunan lipopolisakkarit endotoksin énemli bir hiicre
duvari antijenidir. Endotoksinin lipit A komponenti, sepsis sendromundaki gesitli

biyolojik etkilerden sorumludur (69).

2.1.7. Olusturdugu Infeksiyonlar

P. aeruginosa, yiizeyel bir deri infeksiyonundan fulminan sepsise kadar degisen

cok cesitli infeksiyonlara neden olabilir (44). Hastane infeksiyonu etkenleri i¢inde ilk



51ra‘larda yer almakta, gesitli antibiyotiklere direng gelistirebilmekte ve olusturdugu
infeksiyonlara bagli yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir (84).
Endokardit: P. aeruginosa protez kalp kapag bulunan hastalarda protez kalp kapagina,
ilag bagimhlarinda dogal kalp kapagma yerleserek enfektif endokardite neden
olabilmektedir (7). Trikiispid kapak daha sik olmakla birlikte pulmoner, aortik veya
mitral kapak tutulabilir (84).

Merkezi sinir sistemi infeksiyonlari: P. aeruginosa menenjit ve beyin abselerine yol
agar. P. aeruginosa kanser hastalarinda Listeria monocytogenes’ den sonra ikinci
siklikta menenjit etkeni, Escherichia coli’ den sonra ikinci siklikta beyin apsesi etkeni
olarak bulunmustur (7).

Deri ve yumusak doku infeksiyonlari: P. aeruginosa'nin etken oldugu bakteriyemi
sirasinda tipik olarak ektima gangrenosum denilen deri lezyonlar1 gelisebilir. Ayrica
derialti nodiilleri, derin apseler, seliilit, vezikiiler veya pustiiler lezyonlar, biiller
gortilebilir (84).

Uriner infeksiyonlar: Genellikle hastanede kazanilir. Uriner kateterizasyon, cerrahi ve
bobrek transplantasyonu ile iligkilidir. Hastanede kazamlmis {iriner sistem
infeksiyonlarinin %11,7°sinden sorumlu olan P. aeruginosa, E. coli ve enterokoklardan
sonra {iglincii siklikla izole edilen etkendir (26).

Kemik ve eklem infeksiyonlari: Hematojen infeksiyonlar genellikle intravensz ilag
bagimhlarinda; tiriner sistem veya pelvik infeksiyonu sonrasinda gelisir. Komsuluk yolu
ile infeksiyon ise penetran travma, cerrahi girisim ya da yumusak doku infeksiyonu
sonrasimda olusur (7).

Goz infeksiyonlari: Penetran travma sonrasi géze yabanci cisim veya kontamine
damlalarin damlatilmasi ile konjuktivit, keratit, dakriyosistit, blefarit ve panoftalmit gibi
gdz infeksiyonlar1 seklinde gelisebilen ve bazen gérme kaybi ile endoftalmite neden
olabilen infeksiyonlardir (7).

Kulak infeksiyonlari: P. aeruginosa ¢ok nadir olarak saghkli gériinen bireylerin
kulaginda bulunabilir. Ancak zedelenme, enflamasyon veya basit olarak nemlilik
yaratan ortamlarda dig kulak yoluna yerlesir. Ayrica orta kulak infeksiyonu veya dis
kulak yolu infeksiyonlarindan sonra mastoidit gelisebilir. Bu hastalarin cogunda
diabetes mellitus veya bagisiklik sistemini baskilayan baska bir hastalik bulunmaktadir
(80).



Solunum sistemi infeksiyonlari: P. aeruginosa’nin etken oldugu alt solunum yolu
infeksiyonlar1 genelde konagin lokal solunum ve sistemik savunmasinda hasar
oldugunda goériiliir. Pseudomonas kaynakli kronik akciger infeksiyonlari, anormal
solunum yollan sekresyonunun oldugu genetik bir hastalik olan kistik fibrozisli
hastalarda daha sik ortaya gikmaktadir. Bu hastalarda etkili olamayan opsonizasyon,
fagositoz ve bakterisit mekanizmalar P. aeruginosa infeksiyonlarinin gelismesine
katkida bulunur (26).

Gastrointestinal sistem infeksiyonlar: P. aeruginosa orofarinksten rektuma kadar
biitin  gastrointestinal ~ sistemde kolonizasyon yapabilir. Infeksiyon en sik
yenidoganlarda, hematolojik malinitesi olanlarda ve kemoterapi géren ndtropenik
hastalarda ortaya ¢ikar. Pseudomonas sepsisi igin gastrointestinal sistem énemli bir giris

kapis1 olusturmaktadir (7,103).

2.1.8. P. aeruginosa Infeksiyonlarmn Tedavisi

P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisi yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere
¢oklu diren¢ gostermeleri nedeni ile zordur (26). Tedaili sirasinda yaklasik %10
oraninda direng gelisim riski vardir. Bu yiizden P. aeruginosa suslarinin neden oldugu
onemli infeksiyonlarda kombine ilag tedavisi uygulanmalidir (114). P. aeruginosa
infeksiyonlarimin tedavisinde tikarsilin, piperasilin ve mezlosilin gibi penisilinler;
seftazidim, sefoperazon, sefotaksim, seftriakson ve sefepim gibi sefalosporinler;
imipenem ve meropenem gibi karbapenemler; aztreonam gibi monobaktamlar;
amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi aminoglikozidler; tetrasiklin, minosiklin ve
doksisiklin gibi uzun etkili tetrasiklinler; siprofloksasin ve levofloksasin gibi
florokinolonlar kullanilmaktadir (7,9,103). Direngli P. aeruginosa’mn neden oldugu
infeksiyonlarin sagaltiminda gogunlukla genis spektrumlu antipseudomonal ozellikte
beta-laktam ajanlar, aminoglikozitler ve florokinolonlar tek baglarina veya kombine
edilerek  kullanilmaktadir. Beta-laktam ajanlar uygulanan tedavi rejimlerinin
vazgegilmez elemanlanidir. Bu yaygin kullanimlarina paralel olarak direng gelisimi de

siktir (25).
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2.1.9. P. aeruginosa’ min Antibiyotiklere Direnci

P. aeruginosa’da pek g¢ok antibiyotige karsi intrinsik diren¢ bulunmaktadir.
Ampisilin, amoksilin, amoksilin/kavulonat, 1. kusak sefalosporinler, 2. Kusak
sefalosporinler, sefotaksim, sefiriakson, nalidiksik asit, trimetoprim P. aeruginosa’nin
dogal direngli oldugu antibiyotiklerdir (60). Bu intrinsik ilag direncinde yapisal olarak
bununan ilag atim pompalar ile dig membran gegirgenliginin diisiik olmasi birlikte rol
oynar (94). Minimal seviyede sentez edilmesine ragmen Amp C tipi beta-laktamazlar;
penisilin G’ye, aminopenisilinlere, birinci kusak sefalosporinlere ve beta-laktamaz

inhibit6rlii kombinasyonlarda dogal dirence neden olur (23).

2.1.9.1. Kazanilmig§ Direng

Cesitli antibiyotikler dogal direncin tistesinden gelir ancak tiim antipseudomonal
antibiyotiklere karsi mutasyonel direng gelisebilir (44). Direng mekanizmalar1 su
sekilde siniflanabilir:

 Beta-laktamaz salinmasma bagl direng; kromozomal ve plazmid kaynakli
beta-laktamazlarin {iretimi.

* Antibiyotik hedeflerinde degisiklik sonucu olusan direng; penisilin baglayici
proteinler (PBP)’deki degisime bagli olan bu direng gram negatif
bakterilerde yaygin degildir. Bununla birlikte pseudomonas  cinsi
bakterilerde beta-laktamaz iiretmeyen suslardaki penisilin direncine diistik
afiniteli PBP’ler neden olur.

e Dis membran gegirgenliginin azalmas: ile kazanilan direng; porin
proteinlerinde degisiklik.

o Aktif disa pompalama sistemi ile antibiyotigin disari atilmasina bagh diren¢

(34,40,62).

2.1.9.2. Aktif Diga Pompalama Sistemleri

[lag atim pompalar: P. aeruginosa’daki ¢oklu ilag direncinin son derece Snemli
nedenlerindendir (88). Aktif disa pompalama sistemleri yapisal olup normalde

diizenleyici genler ile kontrol altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa
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pompalama sistemlerinin asir1 ¢alismasini ve antimikrobiyallerin de disar1 atilmasina
neden olur (71,104). P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN,
MexXY-OprM aktif disa pompalama sistemleri tanimlanmis olup MexAB-OprM aktif
disa pompalama sistemi en iyi tanimlanamdir (62).

Aktif pompalama sistemi ile kazanilan direng ¢oklu direng genine sahip
fenotipler olusturur. MexAB-OprM aktif pompalama sistemi imipenem hari¢ tiim beta
laktamlara ve kinolonlara direng olusturmasi ile &nemlidir. MexCD-OprJ aktif
pompalama sistemi 4. kusak sefalosporinlere direng olusturur. MexEF-OprN aktif
pompalama sistemi karbapenemlerde de dirence neden olabilir.

P. aeruginosa’ da ¢oklu antibiyotik direnci en az ¢ mutasyon sonucu ortaya
¢ikan nalB, nfxB, nfxC gen mutasyonlaridir. Bunlarin hepsi diizenleyici genlerdeki
degisikliklere ek olarak aktif diga pompalama sistemlerinde asir1 salmmaya neden

olurlar (42,71).

2.1.9.3. D1y Membran Porin Defektleri

Dis membran gram negatif bakteriler icin olduk¢a 6nemlidir. P. aeruginosa dis
membranindaki asil porin proteini OprF’dir. OprB, OprC, OprD, OprE yardimei porin
proteinleridir (71). OprD porin kaybi imipenem direncine, meropenem duyarliliginda
azalmaya yol agar. P. aeruginosa’nn karbapenem tedavisinde ilk haftanin sonunda

OprD kaybi ile yaklasik olarak %25 oranmda direng gelistigi gosterilmistir (88).

2.1.9.4. Beta- laktamazlar

Beta-laktamaz enzimleri ile inaktivasyon beta laktam antibiyotiklere karsi
direngte en sik gozlenen mekanizmadir (37,61). Beta-laktamazlar; beta laktam
antibiyotik yapisindaki beta laktam halkasimn amid baglarin1 pargalayan ve bu
antibiyotikleri etkisiz kilan, kromozom, plazmid veya transpozonlar tarafindan ifade
edilebilen, yapisal olarak veya indiiksiyon sonucunda sentezlenen enzimlerdir. Gram
pozitif, gram negatif ve anaerob bakteriler tarafindan sentezlenir, Gram negatif
bakterilerde periplazmik bosluga, gram pozitif bakterilerde ise ¢evresini saran ortama

salgilanir (62,92).
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Sekil 2.1. Beta laktamaz enzimlerinin yapisi (46)

Beta-laktamazlar, heterojen bir grup protein olmalarinin yani sira, bazi yapisal
benzerlikler de tasirlar (61). Beta-laktamazlarin siniflandirmasinda Ambler ve Bush-
Medeiros-Jacoby siniflandirma sistemi kullanilmaktadir. Ambler siniflandirmasi; beta-
laktamazlar1 aminoasit dizilerinin benzerligine gore dort gruba ayirmaktadir. Grup A, C
ve D serin beta laktamazlardir, Grup B enzimleri ise metallo beta-laktamazlardir. Bush-
Medeiros-Jacoby siniflandirmasi beta-laktamazlar iglevlerindeki benzerliklere gore
(substrat ve inhibitor profilleri) gruplandirmaktadir. Bush-Medeiros-Jacoby sisteminde
dort kategori ve gok sayida alt grup bulunmaktadir. Tablo 2.1.’de bu iki siniflandirma

sistemi gorulmektedir (86).
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Tablo 2.1. Fonksiyonel ve molekiiler 6zelliklerine gore beta-laktamazlar (86)

Fonksiyonel | Molekiiler Substrat Esiziin
Grup Simif
. o Kromozomal ve plazmit kdkenli
Sefalosporinler AmpC tipi enzimler
2a A Penisilinler Gram pozitif bakterilerin
penisilinazlari
2b A Penisilinler, dar s.pektrumlu TEM-1, TEM-2, SHV-1
sefalosporinler
Penisilinler, sefamisinler hari TEM ve SHYV tiirevi GSBL ler ve
2hbe A sefalosporinler monobaktaml;;r Pithel, VEBeLS, CLA-M.1-50,
P : BGES-1-9 enzimleri
2br A Penisilinler IRT-1-28, SHV-10 ve 26, TRC-1
2c A Penisilinler, karbenisilin PSE-1, PSE-3-4, SAR-1
2d D Oksasilin, penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-1-82)
2e A Seflosparinler Proteus vulgaris’in indiiklenebilir
beta laktamazi
Penisilinler, sefalosporinler Enterobacter cloacae il
2f A . P > NMC-A ve IMI-1°i ve Serratia
karbapenemler, monobaktamlar ” : ;
marcescens’in Sme-1-2 enzimleri
3 B Karbapenemler dahil birgok Degisik tiirlerce tiretilen IMP-1-21,
betalaktam (monobaktamlar harig) VIM-1-12
4 ? Penisilinler BurkhOZde’jl(.J cepacta nim
penisilinaz1

A-Simifi Beta-Laktamazlar

Aktif bolgelerinde bir serin molekiilii bulunan, birgogu klavulanik asit ile inhibe

olan, genelde plazmit gibi haraketli genetik elemanlarca kodlanan enzimlerdir.

