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OZET

Pseudomonas aeruginosa KINiK iIZOLATLARINDA
BETA-LAKTAMAZ D iRENQ GENLERI iLE INTEGRONLARIN
BELIRLENMESI VE BAZI BiTK i EKSTRELER iNiN DIRENGL iZOLATLAR
UZERINE ETK iSININ ARASTIRILMASI

Esma AKYILDIZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danismani: Yrd. Dog. Dr. Fatih Saban BERIS

Bu doktora tez ¢alismasinda, 91 Pseudomonas aeruginosa klinik izolatinfldaktamaz
direng genleri ve integronlar arastirildi. Ayrica direngli izolatlar lizerinde bazi bitki ekstrelerinin
etkileri agar kuyucuk yontemiyle belirlendi. blargy, blasyy, blacrxomi, blacrxme, blages, blayes,
blapgr 2, Dlaper.1:3.4.5, blapgr.s, blaxec, blane, blaviv, blanpw.i, blaoxa2s, blaoxaso, blaoxa.ss,
blagxa.si, blaoxass, blagme.i, blasmii, blagpm.; ve blacyy’yi igeren B-laktamaz direng genleri
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirildi. Sinif 1 ve Smif 2 integronlarini tespit etmek
icin sirastyla 5'-CS/3'-CS, hep51/hep74 degisken bolge primerleri kullanilarak PZR yapildi.
PZR ¢alismalar1 sonucunda blargy.;, blapgr.1, blayn, blaym.ss blanpw.; genleri tespit edildi ve
baz dizin analizi ile dogrulandi. 91 P. aeruginosa izolatinin 33’{inde Sinif 1 integron gen kaseti
tespit edildi. Tespit edilen integronlarin AacA4, AacA4/OXA-2benzeri, AAC(6')-
Ib/AacA4/AadA7e, AacA4ACE'IB', GcuD/AAC(6")-1/QacK AacA4AadAl, VIM-38AAC(6')-
Ib/EmrEaadAl gen kasetlerini igerdikleri baz dizin analizi ile belirlendi. BirP. aeruginosa
klinik izolatinda 3,239 bp biiyiikliigiinde metallo B-laktamaz (MBL) geni iceren yeni bir gen
kaseti blayn.3/AAC(6')-Ib/EmrE/aadAlgen kaseti tespit edildi. Izolatlarin higbirinde Sinif 2
integron belirlenmedi. REP-PZR ile tiim izolatlar 9 farkli grup altinda toplandi. Ribes rubrum
Prunus divaricata veDuchesnea indica’nimeyve, Punica granaturiun yaprak ve Vitis
vinifera’nin taze silirgiin kisimlarinin metanol Oziitlerinde direng genleri ve direng gen
kasetlerini tasiyan klinik P. aeruginosa suslari iizerine inhibisyon etkisinin bulundugu

belirlendi.

2016, 117 sayfa
Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosLaktamaz Direng Geni, Integron, Inhibisyon
Etkisi.
I



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BETA-LACTAMASES GENES AND INTEGRON CASSETTES
IN Pseudomonas aeruginosa CLINICAL ISOLATES AND EFFECTS OF SOME PLANT
EXTRACT ON RESISTANT ISOLATES

Esma AKYILDIZ

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Ph. D. Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Fatih Saban BERIS