Enterobacteriacae iiyelerinde en sik rastlanan A smifi beta-laktamazlar, TEM-1 ile

SHV-1’dir. Bu enzimler temel olarak penisilinazdirlar ve sefalosporinlere karsi

etkinlikleri ¢ok azdir. Bu enzimler, giinlimiizde birgok hastanede yaygin olarak rastlanan

GSBL’lerin atalaridir. GSBL’lar birinci kusak sefalosporinler ve genis spektrumlu

penisilinlerin yamisira, oksiimino sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz edebilen,
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klavulanik asit ile inhibe olan beta-laktamazlardir. Sefamisin grubu sefalosporinlere
(sefoksitin, sefotetan, sefmetazol) karsi etkisizdirler (TEM-52 harig) (86). GSBL’ler
birinci kugak sefalosporinler ve genis spektrumlu penisilinlerin yamisira oksiimino
sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz eden, klavulanik asit ile inhibe olan beta-

laktamazlardir.

TEM ve SHV tiirevi olmayan birgok A smifi beta-laktamaz da bilinmektedir.
Bunlardan en 6nemlileri CTX-M ve PER grubu (PER-1 ve PER-2) enzimlerdir. CTX-M
substrat olarak sefotaksimi tercih eden, tazobaktamin inhibitér &zelligi diger beta-

laktamaz inhibitorlerine gére daha fazla olan plazmit aracili GSBL’ lerdir (38,86).

B Simifi Beta-Laktamazlar

Aktif bolgelerinde “serin” bulunan simif A, C ve D’den farkli olarak B simifi
beta-laktamazlar metallo enzimlerdir ve aktiviteleri igin ¢inko veya difer agir metal
iyonlarina gereksinim duyarlar. Birkag istisna hari¢ tiim B simifi beta-laktamazlar,
sefamisinler ve karbapenemler dahil birgok sefalosporine direng gelistiritler. Klavulanik
asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmezler (74). Giiniimiize kadar
bildirilmis olan bes ayr1 MBL tiirii bulunmaktadir. Bunlar IMP (Imipenemase), VIM
(Verona Imipenemase), SPM-1 (Sau Paulo Imipenemase), GIM-1 (German
Imipenemase) ve SIM-1 (Seul Imipenemase) olarak tanimlanmistir. Bunlardan IMP ve

VIM diinya ¢apinda en sik rastlanan beta-laktamazlardir (57).

C Sinifi1 Beta-Laktamazlar

C smifi beta-laktamazlar, kromozomal ampC geni tarafindan kodlanmasi
nedeniyle AmpC tipi enzimler olarak da adlandirilan ve Salmonella spp. haricinde tiim
gram-negatif basillerde bulunan beta-laktamazlardir (34). C simifi beta-laktamazlar,
genis spektrumlu sefalosporinler de dahil olmak iizere tiim sefalosporinleri, penisilinlere
oranla daha iyi hidroliz ederler ancak birgok C sinifi enzim, beta-laktamaz
inhibitérlerinden etkilenmez.  Citrobacter freundii, —Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, P. aeruginosa ve Serratia marcescens gibi
tiirlerde kromozomal olarak kodlanan bu enzimler 6nem tasir. AmpC tipi beta-laktamaz

genlerinin konjugatif plazmitler tizerinde de bulunabildigi gosterilmistir. Plazmit
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kaynakli C simfi enzimler daha ¢ok K. pneumoniae, E. coli, E. aerogenes, Salmonella
spp, Proteus mirabilis, M. morganii ve K. oxytoca gibi suslarda saptanmistir. Plazmit
kaynakli AmpC enzimi {ireten suglarda, porin proteinlerinin kayb1 sonucu

karbapenemlere de direng gelisebilmektedir (86).

D Sinifi Beta-laktamazlar

D smifi beta-laktamazlar, serin proteazlar olup, oksasilini hizla hidroliz
edebilme yetenegindedirler. Oksasilini hidroliz edebilen (OXA) beta-laktamazlar, daha
¢cok Enterobacteriaceae iiyelerinde ve P. aeruginosa’da saptanmistir. OXA enzimleri
penisilinlere, kloksasiline, oksasiline ve metisiline direnci saglar. Klavulanik asit ile ¢ok
az inhibe olmalarina ragmen, NaCl iyi bir inhibitordiir. Plazmit veya integron gibi
hareketli genetik yapilar tizerinde bulunmalari, bakteriler arasinda yayilmalarina katkida
bulunur (86). Bazi OXA tipi enzimler (OX4-10-11, OXA-13-14-17-18-19, OXA-28)
GSBL karakterindedir (10). OXA-23 Acinetobacter baumannii’de tanmimlanan

karbapenemaz niteliginde bir enzimdir (86).

2.2. PER-1 Enzimi

PER (Pseudomonas extended resistant) enzimi; goriilme sikligi giderek artan,
genislemis spektrumlu beta-laktamaz ailesinin énemli bir tiyesidir ve iki tip PER enzimi
bildirilmigtir. PER-1 enzimi ilk kez 1991 yilinda Paris’te bir Tiirk hastanin idrar
orneginden izole edilen P. aeruginosa susunda saptanmis, 1993 yilinda ise Nordmann
ve arkadaglan tarafindan tamimlanmigtir. PER-2 enzimi ise %86 oraminda PER-1’e
aminoasit benzerligi gosteren, Arjantin’de K. pneumoniae, E. cloacae ve E. coli
suslarinda saptanan bir enzimdir (24,81).

PER-1 enzimi; izoelektrik noktas: (pI) 5.4 ve molekiiler biiytikliigii yaklasik 29
kD olan, TEM veya SHV tiirevi olmayan smif A’da yer alan bir GSBL’dir (63,73). P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp. basta olmak tlzere Salmonella typhimurium,
Alcaligenes faecalis gibi farkli gram-negatif bakterilerde bulunabilir (102,103).
Seftazidim, seftibuten, sefotaksim, sefepim gibi oksiimimo-beta laktamlara ve
aztreonama kars1 direng gelistirir. Ancak birgok GSBL gibi karbapenem ve

sefamisinlere kars1 etkisizdir ve klavulanik asit ile inhibe olur (72). Imipenem ve
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meropenem ise PER-1’den etkilenmez. 1994°te yapilan sekans analizi sonuglar1 PER-1
enziminin 308 aminoasitlik bir polipeptidi kodlayan 924 bp biiyiikliigiinde open
reading frame (ORF) bolgesi tasidigini, TEM-SHV grubu GSBL’ler ile %27, D simifi
beta-laktamazlar ile %17, C smfi beta-laktamazlar ile %20 oraninda amino asit
benzerligi gosterdigini ortaya koymustur. Bazi A siufi beta-laktamazlar ile PER-1’in
evrimsel yakinliga sekil 2.2’de gésterilmektedir. Ayni analiz sonuglarina gére PER-1
geni P. aeruginosa kaynakli degildir (73).

SHV-2a
SHV-12
SHV-5
TEM-21
TEM-24
o | TEW-42
TEM-4
GES-1
vt o f 1BC-2
GES-2
VEB-1
i VEB-2
“—1 VEB-1a
Rl i VEB-1b
i1 PER-1

Sekil 2.2. A sinifi beta-laktamazlar ile PER-1"in evrimsel yakmligi (108)

Bir¢ok sugda PER-1 enzimini kodlayan genlerin kromozomlar tizerinde lokalize
oldugu veya integron, plazmit ve transpozon gibi hareketli genetik elemanlar ile iliskili
oldugu gésterilmistir (18,77,81,102). PER-1 ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastanin idrar
orneginden izole edilen P. aeruginosa susunda bulunmus, daha sonra S. fyphimurium
suslarinda tanimlanmistir (72,112). PER-1 enzimi Tiirkiye’de Acinetobacter spp. ve P.
aeruginosa suglarinda sik olarak identifiye edilmektedir. Tiirkiye ve Fransa disinda

Kore ve Belgika’da da PER-1’e rastlanmugtir (72,102).
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PER-1 ftireten bir P. aeruginosa susunda ayni zamanda karbapenemlere direnc
gelisiminden sorumlu VIM-2 metallo beta-laktamazinin ve yine PER-1 sentezleyen bir
Proteus mirabilis susunda GSBL &zelligindeki TEM-52nin saptanmasi, Alcaligenes
Jaecalis ve Providencia retigeri gibi farkli gram-negatif bakterilerde de goriilmesi,
PER-1 sentezleyen suslarla gelisen infeksiyonlarin énemini artirmaktadir (6,20,76).

Bugtine kadar yapilan ¢alismalarda, PER-1’in tamimlanmasi1 amaciyla fenotipik
yontem olarak; izoelektrik odaklama (IEO), antibiyogram paterni/cift disk sinerji testi,
genotipik yontem olarak; koloni hibridizasyon, PZR, dizi analizi gibi testler birarada
kullamilmigtir (72,73,102). PER-1 enzimi daha ¢ok P. aeruginosa ve A. baumannii gibi
¢oklu direngli hastane infeksiyonu etkeni suslar tarafindan sentezlenir. Direngli suslarda
aym zamanda AmpC tipi enzimlerin asin1 {iretimi, metallo beta-laktamazlar ve OXA
tirevleri gibi farkli grup enzimlerin es zamanli ekspresyonu, dis membran
gecirgenliginde azalma ve aktif pompa sistemleri gibi diren¢ mekanizmalari da devreye
girmesi gibi nedenlerle PER-1 enzimi varhigmin cift disk sinerji gibi fenotipik
yontemler ile taranmas oldukga giigtiir. Fenotipik bir test olan IEQ; TEM-1 gibi beta-
laktamazlarin izoelektrik noktalarimin PER-1e ¢ok yakin olusu ve cesitli faktérlerin
etkilerine duyarli bir ydntem olmasi nedeniyle tanmimlamada tek basina
kullanilamamaktadir. PER-1 enzimini kodlayan gen varliginin belirlenmesinde PZR ve
dizi analizi yontemleri daha giivenilir olmalari nedeniyle tercih edilmektedir (108).
PER-1 iireten suslarin genis spektrumlu sefalosporinler ve monobaktamlarm yani sira,
aminoglikozitler, florokinolonlar ve karbapenemlere de direng gelistirebilmeleri
tedavide Snemli sorunlara yol agmaktadir (67). PER-1 sentezleyen suslarin tedavisinde
imipenem 6nemli bir yere sahip olmakla birlikte, yogun kullanim sonucu, metallo
betalaktamaz {ireten bakterilerin hastane ortaminda ¢ogalmasma gibi sorunlar ortaya

¢ikabilmektedir (63).

2.3. Beta-Laktamaz Genlerinin Yayilma Yollar

Dirence yol agan genlerin duyarli patojenlere aktarilmasi transformasyon,

transpozisyon ve konjugasyon olmak iizere baslica 3 mekanizma ile gerceklesir (86).
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2.3.1.Transformasyon

Uygun kosullarda ortamda bulunan ¢iplak DNA molekiillerini alma yetenegidir,
Yabanct DNA pargalar1 duyarli bakteri kromozomuna rekombinasyon ile girmektedir.
Kazamlan gen duyarli dogal proteinden daha az duyarli bir proteini kodluyorsa
duyarlilikta azalma olusabilir. Bu yolla kazanlan mozaik penisilin baglayan protein

genleri Streptococcus pneumoniae 'da penisilin ve sefalosporin direncine yol agar (86).

ransformasyon

Crossing ||
over

Insertion f
(araya koy

Sekil 2.3. Transformasyon ile gen aktarimi (48)

2.3.2. Konjugasyon

Konjugasyon iki bakteri hiicresinin temast sonucunda genetik eleman
aktarimudir ve tiirler arasi plazmid aktariminin in vivo kosullarda da olusabilmesi 6nem
tasimaktadir. Ozellikle genis bir konake¢ spektrumuna sahip, F faktorii gibi plazmitlerin,

gesitli tiirler arasinda gegisi buna 6rnek verilebilir (86).
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Sekil 2.3. Konjugasyon ile gen aktarimi (45)

2.3.3. Transdiiksiyon

Direng genlerinin bakteriyofajlar aracilifiyla aktarilmasi olayidir. Fajin, bakteri
hiicresi iginde olusumu esnasinda, kapsit proteinlerinin igine, kendi genomlarinin
bitisigindeki bazi kromozomal pargalari (6zgiil transdiiksiyon) veya kendi genomlari ile
yaklagik ayni biiyiikliikteki (genellikle 40 kb civari) ilgisiz bir plazmit ya da kromozom

pargasini paketlemeleri (jeneralize transdiiksiyon) olayidir (86).

Sekil 2.5. Transdiiksiyon ile gen aktarimi (47)
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Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomuna veya plazmit, transpozon, integron
gibi hareketli genetik elemanlarin iizerine yerleserek transformasyon, konjugasyon ve
transdiiksiyon mekanizmalarini kullanarak bir mikroorganizmadan digerine gecebilirler

(86,25).

2.3.4. Plazmitler

Plazmitler 4-400 kb biiytkliigiinde, sirkiiler, ¢ift sarmalli DNA iceren
extrakromozomal genetik yapilardir. Kendi kendilerine gogalma yetenegine sahiptirler.
Plazmitler bakterilere antibiyotik direnci yaminda bakterinin virulansi ve metabolik
ozelliklerini etkileyebilecek fonksiyonlar kazandirabilirler (98). Plazmitler, kendilerini
diger mikroorganizmalara aktarabilme yeteneklerine gére de simflandirilabilirler. Bir
bakteri hiicresinden digerine kendini aktarabilenlere “konjugatif plazmitler” adi verilir.
Non-konjugatif plazmitler genelde konjugatif olanlara oranla daha kiigiiktiir. Bazi non-
konjugatif plazmitler, aym hiicrede bulunan konjugatif bir plazmitin yardimi ile
“mobilize” olarak diger hiicreye aktanlabilirler. Plazmitlerdeki diren¢ genleri
transpozon ve integron gibi mobil genetik elementlere yerleserek baska direng genleri
ile baglantili plazmit veya kromozomlara gegebilirler. Bu sekilde birbiri ile iliskisiz

birden fazla ilaca kars1 eg zamanl direng gelisebilir (89).

2.3.5. Transpozonlar

Transpozonlar 2-20 kb biiyiikliigiinde, kendi kendine replike olamayan ancak
plazmit veya kromozomla birlikte replike olabilen, bagimsiz olarak hareket edebilen
genetik yapilardir (31). Transpozonlar, plazmitten plazmite, plazmitten bakteriyofaja,
plazmitten kromozoma veya tam tersi yonde gegis yapabilir. Beta-laktamaz genleri de
dahil olmak tizere, birgok antimikrobiyal direng geninin transpozonlarla iliskisi

gOsterilmistir (86).

2.3.6. integronlar

Hall ve Collins tarafindan tamimlanan integronlar bolgeye spesifik
rekombinasyon sistemine sahip hareketli gen kasetleri igeren genetik determinantlardir

(28). Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi ile transpozon ve konjugatif plazmitler gibi
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hareketli dogal elemanlar bulunmustur. Bu elemanlarin karsilikli dizi analizleri
yapilarak integronlarin varligi gosterilmistir (90).

Integron, gen kasetleri olarak adlandirilan hareketli elementlerin icerdigi genleri
yakalama ve hareketlendirme yetenegine sahip bir bolgeye-spesifik rekombinasyon
sisteminin bilegenlerini igeren genetik bir birimdir. Integronlar ayrica gen kasetlerinin
ekspresyonu igin bir promotor olarak is goriirler ve bu nedenle dogal klonlama sistemi
ve ekspresyon vektorleri olarak davranirlar (39).

Integronlar; iki korunmus bélge (5'-3' korunmus bolge) ve bunlarin arasinda yer
alan, ¢ogunlukla da antibiyotik diren¢ genlerini igeren gen kasetlerinden olusur (16).
(Sekil. 2.6). Gen kasetleri direng genlerini plasmit ve transpozonlar araciligiyla
taginmalari i¢in onlara da aktarabilirler (32). Bu nedenle integronlardaki gen kasetlerine
ait antibiyotik direng genlerinin klinik drneklerden izole edilen gram negatif bakteriler
arasinda yayilmasi beklenen bir etkidir (4).

Integronlarda 5' korunmus bélgede; integraz ailesine ait bir bolgeye-spesifik
rekombinazi kodlayan in geni, hemen yakininda kasetler i¢in reseptdr vazifesi géren ve
integraz tarafindan taninan at! bolgesi ve kaset kodlayan genlerin ekspresyonuna uygun
olarak tasarlanmig bir promotor Pc bélge bulunur. Kasetler, bir veya daha fazla sayida
gen (¢ogunlukla antibiyotik direng geni) ve 59- baz elementleri olarak bilinen bir ailenin
tiyesi olan integraz-spesifik rekombinasyon bélgesi icerir. Bir integron i¢inde ¢ok farkli
sayida gen kaseti yer alabilmekte ve bu da ¢oklu ila¢ direncine neden olmaktadir. Genellikle
bir bakteri igerisinde birden fazla sayida integron bulunmaktadir. Kasetler serbest halde
iken sirkiiler formda bulunabildikleri gibi bir integrona art] bélgesinde entegre durumda
iken dogrusal halde bulunmaktadirlar. Integronla iligkili artl bolgesi ve spesifik
rekombinasyon olay:1 serbest sirkiiler kasetin alici bir integrona eklenmesine yol
agmaktadir. Eklenen her genin kendine 6zgii 59 baz-¢ift bolgesi bulunmaktadir (15,87).

Integraz ayrica, integrondan kasetlerin kaybina ve serbest sirkiiler kasetlerin
olusmasma yol agabilecek delesyon rekombinasyonlarmi da katalizleyebilir. Yeni
genleri kazanabilme yeteneklerinden &tiirli, integron iceren plazmit ve transpozon
genomlarmin evrimlesmesinde integronlar agik bir role sahiptir. Bununla beraber, ayrica
evrimde daha genel bir role sahip olmas1 olasidir (39). 3' korunmus bolgede fonksiyonu
hakkinda net bir bilgi olmayan tek bir ORF, dezenfektanlara direngten sorumlu gacE-1

ve sulfonamidlere direng saglayan sull geni bulunmaktadir (83).
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Sekil 2.6. Integronlarin genel yapisi (25)
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Sekil 2.7. Integronlara gen kasetlerinin eklenmesi (49)

Integronlar, direng integronlari (RI) ve siiper integronlar (SI) olmak iizere 2 major

gruba ayrilir. Kromozom veya plazmidler lizerine yerlesen direng integronlarinin tasidiklart

gen kasetleri genellikle antibiyotik ve dezenfaktanlara direng olusturur. Siiper integronlar

ise degisik fonksiyonlar gdsteren gen kasetlerini tagiyan kromozomal yerlesimli biiyiik

integronlardir (28). Giinlimiizde integraz (intl) genlerindeki farkliliklara gore belirlenen

10 simf integron oldugu bilinmektedir. Bunlardan 5 tanesi antibiyotik direnci ile
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iliskilidir. Bunlar arasinda gram negatif bakterilerde en sik gériilen ve en iyi tanimlanan
sinif-1 integrondur (96).

Simif-1 integronlarin raporlandigi birgok gram negatif bakteri arasinda
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella,
Vibrio yer alir. Corynebacterium glutamicum, Mycobacterium fortiutum ve
Enterococcus faecalis, S. aureus gibi gram pozitif bakterilerde de bildirilmistir.

Sinif-2 integronlar Tn7 transpozon familyasinda yer alir. Acinetobacter,
Salmonella, Shigella tirlerinde bulunmustur.

Sinif-3 integronlar Japonya’dan bildirilmis olup; P. aeruginosa, Serratia
marcescens, Alcaligenes xylosoxidans, Pseudomonas putida ve Klebsiella pneumoniae
‘da gosterilmistir (28,96).

Integronlar tarafindan 60'dan fazla direng geninin kodlandigi bildirilmis olup,
bunlar aminoglikozitler, beta-laktam ajanlar, kloramfenikol, makrolidler, sulfonamidler,
antiseptik ve dezenfektanlar gibi ¢esitli ajanlara diren¢ gelisiminden sorumludurlar (64,
109). Integronlar dogal klonlama sistemleri ve ekspresyon vektorleri olarak is
gordiiklerinden, birgok direng determinanti tagiyabildiginden ve kolaylikla hareket
edebildiginden antibiyotik direnci tizerindeki etkileri ¢ok Snemlidir (16). Cesitli gram
negatif suslarda ¢oklu antibiyotik direncinin hizla gelisimi, antibiyotik direng
determinantlarimin integronlar tarafindan almip yayilmasinin sonucudur. Integronlar bla
genlerinin yayilimmin énemli bir kaynagidir. Ambler’in A, B ve D gruplarina ait beta-
laktamazlar tasiyan integronlar Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa ve diger gram
(-) bakteri tiirlerinde bulunmustur. VEB-1, VEB-2, GES-1, GES-2, CTX-M-2, CTX-M-
9, PSE-1 ve gesitli OXA beta-laktamazlar integronlarca tasinan beta-laktamazlardir
(86,107).

Integronlarm hastane ortamindaki kaynaklarmin neler oldugu tam olarak
bilinmemekle birlikte hastaneye yeni yatan hastalarin %20°nin integron pozitif bir susla
enfekte oldugunu gosteren bazi yayinlarda toplumun potansiyel bir kaynak olabilecegi
tizerinde durulmustur (58). Ayrica ¢iftlik hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda hayvanlardan
izole edilen bakterilerde belirlenen siif-1 integronlar ile antibiyotik direnci arasindaki iligki

gosterilmistir (52,55).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cihazlar
Goriinttileme cihazi (Gel/ChemiDoc XRS Biorad, CA, USA)
Thermal cycler (MBS Satellite Thermo, CA, USA)
Yatay elektroforez sistemi (Bio-Rad, CA, USA)
Kuru 1s1 blogu (TDB-120 Thermo, CA, USA)
Mikropipet (0.5-10 pl) (Hamilton, GR, Switzerland)
Mikropipet (10-1000 ul) (Hamilton, GR, Switzerland)
Otomatize bakteriyel tanimlama ve duyarlilik sistemi VITEK 2 (BioMérieux, Marcy

I’Etoile, France)

3.1.2. Kimyasal Maddeler
Boric acid (Merck, Darmstadt, Germany)
Ethylene diamine tetra acetic acid EDTA (Sigma, CA, USA)
Ethidium bromide (Sigma, CA, USA)
Agaroz (Bio-Rad, CA, USA)
Tris-hydrochloride (Applichem, Darmstadt, Germany)
Trisma base (Sigma, CA, USA)
DNA Ladder (100 bp) (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
DNA Ladder (100 bp) Plus (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
6X Loading dye solution (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
dNTP Mix (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
Proteinase K (Sigma, CA, USA)
Taq DNA polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
PER-A primeri (T1b Molbiol, Berlin, Germany)
PER-D primeri (T1b Molbiol, Berlin, Germany)
ERIC-2 primeri (T1b Molbiol, Berlin, Germany)
3"°CS primeri (Tib Molbiol, Berlin, Germany)
5’-CS primeri (T1ib Molbiol, Berlin, Germany)
Mueller-Hinton broth (Becton Dickinson, NJ, USA )
Mueller-Hinton agar (Merck, Darmstadt, Germany)
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Kanli ve EMB Agar (Salubris, CA, USA)
Antimikrobiyal ajan igeren diskler (Oxoid, Hampshire, England):
Seftazidim (30 pg)

Piperasilin (100 pg)

Aztreonam (30 pg)

Sefotaksim (30 pg)

Sefepim (30 pg)

Imipenem (10 pg)

Meropenem (10 pg)
Amoksisilin-klavulanik asit (30 pg)
Piperasilin-tazobaktam (100-10 pg)

3.1.3. Tamponlar

1X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Tamponu: 44.5 mM tris, 44.5 mM borik asit, 1 mM
EDTA, 1 litre distile suda ¢oziilerek pH:8.4 olacak sekilde hazirlandi.
Tris-EDTA (TE) Tamponu: 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA kullamildi ve pH 7.6

olarak hazirlandi.