B-lactamase genes and integrons in clinical isolates of 91 Pseudomonas aeruginosa
were investigated for in this PhD thesis. And also, inhibitory effects of 15 plant extracts on
resistant isolates were determined by the agar well method. P-lactamase resistance genes
including blargm, blasuy, blactxmi, blactxm, blages, blaves, blaprra, blaper.134.5, blaper.s,
blakpec, blapep, blay, blaxpw., blaoxazs, blaoxa4o, blaoxas, blaoxa-si, blaoxass, blagm.i,
blagm.1, blagpm.; ve blacyy were determined by PCR. Class I and Class II integron cassette were
amplified by PCR with 5'-CS /3'-CS and hep51/hep74 variable region primers, respectively.
blargm.;, blaper.1, blayms, blayniss, and blaypy.; were determined and verified by DNA
sequenced. Class I integron casette including 91 isolates as AacA4, AacA4/OXA-ZAike,
AAC(6')-Ib/AacA4/AadA7e, AacAAACE'IB', GcuD/AAC(6’)-I/QacK AacA4AadAl and
VIM-38/AAC(6')-IbEmrEaadAlwas found in 33 isolates but no Class II ones. A novel gene
cassette array blayn.3s/AAC(6')-1Ib/EmrE/aadAl with an metall-lactamase (MBL) gene was
detected in a P. aeruginosa clinical isolate as 3,239 bp. All isolates were classified into 9
different groups by REP-PCR. Extract from fruits, leaves, flowers, and/or young branches parts
of 15 different plants were used to determine growth inhibitory effect on resistant isolates.
Extract from R. rubrumfruit, P. divaricata fruit, D. indica fruit, P. granatumleaf, and V.
vinifera young branches were observed against clinical P. aeruginosastrains which carrying

resistance genes and resistance gene cassettes.

2016, 117 pages
Keywords: Pseudomonas aeruginggiaLactamase, Integron, Inhibitory Effect
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1. GENEL BILGILER

1.1. Gris

Antibiyotikler, bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlara karsi miicadele etmekte
klinik 6nem tasimaktadir. Firsat¢1 bakteriyel bir patojen olan PSeudomonas aaginosa
(P. aeruginosa)’da cgitli mekanizmalara bagli olarak gelisen antibiyotik direnci
tedavide giigliiklere yol agmakta ve hizla yayilmaktadir. Direncinin en yaygin tiiriine -
laktam halkasinin hidrolize edilmesiyle [B-laktam antibiyotikleri inaktive eden f-
laktamaz tireten bakteriler sebep olmaktadir. Bu gibi enzimler B-laktam isimli
antibiyotiklerin belirli bir sinifin1 inaktive edebilir. Antibiyotik direnci spontan genetik
mutasyonlarla ve antibiyotik diren¢ markirlar tasiyan genlerle gelisebilir. Bakteriler -
laktam antibiyotiklere dogal olarak veya diger bakterilerden diren¢ genlerini edinerek
ya da de now mutasyonla diren¢ edinebilirler. Direng genleri integron gen kasetleri
icerisinde de yer alabilmektedir. Son zamanlarda patojenik organizmalara karsi artan
antibiyotik diren¢ problemi yeni antibiyotik ajanlar i¢in dogal bitkisel iirtinlerin kesfine

yol agmustir.

Bu doktora tez c¢alismasinda, ¢oklu ilag direngli P. aeruginosa klinik
izolatlarinda [-laktamaz direng genleri ve integron gen kasetlerinin molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaclandi. Ayrica bazi bitki ekstrelerinin direngli izolatlar
tizerindeki etkisi arastirildi. Enfeksiyon etkeni P. aeruginosaiin sahip oldugu direng
mekanizmasi sebebiyle tedavi secenekleri sinirlidir. Yayilimini 6nlemek icin antibiyotik
direng paternlerinin belirlenmesi tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve antibiyotik
kullanim politikalarinin yeniden gozden gegirilmesi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
giinlerde bakterilerin antibiyotik direnci artan Onemli bir saglik problemi haline
gelmistir. Bunun i¢in glinlimiizde yapilan ¢alismalarda bitkilerin antimikrobiyal etkileri
arastirilarak enfeksiyonlarla miicadele etmekte alternatif yollarin olusturulmasi

amagclanmaktadir.