3.1.4. Besiyerleri

Mueller-Hinton Broth (MHB): 22 gr besiyeri tartilarak 1 1t distile su igerisinde
¢oziildiikten sonra otoklavda steril edilerek kullanildi.
Mueller-Hinton Agar (MHA): 1 It besiyeri i¢gin 34 gr MHA besiyeri tartilip distile

su igerisinde ¢oziilerek steril edildi.
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3.2. Yontem

Ocak 2007-Mayis 2008 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar1 Mikrobiyoloji Boliimii Bakteriyoloji Altdisiplin
Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen, VITEK2 Compact
otomatize bakteriyel tanimlama ve duyarlilik testi sistemi ile tanimlanmis ve duyarlilik
testleri yapilmis olan 179 seftazidim direngli sus arasindan rastgele sayilar tablosu
yardimu ile segilen farkli hastalardan izole edilen 100 adet P. aeruginosa susu ¢aligmaya

dahil edildi.

3.2.1. P. aeruginosa Suslarmin Tiplendirilmesi

Calismaya alinan suslarin, EMB agarda tireyen laktoz negatif kolonileri hareket,
oksidaz aktivitesi, koloni morfolojisi, pigment olusturma, kanli agarda hemoliz
olusturma ozellikleri gibi konvansiyonel yontemler kullamlarak P. aeruginosa olduklari

dogrulanda.

3.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

P. aeruginosa suslarinin seftazidim, piperasilin, aztreonam, sefotaksim, sefepim,
imipenem ve meropenem duyarliliklari, ”Clinical and Laboratory Standarts Institute”
(CLSI) 6nerilerine uygun olarak Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemiyle yapildi (15). Bu
amagcla incelenecek suslarin siispansiyonlari, 18-24 saatlik kiiltiirlerinde iireyen
kolonilerinden inokiilum yogunlugu 0.5 McFarland bulamklik derecesine esdeger
olacak sekilde hazirlanarak, steril bir ekiivyonla MHA besiyerinin tiim ylizeyine
homojen bir sekilde inokiile edildi. Kalite kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC
27853 kullanildi. Besiyeri iizerine seftazidim, aztreonam, sefotaksim, sefepim,
piperasilin, piperasilin-tazobaktam, imipenem, meropenem antimikrobiyal ilag diskleri
merkezleri arasindaki ve petrinin kenarna olan uzakliklari 25 mm olacak sekilde
yerlestirildi. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra disklerin inhibisyon zon c¢aplari

olgtilerek CLSI sinir degerlerine gore yorumlandi.

27



3.2.3. Cift Disk Sinerji Testi (CDST) ile GSBL Saptanmasi

GSBL varligim belirlemek igin seftazidime direngli 100 adet P. aeruginosa

susunda ¢ift disk sinerji yontemi kullanildi. MHA besiyeri yiizeyine 0.5 McFarland

bulanikliginda bakteri stispansiyonu inokiile edildi. Tarama testi igin plaklarin

merkezine amoksisilin-klavulanik asit diski ve ¢evresine merkezleri arasindaki uzaklik

20 mm olacak sekilde aztreonam, seftazidim, sefepim ve piperasilin diskleri

yerlestirildi. Amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru beta-laktam inhibisyon zon

¢apinn genislemesi GSBL pozitifligi olarak kabul edildi.

3.2.4. P. aeruginosa bakteri hiicrelerinden DNA ekstraksiyonu

P. aeruginosa bakteri hiicrelerinden DNA eldesi fenol-kloroform yéntemine gére

yapildi (23).

MHA besiyeri {izerinde saf kiiltiir halinde iiretilmis kolonilerden bir 6ze dolusu
alinarak 2 ml steril Tris-HCI EDTA (TE) tamponu bulunan ependorf tiiplerine
konuldu. 30 saniye vortekslenerek siispansiyon homojen haline getirildi.

3000 g’de 15 dakika santrifiij edilip tist siv1 atildi. Pellet iizerine 0.2 mL TE
tamponu ve 0.2 mL Proteinaz K soliisyonu eklenip dikkatlice karistirildi.
Karigim 50°C’de 2 saat ile bir gece arasinda inkiibasyona birakildi.

Bu agamada soltisyon vizkéz oldugundan pipetlemenin rahat yapilabilmesi icin
soliisyona 2 mL TE tamponu ekleyip iyice karistirilds.

Karigimin 0.4 mL’si 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Uzerine 0.4 mL
fenol konularak karisim vortekslendi ve 11.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi.
Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak tizerine 0.4 mL kloroform eklenip vortekslendi
ve 11.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak tizerine toplanan s1vi hacminin 1/10°u kadar 3M
sodyum asetat ve iki kati kadar %100 alkol eklenip karistirildi.

Karigim -20°C’de 30-60 dakika sogutuldu.

14.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiirtildii tist kisim atildi.

DNA pelleti tizerine 1 ml soguk %70’lik ethanol eklenerek 14.000 g’de santrifiij

edildi ve tist kisim alkol atildi.
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e DNA pelleti oda 1sismmda kurutulup tizerine 50 ul TE tamponu eklenerek

dikkatlice homojenize edildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.5. PZR Optimizasyonu

PZR c¢aligmalarinda kullanilacak magnezyum miktar1 ve primer baglanma

1silarinin tespiti igin farkli PZR optimizasyon denemeleri yapildi.

a. Magnezyum Kkloriir optimizasyonu
PZR amplifikasyonu i¢in optimal kosullar1 saglayabilmek amaciyla farkli

konsantrasyonlarda magnezyum kloriir (MgCly) kullanilarak yapilan optimizasyon

calismasi Tablo 3.1” de 6zetlenmistir.

Tablo. 3.1. Magnezyum kloriir optimizasyonu

Reaksiyon Karigim & - = = .. . . . . "
(50 pl) Tipl | Tip2 | Tip3 | Tiip4 | Tip5 | Tip6 | Tiip7 Tiip 8 Tiip 9 Tiip 10
Saf su (ul) 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18
10X PZR tamponu (pl) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
25 mM MgCl; (ul) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 mM dNTP (pl) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
10 pmol PER-A (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10 pmol PER-D (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Taq DNA poli
2q DNA polimeraz | 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(nD)
Kahp DNA (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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b. Primer baglanma 1s1 optimizasyonu

PER-1 geni saptamak i¢in kullanilan primerlerin baglanma isilar1 Tm= 2 (A+T)
+ 4 (G+C) formiilii ile hesaplandi. Belirlenen optimal magnezyum miktar1 sabit
tutularak, primer baglanma 1st aralifinn belirlenmesi i¢in optimizasyon galismasi
yapildi. Uygulanan reaksiyon karigimi ve farkli baglanma isilari Tablo 3.2°de

verilmigtir.

Tablo 3.2. optimizasyonu

Reaksiyon
¥ Tiip | Tiip | Tiip | Tip | Tip | Tip | Tiip | Tiip | Tiip | Tip | Tiip | Tiip
Karigmm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(50 pl)
B"gl"(':(‘;‘)“““‘ 503 | 506 | 51.0 | 519 | 53.0 | 543 | 556 | 569 | 584 | 593 | 599 | 602
Saf su (ul) 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
10X PZR
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
tamponu (pl)
25 mM MgCl,
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
(1)
10 mM dNTP
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
()
10 pmol PER
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A (u)
10 pmol PER
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
D (uD)
Taq DNA
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
polimeraz (pl)
Kalip DNA
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
()]

3.2.6. PZR Yontemiyle blaPER-1’in Amplifikasyonu

P. aeruginosa bakteri hiicrelerinden elde edilen DNA kalip olarak kullanilarak
seftazidim direncine sebep olan PER-1 geninin belirlenmesi i¢in PER-A ve PER-D

primerleri kullanilarak amplifikasyon islemi gergeklestirildi.
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a. Reaksiyon karigimi (50 pl):

10 X PZR tamponu | 1X

25 mM MgCl, 2.5 mM
10 mM dNTP 2 mM
Taq DNA polimeraz | 5 U
PER A primeri 10 pmol
PER B primeri 10 pmol
Kalip DNA (50 ng) |2 ul

Saf su 23 ul
Toplam 50 uL

b. PER-1 gen bdlgesi i¢in amplifikasyon programi

94°C’ de 5 dakika 6n denatiirasyon = 1 Dongii

95°C’ de 45 saniye hedef DNA denatiirasyonu

56°C’ de 45 saniye primer baglanmasi 35 Dongii

72°C’ de 1 dakika primer uzamasi

72°C’ de 7 dakika son uzama —— 1 Dongii
c. DNA elektroforezi

PZR drtnii DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Mikrodalga
firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi.
Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon trtinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu
karistirilarak uygulandi. 2 saat stiresince 120 V elektirik akimi altinda molekiiler
boyutlarina gére DNA bantlar: ayrigtirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren distile suda
20 dakika jel boyandi. Elektroforez iglemini takiben &rneklere ait DNA bantlar
“GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” belirtegleri ile karsilagtirilarak gortintiileme

cihazinda incelendi.
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3.2.7. Seftazidim Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerlerinin
Belirlenmesi

PZR ile PER-1 geni tagidig1 saptanan suslarin seftazidim MIK degerleri, CLSI
onerileri dogrultusunda, MHB besiyerinde mikrodiltisyon yontemi uygulanarak saptandi
(15). Uremenin goriilmedigi en diigiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edildi.

3.2.8. izolatlarin Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD) Yontemiyle
Klonal Yakimhklarinmn Arastirilmasi

“Enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC) dizilerine 6zgii ERIC-2
primeri kullanilarak RAPD-PZR yoéntemiyle suglar arasindaki klonal iliski arastirildi
(106).

a. Reaksiyon karigimi (50 pl):

10 X PZR tamponu | 1X

25 mM MgCl, 2.5 mM
10 mM dNTP 2 mM
Taq DNA polimeraz | 2.5 U
ERIC -2 primeri 25 pmol
Kalip DNA (50 ng) |5 ul

Saf su 32.5ul
Toplam 50 uL

b. RAPD-PZR amplifikasyon programi:

95°C’ de 1 dakika ~ =——— 1 Dongii
94° C’ de 1 dakika

40° C’ de 1 dakika 30 Déngt
72° C’ de 1 dakika

72° C’de 5 dakika ————— 1 Déngii



c. Elektroforez:

Amplifikasyon tiriinti (10 pl) ile 2 pl 6X yiikleme soliisyonu karigtinilarak 1X
TBE tamponu igerisinde bulunan %1°lik agaroz jelin kuyucuklarina ytiklendi. 120
volt’ta 90 dakika siireyle DNA bantlar1 yiiriitildi. Olusan bantlarin molekiiler
biiytikliikleri gériintiileme cihazinda “GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus kullanilarak
belirlendi. RAPD yo6ntemiyle klonal yakinliklari saptanan suslarin dendogramlari
Biomerics version 5.10 yazilim sisteminde “Unweighted pair group method with

mathematical averaging (UPGMA)” yontemi kullanilarak olusturuldu.

3.2.9. PER-1 Enzimi Ureten Suslarda Smf-I Integron Varhigmm

Arastinlmasi
blaPER-1 saptanan suslarda, simif-1 integronlarin varlii, integronlarin 5 ve 3°
korunmus bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak PZR ile arastirildi. Bunun sonucunda

elde edilen veriler RAPD-PZR sonuglariyla karsilagtirilarak degerlendirildi.

a. Integron-PZR karisimu:

10 X PZR tamponu | 1X

25 mM MgCl, 3 mM

10 mM dNTP 200 uM
Taq DNA polimeraz | 5 U
3'-CS primeri 100 pmol
5—CS primeri 100 pmol
Kalip DNA (50ng) | 5 pL

Saf su 27.5 pL
Toplam 50 uL
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b. Amplifikasyon programai:

95° C 10dk  ——m—r 1 Dongii
94° C 1dk
55° C 1dk 30 Déngii
72° C 5dk
72° C 4dk —_— 1 Dongii

c. Elektroforez:

PZR fiiriinii DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in agaroz
konsantrasyonu %1 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile jel hazirlandi. Agaroz jel
kuyucuklarina 10 pl amplifikasyon {iriinii ile 2 pl 6X yiikleme tamponu karigtirilarak
uygulandi. 120 dk siiresince 130 voltta molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar
ayristirildi. 0.5 pg/ml etidyum bromit igeren distile suda 20 dakika jel boyandi.
Elektroforez islemini takiben orneklere ait DNA bandlari “GeneRuler 1 kb DNA

Ladder” belirteci kullanilarak goriintiileme cihazinda incelendi.

3.2.10. PER-1 Enziminin Smf-1 Integronlarla Iligkisinin PZR ile
Aragtirilmasi

PER-1 enziminin integron koékenli olup olmadigini ortaya koymak i¢in PER-1
enzimi saptanan farkli integron paternlerine sahip suslarda, siuif-1 integronlarn 5’
korunmus bolgesinde yer alan ve atil rekombinasyon bélgesine 6zgii 5’- CS primeri ile
blaPER-1 genine 6zgii PER-D primeri kombine edilerek hot start PZR teknigi ile
asagidaki kosullarda PZR uygulanda.
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a. Hot Start -PZR karigimi:

10 X PZR tamponu 1X
25 mM MgCl, 1.25 mM
10 mM dNTP 200 uM
Hot Start Taq DNA Polimeraz | 1.5 U
5 -CS primeri 100 pmol
PER-D primeri 100 pmol
Kalip DNA (50 ng) 5ulL
Saf su 32.2 uL
Toplam 50 pL
b. Amplifikasyon programi:

95°C 5 dk —_— 1 Déngti

94°C 1dk

50°C 1dk 30 Déngii

72°C 1dk

72°C  5dk —_— 1 Dongii

c. Elektroforez:

PZR irtinleri, 0,5 pg/ml etidyum bromit igeren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik
asit-EDTA, pH: 8) ile hazirlanan %1°lik agaroz jele yiiklenerek, 45 dk. 120 voltta DNA
bantlar1 ayrnstirildi. “GeneRuler TM 1 kb DNA Ladder” belirteci ile elde edilen
bantlarin molekiil biiyiikliigii goriintiileme cihazinda belirlendi.

5’-CS ve PER-D primerleriyle yapilan PZR sonucunda 1 kb’dan daha biiyiik bir
tirlin elde edildi. PER-1 enziminin varligim belirlemek igin PER-A ve PER-D primer
¢ifti kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi. P. aeruginosa suslarinda blaPER-1e 6zgii
yaklagik 900 bp’lik bant olusmasi, s6z konusu suslarda PER-1 geninin sinif-1 integronla

iliskili olabilecegini gostermektedir.
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Tablo 3.3. Caligmada kullanilan primer dizileri

Primer/Oligoniikleotid Adi Primer/Oligoniikleotid Dizisi Referans
PER-1 ’e 6zgii primerler
PER-A 5’- ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC-3° 18
PER-D 5’- AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA-3°
Simif-1 integronlara 6zgii
primerler 5’- GGC ATC CAA GCA GCA AG-3’ 55
5-CS 5’- AAG CAG ACT TGA CCT GA-3’
3-CS
ERIC-2 5’- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3° 106

3.2.11. Cahsmada Kullamlan istatistik Yéntemleri

Susglarin klonal yakinliklarinin degerlendirilmesi: RAPD-PZR sonuglarina gére
tim bantlar1 birebir ayni olan izolatlar aymi sus (klon), bir ve iki bant farklilik
gosteren izolatlar benzer (klonal iligkili), iki banttan fazla farklilik gdsteren
izolatlar ise farkli suslar olarak yorumlandi, grup analizleri yapildi ve tiim
izolatlarin bant profilleri géz Oniine alinarak gruplar olusturuldu. Bu gruplar:
temsil eden birer sus segilerek bant profilleri goriintiilendi. RAPD yoéntemiyle
klonal yakinliklar1 saptanan suslarin dendogramlari “Dice” katsayisi esas
alinarak “Biomerics version 5.10” programmda UPGMA y&ntemi kullanilarak
olusturuldu.

Pearson x2 testi kullamilarak PER-1 geni igeren ve igermeyen suslarda
aztreonam, sefepim, sefotaksim, piperasilin, piperasilin-tazobaktam, imipenem
ve meropenem direng profili agisindan farklilik arastirildi.

Integron (+) ve (-) suslar arasinda seftazidim MIK degerlerinde farklilik olup
olmadigi SPSS 15.0 paket programi kullanilarak analiz edildi. [statistiksel
analizlerde ol¢timsel degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Veriler normal dagilima uymadig: i¢in gruplarin ikili
kargilagtirmasinda “Mann-Whitney U” testi kullanildi, istatistiksel anlamlilik
diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pseudomonas aeruginosa Suslarmim Izole Edildikleri Ornek Tiirleri ve
Klinik Servisler

Calismamizda Ocak 2007 — Haziran 2008 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip Laboratuvarlar1 Mikrobiyoloji Béliimii
Bakteriyoloji Altdisiplin Laboratuvari’na génderilen gesitli klinik 6rneklerden izole
edilen toplam 641 P. aeruginosa susu igerisinde seftazidime direngli olan 179 (%27) sus
arasindan rastgele 100 ayr1 hastadan izole edilen hastane infeksiyonu etkeni seftazidim
direngli 100 adet P. aeruginosa susu kullanildi. Bu suslarin izole edildikleri drnek

tiirleri ile servisler Sekil 4.1 ve Sekil 4. 2°de oranlarina gére verildi.

m Uroloji (%25)  m Pediatri (%24) mYogun B (%11) m Dahiliye (%8)

H Beyin Cer (%8) m Genel Cer (%S) M Plastik Cer (%3) mKVC (%3)

® Enfeksiyon (%2) mGOgls H (%2)  mOrtopedi (%2) ™ Gégils Cer (%2)
" KBB (%1) m Dermatoloji (%1)  Acil (%1) 7 Kardiyoloji (%1)

Sekil 4.1. P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri servisler ve oranlari
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Sekil 4.2. P. geruginosa suslarinin elde edildikleri 6rek tiirleri

4.2. Antibiyotik Duyarlilik Sonuclar

Disk difiizyon duyarlilik testi sonuglarina gére, P. aeruginosa suslarinin
aztreonam, sefepim, sefotaksim, piperasilin, piperasilin-tazobaktam, imipenem ve
meropenem antibiyotiklerine direng oranlar1 sirasiyla; %100, %88, %100, %67, %43,
%75 ve %70 olarak bulundu. Cift disk sinerji yontemiyle 40 adet PER-1 enzimi tasiyan
P. aeruginosa susunun 20 tanesinde (%50) GSBL pozitifligi saptandi. Sekil 4.3°de
GSBL pozitifligi 6rnek olarak gosterilmistir.

Sekil 4.3. Cift disk sinerji yontemiyle GSBL pozitifligi saptanan P. aeruginosa susu
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4.3. PZR Optimizasyon Sonuglari

Seftazidim direnci saptanan 100 adet P. aeruginosa susunda, PER-1 enzim
varliginin belirlenmesinde kullanilacak olan PZR optimizasyon kosullarinin sonuglari
verilmigtir.

a. Magnezyum Kloriir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in optimal kosullari saglayabilmek amaciyla yapilan
magnezyum kloriir optimizasyonunda 1,5-6 mM konsantrasyon aralig1 ¢alisildi. PER-1
enzimine spesifik PER-A ve PER-D primerleri kullanilarak elde edilen amplifikasyon
trlinlerinin goriintiilenmelerinde, en iyi bant profili veren 3.5 mM (5ul) MgCl,
konsantrasyonu ¢alismalarda kullanildi. MgCl, konsantrasyonlart Tablo 4.1°de, bant

profilleri ise Sekil 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.1. Magnezyum kloriir optimizasyonu i¢in kullanilan farkli konsantrasyonlar

Magnezyum Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip
optimizasyonu 1 2 3 4 5 6 7/ 8 9 10
MgClz
konsantrasyonu | 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
(mM)
25 mM MgClz
mikian 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(kL)
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Sekil 4.4. blaPER-1 igin magnezyum kloriir optimizasyonu ile olusan 924 bp’lik bant
profilleri (M: Marker, NK: DNA icermeyen negatif kontrol)

b. Primer Baglanma Is1 Optimizasyonu

PER-1 enzimi primer baglanma 1sisiin belirlenmesi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinda, 50-60 °C 1s1 araliga kullanildi. PER-A ve PER-D primerleri i¢in en uygun
baglanma 1s1s1 56 °C olarak belirlendi. Belirli sicaklik araliklarinda olugan bant profili

gorintiileri Sekil 4.5’de verilmistir.

M 503 506 51519 53 543

1030
900

800
700

600
500
400
300

200

100

Sekil 4.5. PER-1 enzimi i¢in primer baglanma 1s1 optimizasyonu (M: Marker)
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4.4. PZR Yontemiyle blaPER-1’in Saptanmasi

P. aeruginosa suslarinda PER-1 enzimini kodlayan gen varligi PER-A ve PER-
D primerleri kullanilarak PZR y6ntemi ile belirlendi. Toplam 40 adet susta 924 bp’lik
blaPER-1 saptandi ve jel goriintiileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verildi. P. aeruginosa
suslar1 arasinda blaPER-1 sahip olanlarin oran1 %40 olarak bulundu. blaPER-1 igeren
ve igermeyen suslarda direng profili agisindan anlamli bir farklilik goriilmemistir (Tablo
4.2).

M12346802

Sekil 4.6. P. aeruginosa suslarinda saptanan 924 bp’lik PER-1 gen bélgeleri

M 57 58 59 60 61 65

Sekil 4.7. P. aeruginosa suslarinda saptanan 924 bp’lik PER-1 gen bolgeleri
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Tablo 4.2. blaPER-1; (+) ve (-) suslarda antibiyotik direng profili

PER(+) Direng PER(-) Direng
Antibiyotik Orani Orant
% %
TZP 42.5 45
FEP 95 90
PRL 65 65
CTX 100 100
MEM 60 58.5
ATM 100 100
IPM 70 68.3

4.5. PZR Yontemi ile blaPER-1 Tasidig1 Belirlenen Suslarm Seftazidim
MIK Degerleri

blaPER-1 tasidif saptanan P. aeruginosa suslarinin seftazidim MIK degerleri
CLSI kriterlerine gére yorumlandi. CLSI &nerilerine gbre P. aeruginosa igin seftazidim
MIK degeri >32 oldugunda direngli olarak kabul edilmektedir. Caligmada kullanilan
tim suslarin seftazidim MIK degerleri >64 ve iizeri olarak belirlenerek direngli

olduklar1 dogrulandi ve bunlarin MIK degerleri Tablo 4.3’de verilmektedir.

4.6. P. aeruginosa Suslarimin Klonal Yakinhklar

blaPER-1 saptanan P. aeruginosa suglarinin klonal yakinliklari, ERIC dizilerine
6zgii ERIC-2 primeri kullanilarak RAPD-PZR ile incelendi ve Sekil 4.8, Sekil 4.9 ile

Sekil 4.10°da olusan bant profili goriinttileri verildi.
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300

Marker)

M 25 28 35

1030
900
8600

700
600

400
300

200
100

Sekil 4.9. blaPER-1 tespit edilen 25-59 no'lu suslarin RAPD-PZR sonuglari (M:
Marker)
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M 60 61 65 67 69

1500
1200

1030
900

700
600

400
300
200

Sekil 4.10. blaPER-1 tespit edilen 60-99 no'lu suglarin RAPD-PZR sonuglari

Tum suslar bant profilleri géz ¢niine alinarak 10 grupta incelendi. Bu gruplar
temsil eden birer sus segilerek bant profilleri Sekil 4.11°de gosterildi ve dendogram

sonuglarina Tablo 4.12°de yer verildi.
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Sekil 4.11. blaPER-1 tespit edilen P. aeruginosa suglarinim RAPD-PZR sonuglari ile

olusturulan grup profilleri
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Grup 9: 58, 69, 82

Grup 8: 46, 72, 87, 99

Grup 5: 35, 37, 42, 47, 50,
57,59, 65

Grup 6: 36

dasisa

2 Grup 2: 2, 25

Grup 7: 40, 84

Grup 4: 28

Grup 10: 60, 61, 93, 96

Grup1: 1,3,4,6,8,9, 10,
11, 14, 15, 17, 67, 70, 79

Grup 3: 22

Sekil 4.12. P. aeruginosa suglarimin RAPD-PZR sonuglarmin dendogrami
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Tablo 4.3. Pseudomonas aeruginosa suslarinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri-I