1.2. Pseudomonas aeruginosa

1.2.1. Tarihcesi

Giiniimiizde P. aeruginosa olarak bilinen firsatgr bakteriyel patojen, iiretilen
kiiltiir esnasinda karakteristik mavi-yesil renginden dolay: tarih boyunca ¢esitli isimler
aldi. Se’dillot 1850°de ilk kez cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk degisimini
transfer edilebilir bir ajanla iligkilendirdi. Mavi renkten sorumlu pigment 1860°da
Fordos tarafindan tespit edildi. 1862°de Lucke bu pigmenti ilk kez ¢ubuk seklindeki
organizmalarla iligkilendirdi. P. aeruginosal882’ye kadar saf kiiltiir olarak izole
edilemedi. Ancak 1882’de Gessard’in ¢alismalari ile saf kiiltiir olarak izole edilmistir.
1889-1894 tarihleri arasinda birkag raporda P. aeruginosa Bacillus pyocyaneys
hastalarin yaralarindaki mavi-yesil irin etkeni olarak nitelendirildi (Lister vd., 2009).
1990°da Migula, Yunanca anlami yalanci olan 'pseudo' ve birim anlaminda kullanilan
'monas' terimlerinden olusan Pseudomonaganimimi cins adi olarak; Pseudomonas
pyocyanea tanimini ise tiir ad1 olarak kullannstir (Besli, 2013). 1897°de Hitschman ve
Kreibich, 1917°de Frenkel ve 1925’te Osler patojen bir bakteri oldugunu
tanimlamiglardir. 1926 yilinda Dooren de Jong, Pseudomonasirlerini, ¢esitli organik
bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanimina dayanan fenotipik 6zelliklerine
gore siiflandirmistir (Sen ve Halkman, 2006). 1960’11 yillarin sonlarinda DNA-DNA
hibridizasyon tekniklerinin gelismesiyle birlikte fenotipik siniflandirma tanimlanmistir
(Besli, 2013). 1973 yilinda Palleroni ve c¢alisma arkadaslari, niikleik asit hibridizasyon
deneylerini genisleterck Pseudomondkri rRNA homolojilerine goére 5 gruba

ayirmiglardir (Palleroni vd., 1973).

1.2.2. Mikrobiyojik Ozellikleri

Proteobacteria subesinde, Gamma Proteobacteria sinifi, Pseudomonadales
takimi, Pseudomonadaceae ailesi ve Pseudomonasinsinde yer alan P. aeruginosa suda
ve toprakta yasayan nonfermentatif, sporsuz, polar flagellalar ile hareketli, diiz veya
hafif kivrimli, aerob, karakteristik olarak ciftler halinde, 0,5-1,0 pm eninde 1,5-5,0 um

boyunda Gram negatif comaklardir. /n vitro kosullarda, inci beyaz1 koloni goriintiisii ve



kiiltiirlerin cogunda, triptofandan 2-aminoasetfenon iiretimine bagli olarak iiziim benzeri

koku olusturmasi ile taninir (Murray vd., 2010; Ustagelebi, 1999).

P. aerugnosa karbonhidratlari fermente etmediginden glikoz, ksiloz gibi
sekerlere oksidatif etki gosterirken maltoz, laktoz, siikroza ve nisastaya etki etmezler.
Oksidaz, katalaz, sitrat, L-arjinin dihidrolaz pozitifken, L-lizin dekarboksilaz ve L-
ornitin dekarboksilaz negatiftir. Oksidaz pozitif olmalar1 ile Enterobacteriaceae
familyasindan ayrilirlar. Indol ve H,S (hidrojen siilfiir) olusturmaz, metil kirmizis1 ve
Voges Proskauer testi negatiftir. Asetamini deamine ederek amonyak olusturur. Nitrati
nitrite indirgerler ve koagiile plazma ve jelatini eritip parcalarlar. Potasyum siyaniire
direnglidir (Sen ve Halkman, 2006). Kanli agarda iireyen klinik izolatlar hemoliz
olustururlar ve siklikla beta hemolitiktirler (Bilgehan, 2004). Optimal lireme sicakligi
37°C olan P. aeguginosa’nin dger bazi tiirleri 42°C’de de {irerler, 4°C’de iiremezler
(Ustagelebi, 1999).