. Disk Difiizyon Duyarlihik Sonuglary e PER |
Servis Ol.'.nenk CDST N pzr | Integrom | RAPD
Tiirii Degerleri PZR PZR
CAZ TZP FEP PRL CTX MEM | ATM M
1 Uroloji Tdrar + R s R R R R R R 1024-R + A 1
2 Dahiliye Idrar + R S R S R S R S 64-R + 2
3 Uroloji {drar + R s R R R R R R 512R + A i
4 Uroloji Yara + R S R R R R R R 1024-R o A 1
5 KVC TAK + R R R R R R R R
6 Uroloji Idrar R S R R R R R R 128-R + A 1
7 KBB Yara + R R R R R R R R
8 | ErskinYB BOS + R S R S R S R S 128-R + A 1
9 Uroloji Idrar R S R S R R R R 256-R + A 1
10 ErigkinYB Kateter it R R R R R R R R 512-R + A 1
11 Uroloji Idrar R S R S R S R S 128-R + A 1
12 Uroloji idrar R R R R R R R R
13 Pediatri TAK + R S R S R R R S
14 ErigkinYB TAK + R S R S R R R R 512-R + A 1
15 Uroloji fdrar # R R R R R R R R 512.R + A 1
16 Plastikcer. Yara + R R R R R R R R
17 EriskinYB Idrar + R S R S R R R R 256-R + A 1
18 Plastikcer. Yara R R S S R S R S
19 Pediatri TAK + R R R R R R R R
20 Genel Yara - R R S R R R R R
21 Ortopedi Yara R S R S R S R R
22 E';i;;dn TAK + R R R R R R R R 128-R + 3
23 Uroloji TAK + R R S R R R R R
24 Pediatri Kateter R R R R R R R R
25 ErigkinYB Plevralsivi R S R S R S R S 64-R + 2
26 Pediatri TAK + R S R R R S R S
27 Uroloji Yara R S S R R R R R
28 |  Uroloji idrar + R s R s R S R s 64-R + 4
29 | GogiisCer. TAK + R s R S R R R R
30 Dahiliye Kateter R S S S R R R R
31 Uroloji Tdrar R S R S R S R S
32 | BeyinCer. idrar + R S R S R S R S
33 Ped.YB TAK + R R R R R R R R
34 Pediatri Balgam % R R R R R R R R
35 Uroloji Idrar + R R R R R R R R 1024-R + B 5
36 KVC Yara R S S R R S R S 64-R + 6
37 KvVC Yara + R R R R R R R R 512-R + B 5
38 Kardioloji Dializat R R R R R R R R
39 Ped.YB Kateter + R R R R R R R R
40 Ped. Cer. Yara + R R R R R R R R 128-R + 7
41 Pediatri TAK R R R R R R R R
42 EriskinYB TAK R S R S R S R S 128-R + B 5
43 Uroloji idrar + R R R R R R R R
44 Pediatri TAK + R R R R R R R R
45 Pediatri Kateter R R R R R R R R
46 Dahiliye Idrar R R R R R R R R 256-R + 8
47 Uroloji {drar R R R R R R R R 128-R + 5
48 Dahiliye Kan + R S R S R S R S
49 | EriskinYB Balgam + R S R 3 R R R R
50 Nboroloji Balgam # R R R R R R R R 256-R + B 5
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Tablo 4.3. Pseudomonas aeruginosa suslarinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri-II

. Ornek Disk Difiizyon Duyarhlik Sonuglari Seftazidim | PER hofegrans | SAH
Servis Tird | 257 | caz | 1ze | ¥er | pro CIX | MEM ATM | IPM Deiﬂiﬁ PZR PZR PZR

51 Uroloji Idrar R R R R R R R R

52 Gogiis Yara R R R R R R R R

53 Enfeksiyon idrar + R R R 1 R S R R

54 Gogiis Balgam R R R S R R R R

55 Pediatri Idrar R R R R R R R R

56 Uroloji idrar R S R R R R R R

57 Uroloji idrar + R R R R R R R R 512-R + B 5
58 Pediarri TAK R S R R R s R R 64R + 9
59 EriskinYB TAK R R R R R R R R 256-R + B 5
60 Beyin Cer. Idrar R S R R R S R R 128-R + 10
61 Beyin Cer. Idrar + R S R R R S R R 64-R + 10
62 Pediatri Idrar R S R R R R R R

63 Gogiiscer Balgam R S R S R R R R

64 Ped TAK + R R R R R R R R

65 EriskinYB TAK R S R R R R R R 256-R + B 5
66 Gogiiscer. Yara R R R R R R R R

67 Uroloji Idrar R S R R R R R R 64-R + 1
68 ErigkinYB TAK R R R R R R R R

69 Dahiliye Balgam + R R R R R S R S 64-R + 9
70 Uroloji Idrar R R R S R R R R 512-R + A 1
A\ YeniD.YB Kan R S R I R R R R

72 Uroloji idrar R S R S R S R R 128-R + € 8
73 Ped. YB TAK + R S R R R R R R

74 Uroloji Idrar R R R R R S R S

75 Genel Cer. Yara R S R R R S R S

76 Acil TAK R S R S R S R S

77 Infeksiyon Yara R S R R R R R R

78 Pediatri TAK + R S R S R S R R

79 Uroloji Idrar R R R R R R R R 128-R + A 1
80 Gogiiscer. Kan R R R R R 1 R I

81 YeniD. TAK R S R R R R R R

82 Ped YB idrar + R S R R R R R R 128-R. + 9
83 BeyinCer. Idrar R S R R R S R R

84 Beyin Cer. Idrar R S R R R S R R 128-R + 7
85 Dahiliye Balgam R S R R R S R S

86 Pediatri Kan R S R R R R R S

87 Ped.YB TAK + R S R R R S R S 256-R + C 8
88 GopiisCer. Exuda R S R R R S R R

89 Dahiliye Idrar R R R R R S R R

20 Dahiliye Dializat R R R R R S R R

91 Uroloji Idrar + R R R R R R R R

92 Cildiye Yara R R R R R R R R

93 Beyin Cer. TAK R S R S R S R S 64-R + 10
94 Plastikcer. Yara R S R S R S R S

95 Ped. YB TAK R S R S R S R S

96 Beyin Cer. TAK + R R R S R N R S 256-R. + 10
97 Ped.YB Konjv. R S S S R S R S

98 Beyin Cer. Idrar R R R R R S R R

99 Uroloji Idrar R R R S R S R R 256-R + C 8
100 Ortopedi Yara + R S R S R S R R
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Tablo 4.4. blaPER-1 (+) P. aeruginosa suglarinin RAPD-PZR ve integron paternleri

SUS RAPD SERVIS ORNEK INTEGRON
NO PROFILI TURU PATERNI
1 1 Uroloji Idrar A
3 1 Uroloji Idrar A
4 1 Uroloji Yara A
6 1 Uroloji Idrar A
8 1 Erigkin YB BOS A
9 1 Uroloji Idrar A
10 1 Erigkin YB Kateter A
11 1 Uroloji Idrar A
14 1 Erigkin YB TAK A
15 1 Uroloji Idrar A
17 1 Erigkin YB Idrar A
67 1 Uroloji Idrar A
70 1 Uroloji Idrar A
78 1 Pediatri TAK Negatif
25 2 Eriskin YB Plevral sivi Negatif
2 2 Dahiliye Idrar Negatif
22 3 Eriskin YB TAK Negatif
28 4 Uroloji Idrar Negatif
35 5 Uroloji Idrar B
42 5 Eriskin YB TAK B
37 5 KVC Yara B
47 5 Uroloji Idrar B
50 5 Noroloji Balgam B
57 5 Uroloji Idrar B
59 5 Erigkin YB TAK B
65 5 Erigkin YB TAK B
36 6 KVC Yara Negatif
40 7 Pediatri Yara Negatif
84 7 Beyin Cer. Idrar Negatif
46 8 Dahiliye Idrar C
72 8 Uroloji Idrar C
87 3 Pediatri TAK ¥
99 8 Uroloji Idrar C
58 9 Pediatri TAK Negatif
69 9 Dabhiliye Balgam Negatif
82 9 Pediatri Idrar Negatif
60 10 Beyin Cer. Idrar Negatif
61 10 Beyin Cer. Idrar Negatif
93 10 Beyin Cer. TAK Negatif
96 10 Beyin Cer. TAK Negatif
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Tablo 4.5. blaPER-1 (+) P. aeruginosa suslarinda saptanan RAPD-PZR ve integron paternleri

RAPD-PZR
PATERNI | 1(14) | 58) | 8(4) 10(4) | 93) | 22) | 72| 3(1) | 4D 6(1)
(sus sayisi)

integron
Paterni | A(13) [ B(8) | C(4)
(sus sayisi)

Integron Negatif

4.7. PER-1 Enzimi Ureten Suslarda Smmf-I Integron Varhgi ve
Epidemiyolojik Degeri

blaPER-1 saptanan suglarda, siuf-1 integronlarm varhigi ve epidemiyolojik
degeri, integronlarin 5° ve 3* korunmus bélgelerine 6zgii primerler kullanilarak PZR ile
arastinildi. P. aeruginosa suslarmda, sayilan 3-4, biiytikliikleri ise yaklasik 500 bp ile
4000 bp arasinda degisen bantlar olugmustur (Sekil 4.12-Sekil 4.13). Bu veri, incelenen
suglarda say1 ve biyiikliikkleri farklilik gosteren birden fazla simf-1 integronun
bulundugunu isaret etmektedir. Bantlar farkhiliklarina gore A, B, C olacak sekilde 3

paternde incelenmistir.

g E EEE888E5

Sekil 4.13. P. aeruginosa suglarinin integron-PZR A paternleri
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5 B & S8 B88ES

Sekil 4.14. P. aeruginosa suslarinin integron-PZR B ve C paternleri

Integron (+) ve (-) suslar arasinda seftazidim MiK degerlerinde anlaml farklilik

saptanmus, integron igeren suslarda seftazidim MIK degerleri yiiksek bulunmustur.

4.8. blaPER-1’in Smif-1 Integronlarla iligkisi

blaPER-1 kaynagmin integron olup olmadigim anlamak amaciyla, blaPER-1
pozitif bulunmus, her ERIC-PZR paterninden segilen 6rmek suslarda, sinif-1
integronlarin 5 korunmug bélgesinde yer alan ve afil rekombinasyon bélgesine 6zgii
5°CS primeri ile blaPER-1’e dzgii PER-D primeri kombine edilerek PZR yapildi. Farkli
integron paternine sahip olan 3 P. aeruginosa susunda 1 kb’dan biiyiik bir tirtin olustugu
belirlendi (Sekil 4.15). Bu iiriinlerin blaPER-1 ait dizileri igerip igermedigini anlamak
i¢in 1 kb’dan biiyiik olan tirtin kalip olarak kullanilarak PER-A ve PER-D primerleriyle
PZR gergeklestirildi, sadece iki susta blaPER-1 spesifik yakla&k 900 bp’lik tiriiniin
olustugu gozlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. 1-56-72 no’lu suslarda 5°CS ve PER-D primerleri ile gergeklestirilen PZR

triinleri

Sekil 4.16. 1-56-72 no’lu suslardan elde edilen 1 kb’lik {irtiniin kalip olarak kullanildig1
PER-PZR sonuglar1
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5. TARTISMA

P. aeruginosa c¢ogunlukla hastane infeksiyonlar: etkeni olan 6nemli bir
patojendir. Ozellikle hastanede yatan ve immun sistemi ¢esitli nedenlerle zarar g6rmiis
olan hastalarda, pnémoni, iiriner sistem infeksiyonu, bakteriyemi, yara infeksiyonlar,
malign otit, menenjit ve beyin apsesi, septik artrit ve osteomiyelit, deri ve yumusak
doku infeksiyonlari, endokardit gibi klinik tablolara neden olmaktadir (30). P.
aeruginosa olusturdugu infeksiyonlara bagl yiiksek mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. Hastane infeksiyonlarmin %10-25’inden sorumlu tutulmaktadir (33).
Hastane infeksiyonlarinda bu derece 6nemli bir etken olan Pseudomonas suslari ile
olusan infeksiyonlarin tedavisi her gegen giin daha da 6nemli bir sorun olusturmaktadir
(27). Monoterapi ve kombineterapide en etkili antipseudomal ajanlar beta laktamlardir.
Major ilag olan antipseudomal beta laktamlara karsi kazamlmis direngte; efflux pompa
sistemi, dis membran gegirgenliinde azalma ve beta laktamaz iiretimi rol oynar.
Ozellikle kazamlmig GSBL’lar P. aeruginosa’da &nemli diren¢ mekanizmalaridir.
Bunlar arasinda PER-1 enzimi goriilme sikligindaki artis ve mobil genetik elemanlarca
aktanlabilmesi gibi nedenlerle son derece 6nemlidir (77). P. aeruginosa basta olmak
lizere birgok gram negatif bakteride bulunabilen PER-1 enzimi TEM ve SHV tiirevi
olmayan bir GSBL’dir. Seftazidim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonam
gibi birgok beta-laktam ajana karsi direng gelistirmektedir (102). PER-1 ilk kez 1991
yilinda Paris’te bir Tiirk hastanm idrar érmeginden izole edilen P. aeruginosa susunda
saptanmig, 1993 yilinda ise Nordmann ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir
(Nordmann P.1993).