Pseudomonas suslarinin  ¢ogu  kiiltiir ortaminda pigment iretirler. P.
aeruginosa’m irettigi mavi bir pigment olan piyosiyanin (fenazin pigment) hidrojen
peroksit ve stiperoksidin iiretimini katalize eder. Sari-yesil bir pigment olan piyoverdin
(florasan pigment) demiri baglayan bir siderofordur. Demirin az oldugu ortamlarda
pigment tretimi artmaktadir. P. aeruginosa’nin bu iki pigment {iiretimi ile agar
kiiltlirlerinde mavi-yesil renk olusturmasi karakteristik 6zelligidir (Besli, 2013; Murray
vd., 2010). Pigment olusumunu aciga ¢ikarmak i¢in King A ve King B besiyerleri
kullanilir. King A besiyerinde yer alan magnezyum kloriir ve potasyum siilfat florasan
tiretimini baskiladig1 i¢in kiiltiirlerde gézlenen mavi-yesil piyosiyanin pigment iiretimi
tiire 6zgiidiir. Daha az oranda tuz igeren King B besiyeri ortaminda piyoverdin olusumu
belirginlesir ve ultraviyole 151k altinda incelenmesiyle yayilan pigment olusumu ile
karakterize edilir. Piyoverdin suda c¢oziinebilen ve besiyerine diffiize olabilen bir
pigmenttir. Suda ¢oziinen ancak kloroformda ¢oziinmeyen bir fenazin pigmet olan
parlak kirmizi renkteki piyorubin bazi P. aeruginosa suslari tarafindan iretilir.
Piyomelanin, kahverengi-siyah renkli P. aeruginosa tarafindan iretilen sik

gozlenmeyen bir pigmenttir (Sen ve Halkman, 2006).



1.2.3. Virulans Faktorleri

Firsat¢1 bir patojen olarak kabul edilen P. aeruginosa yapisal bilgenler, toksin
ve enzim formunda ¢ok sayida viriilans faktorii salgilayabilmektedir (Driscoll vd., 2007;

Moore ve Flaws, 2011).

1.2.3.1. Kirpik (Flajella)

Doku ylizeyi ile ilk etkilesimde rol oynayan onemli bir virlilans faktorii olan
flajella, hareketliligi de saglar. Bakterinin adezyonunu epitel hiicresi membrani bileseni
olan asialo-gangliozid M1 (aGM1)’e baglanarak yapar (Karatuna ve Yagci, 2008).
aGM1 ekspresyonunun daha ¢ok epitel hasar1 sonrasi1 ve hiicre yenilenmesi esnasinda
gerceklesmesi, P. aeruginosa’nin hasarli solununum yoluna adhere olma sebebini

aciklamaktadir (Moore ve Flaws, 2011; Plotkowski vd., 2001).

Kirpik P. aeruginosa’nin kolonizasyonunun bgarisindan sorumludur ayrica
giiclii immiinojen olmasi sebebi ile kronik P. aeruginosaenfeksiyonlarinda konak
bagisik yanitindan kagmak i¢in kirpiksiz mutantlar se¢ilmektedir (Karatuna ve Yagci,

2008).

1.2.3.2. Pili (Rmbria)

P. aeruginosa’nin epitellere tutunmadan sorumlu olan piluslar ve hiicre yiizeyi
yapilar1 olmak {lizere iki tane protein adenizini vardir. P. aeruginosa’da sgirme
(twitching) seklinde hareketten sorumludur. Bakteri viriilansinda rol aldig1 ayrica
sitotoksitede etkisi oldugu goriilmiistiir. Piluslar da tipki kirpikler gibi epitel hiicre
yiizeyinde asitsiz gangliosid reseptorler (asialo GM1) yapilarina baglanir. (Karatuna ve

Yagci, 2008).
1.2.3.3. Lpopolisakkarid
P. aeruginosa’nin ¢gtli suslarin1  gruplandirirken lipopolisakkarit (LPS)

yapisinda, somatik (O) antijenleri kullanilir. P. aeruginosa sslari, baz1 kosullarda
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polisakkarid kapsiil yapar. Slaym ya da glikokaliks denen bu yap1 alginatla sonlanan ve
tekrar eden yapilar seklinde mannuronik asit ve glukuronik asitten olugmaktadir.
Bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenen bu karbonhidrat konak savunmasindan
bakteriyi korur. Endotoksik aktiviteden sorumlu lipid A bileseni organizmanin biyolojik
etkisini diizenler. Lipid A diger bakteri lipopolisakkaritleri gibi organizmanin biyolojik

etkisini diizenler (Ustagelebi, 1999).