P. aeruginosa kokenleri Aydin ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada; en sik
idrardan (%33.8), ikinci siklikta piiyden (%23.8) ve tigtincii siklikta yanik 6rneklerinden
(%20.6) tespit edilmistir (5). Turgut ve ark. yapmus olduklar galismada, P. aeruginosa
kokenlerini; %39.5 ile en sik idrardan ve %37.2 ile ikinci siklikta trakeal aspirattan,
%20.6 ile tglincti siklikta yara rmeklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir (99). Akgay
ve ark. caligmalarinda, P. aeruginosa kokenlerini %45 ile en sik trakeal aspirat
orneklerinden, ikinci siklikta %23 ile idrar 6rneklerinden, iigtineti siklikta %21 ile yara
oreklerinden elde etmiglerdir (1). Yiicel ve ark. yaptig1 bir ¢alismada P. aeruginosa
kokenlerini en sik TAK ve idrardan (%22), ikinci siklikta yara yerinden (%15), iictincti
siklikta balgamdan (%14) izole etmislerdir (112). Yaptigimiz calismada; seftazidim
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direngli hastane infeksiyonu etkeni olan P. aeruginosa suslar, en sik idrar
orneklerinden (%36), ikinci ve tglincii siklikta ise trakeal aspirat (%25) ve yara
drneklerinden (%17) izole edilmistir.

P. aeruginosa suslarmin servislere gére dagiliminin incelendigi Bayramoglu’nun
¢alismasinda; P. aeruginosa kokenleri en sik pediatri servisinden (%32.4), ikinci
siklikta yogun bakim tinitesi’den (YBU) (%9.9), tigiincii sikhikta ise genel cerrahi
servisinden (%7) elde edilmistir (8). Giindiiz ve ark. P. aeruginosa kokenlerini en sik
YBU’den (%43.3), ikinci siklikta kulak burun bogaz servisinden (%18), ii¢iincii siklikta
cerrahi servisinden (%8.6) saptadiklarini bildirmislerdir (36). Kalem ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada ise P. aeruginosa kokenleri en stk YBU’den (%33), ikinci siklikta
cerrahi kliniklerden (%22), tigiincii siklikta pediatri servisinden (%16) bildirilmistir
(51). Elde ettigimiz sonuglara gére P. aeruginosa suslar1 en sik iiroloji servisinden
(25), ikinci siklikta pediatri servisinden (pediatri yogun bakim, pediatrik cerrahi,
pediatrik infeksiyon ve pediatrik kardiyoloji) (%24) ve {iglincii siklikta eriskin yogun
bakim tinitesinden (%11) izole edilmistir.

Kolayli ve ark.’nin yedi farkl: tigtincii basamak saglik kurulusunun yogun bakim
tnitelerinden izole edilen seftazidim direngli P. aeruginosa suslarinda PER-1 tipi beta-
laktamaz enziminin sikligini saptamak amaciyla gergeklestirdikleri bir calismada IPM,
FEP ve ATM antibiyotiklerine direng oranlari sirasiyla; %60.9, %91.3 ve %98.9 olarak
tespit edilmistir (54). Aktas ve ark. hastane infeksiyonu etkeni olan 287 P. aeruginosa
susunda diren¢ oranlarmi; seftazidime %39, imipeneme %98, aztreonama %92,
sefepime %96, piperasiline %41 ve piperasilin-tazobaktama %37 olarak bildirmislerdir
(3). Bizim ¢aligmamizda da aztreonam, sefepim, sefotaksim, piperasilin, piperasilin-
tazobaktam, imipenem ve meropenem antibiyotiklerine diren¢ oranlar sirastyla; %100,
%88, %100, %67, %43, %75 ve %70 bulunmustur, Tiim bu sonuglara gére iilkemizde
seftazidim direngli P. aeruginosa’ larin diger beta-laktam antibiyotiklere de dnemli
oranda direngli oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Vahaboglu ve ark.’1 hastane infeksiyonu etkeni olan ve farkli 8 iiniversite
hastanesinden izole edilen 367 P. aeruginosa sugunda seftazidim ve gentamisine yiiksek
oranlarda direng, imipenem ve meropeneme de diigiik oranlarda direng tespit etmislerdir
(104). Zarakolu ve ark. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nden izole ettikleri 174 P.
aeruginosa susunun %74’lnde ¢oklu ilag direnci bulurken en etkili antibakteriyel

ajanlarin sirasi1 ile piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve meropenem oldugunu
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saptamiglardir (114). Kolayl ve ark.’nin 2005 yilinda gergeklestirdigi ¢ok merkezli bir
calismada; PER-1 enzimi (+) ve (-) suslarda ¢oklu diren¢ fenotipi agisindan 6nemli
farkliliklara rastlanmazken (54), Luzzaro ve ark. PER-1 enzimi tasiyan suslarda
piperasiline, ti¢lincii ve dordiincti kusak sefalosporinlere karsi yiiksek diren¢ oranlari
tespit etmigler, PER-1 enzimi igermeyen suslarin sozii edilen antibakteriyel ajanlara
duyarli olduklarim1 ve GSBL paterni sergilemediklerini bildirmiglerdir (63).
Hastanemizde izole edilen hastane infeksiyonu etkeni P. aeruginosa suslarinda
seftazidim direncinin yam1 sira PRL, TZP, ATM, CTX, IMP, MEM ve FEP
antibiyotiklerine direng ve GSBL {iretimi gibi 6zellikler incelenmis, PER-1 geni tasiyan
ve tagimayan suslarda direng profili agisindan anlamh bir fark goriilmemis, seftazidim
direngli suglarinin diger beta-laktam antibiyotiklere de biiyiik oranda direngli oldugu,
incelenen ajanlar iginde en etkili olanlarin ise piperasilin ve piperasilin-tazobaktam

oldugu belirlenmistir.

Inan ve ark. 2002 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada; 105 P. geruginosa susunun
%12’de CDST ile GSBL pozitifligi saptamistir. Calismaya dahil edilen ¢oklu direng
fenotipi gosteren 50 susda CDST ile %18 oraninda GSBL pozitifligi bulunurken, PZR
ile yapilan ¢alismada %96 GSBL pozitifligi saptanmistir (50). Era¢ B. tarafindan
yapilan calismada; CAZ, FEP, CTX, AMC ve ATM diskleri ile GSBL varlig
aragtirilmis, bu sekilde PER-1 gen varligi saptanan P. aeruginosa suglarinda %83.3
oraninda GSBL pozitifligi tespit edilmistir. Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde ¢oklu direngli 50 P. aeruginosa susunun incelendigi diger bir ¢alismada,
CDST ile %18 oraninda GSBL pozitifligi saptanirken, PZR yontemiyle %44 oraninda
PER-1 geni varlig1 tespit edilmistir (17). Calismamizda incelenen suslarda CAZ, FEP,
ATM ve PIP diskleri ile AMC diski kullanilarak GSBL varlig1 arastirildi ve bu sekilde
40 adet PER-1 (+) P. aeruginosa sugunun 20’sinde (%50) GSBL pozitifligi saptandi.
Tim bu sonuglardan hareketle P. aeruginosa’da GSBL varligi arastirilirken CDST’nih
yetersiz oldugunu sdylemek miimkiindiir. CDST ile GSBL pozitif olan 20 susda PZR ile
PER-1 (+)’liginin gosterilmesi, CDST’nin hatali pozitif sonug¢ vermediginin ancak
hatali negatif sonug¢ verebileceginin gostergesidir. GSBL tamisinda ¢ift disk sinerji
yontemi Pseudomonas’lar igin standardize edilmediginden CDST ile yalmizca tahmini

GSBL yorumu yapilabilmektedir.
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PER-1’in tanimlanmasi amaci ile yapilan birgok ¢aligmada, fenotipik yontemler
olarak IEO, antibiyogram paterni/¢ift disk sinerji testleri; genotipik yéntemler olarak da
koloni hibridizasyon, PZR, dizi analizi gibi testler birlikte kullanilmustir (24,73,102).
TEM ve SHV tiirevi olmayan PER-1 enziminin daha ¢ok P. aeruginosa ve A.
baumannii gibi ¢oklu direngli hastane infeksiyonu etkeni suglar tarafindan
sentezlenmesi ve bu suslarda ayn1 zamanda; AmpC tipi enzimlerin agir1 tiretimi, metallo
beta-laktamazlar, OXA tiirevleri gibi farkli grup B-laktamaz enzimlerin es zamanli
ekspresyonu, dis membran gegirgenliginde azalma, aktif pompa sistemleri gibi direng
mekanizmalarinin da varolabilmesi nedeni ile PER-1 enziminin fenotipik yontemler ile
taranmas1 giictiir. IEO teknigi; TEM-1 gibi beta-laktamazlarin izoelektrik noktalarinin
PER-1’e ¢ok yakin olusu ve gevre faktdrlerine duyarli bir yontem olmasi nedeniyle
tanimlamada tek basina kullanilamamaktadir. PER-1’in belirlenmesinde tercih edilen
yontemler daha giivenilir olmalari nedeniyle PZR ve dizi analizi yéntemleridir (107).

PER-1 enzimi, ilk kez 1991 yilinda Fransa’da bir Tiirk hastanin idrar 6rneginden
izole edilen P. aeruginosa susunda saptanmigtir (74). Danel ve ark 1991-1993 yillari
arasinda Ankara’da, seftazidim diren¢li 14 P. aeruginosa susunda IEO, koloni
hibridizasyon, PZR ve dizi analizi yaparak PER-1 enzimine rastlamigslardir (18).
Vahaboglu ve ark.’nin PER-1 prevalansini arastirmak amactyla 3 aylik bir periyotta
tilkemizin farkli bolgelerindeki 8 finiversite hastanesini kapsayan g¢aligmalarinda; P.
aeruginosa (367), Acinetobacter spp.(72) ve K. pneumoniae (92) tiirlerinde koloni
hibridizasyon ve IEO tekniklerini kullanilarak P. aeruginosa’da %11, Acinetobacter
spp.’de %46 oraninda PER-1 pozitifligini belirlerken, K. pneumoniae suglarinin
hicbirinde PER-1 enzimi tespit edememislerdir (102). Ulkemizde ii¢ farkli hastaneden
tic aylik bir siiregte izole edilmis hastane kaynakli P. aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii suslarinda, PER-1 pozitifligi oram sirasiyla %23,7 ve %62 olarak tespit
edilmistir (105).

Orta Fransa’da 2001-2002 yillann arasinda 9 hastanenin katihmiyla
gerceklestirilen ¢alismada, toplam 5304 seftazidim direngli P. aeruginosa susundan
37’sinde (%0.7) blaPER-1 varlig: tespit edilmis, birgok merkezde salginlara neden olan
bu suslardan ¢ogunun aymi ya da benzer genotipik profile sahip olduklar1 ortaya
konmustur (19). Kuzey Italya’da 1995-2000 yillar1 arasinda alt1 hastaneden izole edilen,
genis spektrumlu sefalosporinlere ve monobaktamlara direngli, CDST ile GSBL

pozitifligi saptanmig ve nozokomiyal salgin etkeni olan 44 P. aeruginosa susundan 20
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tanesinin PER-1 enzimi irettigi belirlenmistir (77). Aktag ve ark.’na ait farkli bir
¢alismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim servislerinden 1999-2000
yillar1 arasinda izole edilmis P. aeruginosa suslarinda seftazidim direncinden sorumlu
olabilecek PER-1 enzim orani %86, OXA-10 enzimi orami %55, PER-1 ve OXA-10
enzimi birlikteligi %48 oraninda bildirilmistir (3). Bu oran, giiniimiize kadar seftazidim
direncli P. aeruginosa suslarinda saptanmis en yiiksek PER-1 enzim {iretim oranidir.
Incelenen sus sayisin kisitli olmast, blaPER-1(+) suslarin %60’ mun iki farkli klonun
iiyesi olmasi ve sadece yogun bakim kaynakl suslarin incelenmesi gibi etkenler PER-1
oraninda belirgin bir yiikseklige neden olabilir. Kolayli ve ark. 2005’te 7 farkl
{iniversite hastanesi yogun bakim servisinden izole edilen 92 adet P. aeruginosa
susunda, IEO ve PZR teknikleri ile PER-1 oranini %55 bulmuglardir (54). Zarakolu ve
ark’nin Hacettepe Universitesi’nden yaptiklar1 bir bagka galigmada; hastane infeksiyonu
etkeni olan 67 P. aeruginosa susunda %22. 7 oraminda blaPER-1 saptanmis, PFGE’de 8
farkli patern gozlenmistir (115). Mirsalehian ve ark. Iran’da yaptiklan bir ¢aligmada,
170 P. aeruginosa susunun 148’inde ¢oklu ilag direnci bulurken 67 susta GSBL
pozitifligi saptamis, bunun da %49’unun PER-1 enzimi oldugunu géstermislerdir (68).

Hastanemizde blaPER-1’e 6zgii primerler kullanilarak yapilan PZR sonuglarina
gore; hastane etkeni seftazidim direngli P. aeruginosa suglarinda %40 oraninda blaPER-
I varlig tespit edilmistir. blaPER-1 tasiyan suslardan higbirinde seftazidim MIK
degerinin 64 ug/ml’nin altinda olmamasi bu enzimin seftazidime kars1 yiiksek etkinligi
oldugunu ortaya koymaktadir.

PER-1 grubu enzim iireten suglarin klonal yakinliklarini ve epidemiyolojik
ozelliklerini saptamak i¢in yapilan ¢aligmalar arasinda; Kolayli ve ark’1 92 seftazidim
direngli P. aeruginosa susundan PER-1 enzimi tasiyan 7 susta ERIC-PZR ile klonal
iliski arastirmis ve PER-1 enziminin multiklonal yayilim gosterdigini rapor etmislerdir
(54). Istanbul Universitesi Hastanesi’nde blaPER-1 igeren 42 P. aeruginosa susunun
klonal yakinliginin ERIC-PZR ile arastirildigi diger bir ¢aligmada; 16 farkli bant paterni
saptanmis, bu suslardan 25’inin (%60) iki farkli paternin tiyesi oldugu anlasilmis ve
hastalar arasinda klonal olarak iliskili suslarin yayildig1 sonucuna varilmistir (3). Erag
ve ark. 2007°de PER-1 tipi GSBL enziminin gram negatif bakterilerde molekiiler
epidemiyolojisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, blaPER-1 varlifl saptanan P. aeruginosa
suglarinin ERIC-PZR ydéntemiyle, baglica iki klonun tiyesi olduklar: anlagilmistir. Elde

edilen veriler PER-1 enzim prevalansimin yiiksek olugundan biiyiik &l¢tide klonal
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yayllim gésteren P. aeruginosa suslarinin sorumlu oldugunu.dﬁgﬁndﬁrmektedir (25).
Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen P. aeruginosa suglarmin klonal iligkilerini saptamak i¢in yaptigimiz bu
calismada; 10 farklh bant paterni tespit edilmis ve bu suglarin baslica dért klonun iiyesi
olduklar1 sonucuna varilmigtir. RAPD-PZR yoéntemiyle Grup 1 (n:14), Grup 5 (n:8),
Grup 8 (n:4), Grup 10 (n:4) ana klonlarinin yani sira birkag sus igeren alt gruplar
belirlenmistir. Bu verilere gore P. aeruginosa suglarmin 22’sinin (%55) iki farkli
paternin iyesi oldugu ve bu ana paternlerde yer alan suslarin biiyiik ¢ogunlugunun
tiroloji ve eriskin yogun bakim servislerindeki hastalarin idrar ile TAK 6rneklerinden
izole edildikleri tespit edilmistir (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5). Hastanemizde blaPER-I
prevalansinin  yiiksek olmasinin biiylik 6lgtide klonal yayilimla iligskili oldugu
distiniilmektedir.

Integronlar, antibiyotik direng gen kasetlerinin bolgeye 6zgii rekombinasyon ile
bakteri igerisine girmesini saglayarak ozellikle gram negatif bakterilerde antibiyotik
direncinin yayilmasindan sorumlu hareketli genetik yapilardir. Direng genlerinin
yayiliminda bu derecede énemli rol oynayan sinif-1 integronlar1 saptamak igin yapilan
caligmalar arasinda 1998’te Martinez ve ark.’min yaptiklari bir c¢alismada; P.
aeruginosa’da smif -1 integron oram yaklasik %11 bulunmus, gen kasetlerinin yaklasik
450 bp blytkliglinde oldugu, integron tasiyan suglarda seftazidim ve aztreonam
antibiyotik diren¢ oranlarinin istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmustir (64). Severino ve ark. Brezilya’da YBU’den izole edilen ¢oklu ilag direnci
gosteren 85 P. aeruginosa susunda, smif-1 integron oranini %63 bulurken bazi suslarda
5 gen kasetlerinin varliini gostermis, gen kasetlerinin biiytikligiintiin 200-3000 bp
arasinda degistigini integron (+) suglarda istatistiksel olarak seftazidim, imipenem,
siprofloksasin, gentamisin direng oranlarinin integron (-) suglara oranla ¢ok daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (95). Brezilya’nin konu ile ilgili ilk ¢alismasini yapan Fonseca
ve ark. 2005’te, 106 P. aeruginosa susu ile smif-1 integron varhigim %41.5 susta
gosterirken bunun %34’iintin gen kaseti tasimadigina isaret etmisler, gen kaseti
tasiyanlarda kasetlerin buytikltigtiniin 800 bp ile 3 kb arasinda degiskenlik gosterdigini
saptamiglardir (29). Gu Bing ve ark. 2007°de iki yillik bir periyotta 4 farkli merkezden
rastgele sectikleri 98 P. aeruginosa susindan 40 tanesinde simif-1 integron tespit
etmisler, suslarda anlamli derecede aminoglikozit, kinolon ve beta laktam

antibiyotiklere diren¢ g@stermislerdir (32). Xu ve ark. 118 imipenem direngli P.

37



aeruginosa’da 74 susta smif-1 integron saptamis, integron tagiyan suglarda ¢oklu ilag
direng oranim %93.2, tasimayan suslarda ise bu oram %18.2 bulmuglar, integronlarda
879 bp ile 2655 bp biiyiikliigiinde 7 farkli gen kasetine rastladiklarini bildirmislerdir
(111). Dokuz Eyliill Universitesi’nde 6 yillik bir periyotta CAZ direncgli 117 P.
aeruginosa susunda sayilari 4-10, biiyiikliikleri ise yaklasik 4000 bp ile 100 bp arasinda
degisen gen kasetlerine sahip integronlar saptanmistir, P, aeruginosa suslarimin ERIC-
PZR ybntemiyle, biiyiik ¢ogunlugunun baglica 2 klonun liyesi olduklari anlasilmus,
blaPER-1 saptanan P. aeruginosa suslarinda 12 farkh integron paterninin olustugu
saptanmustir. P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda farkli ERIC-PZR paternleri
sergileyen suslarin genelde farkli integron igeriklerine sahip olduklar1 gézlenmistir (25).
Pek ¢ok galismada da, aymi genotipe sahip suslarda farkl integronlar saptandigi gibi,
farklr genotiplere sahip iliskisiz suslarda da aym integrona rastlanmigtir (91). Bu bilgiler
1518inda, hastanemizde izole edilen blaPER-1 pozitif suslarda, integronlarin 5° ve 3’
korunmus bélgelerine 6zgii primerler ile elde edilen PZR sonuglarinda, 3 farkli integron
paternine sahip 25 adet P. aeruginosa susu saptanmistir. Bu suslarda sayilar1 3-4,
biiytikliikleri ise yaklagik 500 bp ile 4000 bp arasinda degisen gen kasetlerine sahip
integronlar tespit edilmistir. Integron PZR ile ERIC-PZR sonuglar karsilastirilmas, 1
sus diginda integron paterni ile ERIC-PZR paternlerinin uyumlu oldugu sonucuna
varllmig ve uyumsuz olan susta integron paternine rastlanmamugtir. Integron (+)
suslarda seftazidim MIK degerleri integron (-) suglara kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek bulunmustur.

Birgok ¢alismada TEM veya SHV tiirevi olmayan GSBL’ler grubunda yer alan
VEB, GES ve IBC gibi enzimlerin smif-1 integronlarin iceriginde yer alan genler
tarafindan kodlandigi gosterilmistir. Dubois ve ark. 2002 yvilinda P. aeruginosa
suslarinda GES-1 enziminin smif-1 integronlar ile tagindigimi bildirmiglerdir (22).
Mavrodi ve ark. tiriner sistem infeksiyonu etkeni 555 P. aeruginosa susunda IBC enzim
genlerinin sinif-1 integronlar yardimi ile aktarildigina isaret etmislerdir (65). Poirel ve
ark. 2003 yilinda klonal olarak iliskili 12 P. aeruginosa susunda VEB-1 geninin
integronla tagindigim bildirmislerdir (82). PER-1 iireten gesitli suslarda gergeklestirilen
arastirmalarda, blaPER-1’in kromozomal veya plazmit kaynakli oldugu ortaya konmus
ancak blaPER-1 ile integronlarm iliskisi gosterilememistir (81). Era¢ B. ve ark’lan
yaptiklari bir ¢aligmada, 1 P. aeruginosa susunda blaPER-1’in smf-1 integronlar

tizerinde oldugunu gdstermiglerdir (25). Benzer calismalar kaynak alinarak
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hastanemizde izole edilen P. aeruginosa suslarinda blaPER-I ile simif-1 integronlarin
iligkisi aragtirlmugstir. Farkli RAPD-PZR paternlerine sahip blaPER-] tasidig1 saptanan
3 P. aeruginosa susunda smif-1 integronlarn korunmus bélgelerine ve blaPER-1’e
0zgii primerler kombine edilerek PZR uygulanmistir. Ug P. aeruginosa susunda
yaklagik 1 kb’lik bir {irlin elde edilmesi ve bu tiriiniin kalip olarak kullamildigi PZR ile 2
susda blaPER-I’e ozgi yaklasik 900 bp’lik bant olusmasi; blaPER-1'in smuf-1
integronla iligkili olabilecegini gdstermistir.

blaPER-1’in integron gibi hareketli genetik elemanlarin yapisinda yer almasi,
farklt tiirler veya aymi tiiriin tdiyeleri arasinda yayilimini hizlandirici bir rol
oynamaktadir. Ayrica blaPER-1 ile iliskili bulunan integronun yapisinin aydinlatilmasi,
molekiiler direng mekanizmalari hakkinda daha ayrintili bilgi edinilmesine katkida

bulunacaktir.

59



6. SONUC ve ONERILER

1. Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde cesitli klinik rneklerden
izole edilen, seftazidim direngli hastane infeksiyonu etkeni olan 100 adet P. aeruginosa

susunda PER-1 enziminin varlig1 arastirild

2. Bu suglarin antibiyotiklere duyarliliklarini belirlemek igin yapilan CDST sonuglarina
gore; seftazidime direngli olan P. ageruginosa suslarinin diger beta-laktam
antibiyotiklere de biiytik oranda direngli oldugu, incelenen ajanlar igerisinde piperasilin

ve piperasilin-tazobaktamin en etkili antibiyotikler oldugu tespit edildi.

3. P. aeruginosa suglarinda seftazidim direncine sebep olan PER-1 enziminin
belirlenmesi igin PER-A ile PER-D primerleri kullanilarak PZR gerceklestirildi ve
blaPER-1 tasima orani %40 olarak saptandu.

4. blaPER-1 saptanan suslarda seftazidim MIK degerinin 64 pg/ml ve iizerinde olmasi

PER-1 enziminin seftazidime kars: yiiksek etkinligi oldugunu gosterdi.

5. CDST ile PER-1 (+) P. aeruginosa suglannin yalnizca %50’sinde GSBL pozitifligi
saptanmasi; ¢ift disk sinerji testinin PER-1 tipi beta-laktamazlarin tamimlanmalarinda

yeterli ve giivenilir olmadig1 sonucunu destekledi.

6. Suslarin klonal yakinliklarim tespit ettifimiz RAPD-PZR sonuclarma gére; %55
oraninda endemik iki biiylk klonun saptanmasi ve bu gruplardaki suslarin izole
edildikleri servislerin benzer olmasi, blaPER-1 igeren suslarm klonal yayilm
gosterdigine isaret etmektedir. Bu durum, suslarin yayilimini kontrol etmek icin

infeksiyon kontrol énlemlerine 6zenle uyulmas: gerektigini ortaya koymaktadir
7. blaPER-1 tastyan suslardaki antimikrobiyal direng genlerinin yayiliminda énemli rol

oynayan smif-1 integronlarin varligt PZR ile arastirildi. Biiyiikliikleri 500 - 4000 bp,

sayilar1 3 ile 4 arasinda degisen 3 farkli integron paterni tespit edildi.
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8. P. aeruginosa’da farkli RAPD-PZR paternleri sergileyen suslarin genelde farkli
integronlar igerdikleri ve RAPD grup temsilcisi olan 2 susda blaPER-1’in smf-1
integronla iligkili olabilecegi tespit edildi. Bu iligkinin DNA dizi analizi gibi molekiiler

yontemler kullanilarak desteklenmesinin faydali olacagi diistiniilmektedir.

PER-1 enziminin integronlar tarafindan taginmasi; antibiyotik direncinin hizli
yayilmasina ve farkli diren¢ genleriyle bir arada bulunma olasiliinin artmasina yol
agmaktadir. blaPER-1 gibi direng genlerinin tasinmasinda rol oynayan genetik
elemanlarin  yapilarinin  aydinlatilmasi; molekiiler diren¢  mekanizmalarinin
anlagilmasma, tedavide basarisizlikla sonuglanan hastane infeksiyonlar: igin kontrol

onlemlerinin olusturulmasina ve tedavi siire¢lerinin diizenlemesine katk: saglayacaktir.
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