1.2.3.4. Aljinat

B-1,4 D-mannuronik asit ve L-glukronik asidin tekrarlayan polimerlerinden
meydana gelen ekstraseliiler polisakkarittir. Bu yapt mukoid koloninin fiziksel
gorlntiisiinli vermektedir. Mukoid suslar tarafindan asir1 miktarda {iiretilen aljinat
bakteriyi fagositozdan ve antibiyotiklerden korumanin yan1 sira konagin bakteriye karsi

yanitini da zayiflatir (Karatuna ve Yagci, 2008; Pitt vd., 2006; Murray vd., 2010).

1.2.3.5. Proteadr

P. aeruginosaklinik suslarinda ¢ok sayida proteaz aktivitesi bilinmektedir.
Bunlardan en fazla arastirilan elastaz ve alkalin proteazdir. Elastaz elastin i¢eren doku
hasarindan sorumludur. Las A (serin proteaz) ve Las B (¢inko metalloproteaz) olmak
lizere elastini sinerjistik olarak indirgeyebilen iki enzimden olusmaktadir. Akciger
parankim hasarina ve hemorajik deri lezyonlarina neden olur. Kronik Pseudomonas

enfeksiyonlarin cogunda elastaza karsi antikor saptanmistir (Besli, 2013; Pitt vd., 2006).

Alkalin proteaz ise doku hasarina ve konak bagisik yanitina etkili etkili olan P.
aeruginosa gyillimina da neden olur. Proteaz IV 6zellikle P. aeruginosa’nirkeratitinin
patogenezine katildigi bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda proteaz IV’iin
stirfaktan proteinleri A, D ve B’yi yikarak akciger enfeksiyonlarinin patogenezinde de

rol aldig1 gosterilmistir (Ustagelebi, 1999; Murray vd., 2010; Karatuna ve Yagci, 2008).



1.2.3.6. Fosfolipaz C

Doku hasarmm kolaylastiran fosfolipaz C bir hemolizindir. Iki ¢esit hemolizini
bulunmakta olup fosfolipaz C 1siya duyarli olan, 1siya direngli olan ise bir glikolipittir.
Her iki madde sinerjik hareket ederek lipidleri ve lesitini hasara ugratir, nekroz yaparak
enfeksiyon dokusunun igine girmeye (invazyon) yardim eder (Murray vd., 2010;

Ustagelebi, 1999).

1.2.3.7. Ramnolpid

Istya dayanikli olan ramnolipid bir tiir hemolizindir. Ramnoz ve beta-
hidroksidekanoid asitten ibaret olan ramnolipid deterjan benzeri bir etki gostererek
akciger siirfaktani fosfolipidlerini ¢oziiniir hale getirir ve fosfolipaz C’nin etki etmesine
yardimci olur. Ayrica mukosiliyer taginimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (Pitt vd.,

2006; Salyers ve Whitt, 1994).

1.2.3.8. Ekzotoksin A

Ekzotoksin A hiicre digt bir enzim olup patojen P. aeruginosakdkenleri
tarafindan {iretilen en 6nemli bir viriilans faktorii oldugu distiniilmektedir. Etkisini
Okaryotik hiicrede elongasyon faktor 2’yi (EF-2) inhibe edip protein sentezini bozarak
gostermektedir (Pitt vd., 2006; Wick vd., 1990). Invazyondan ve doku hasarindan
sorumlu olan Ekzotoksin A’nin konak yanitini baskilayic1 6zelligi de gosterilmistir

(Vidal vd., 1993; Woods vd., 1983).

1.2.4. Epidemyoloji

Genis sicaklik araliginda treyebilen Pseudomonastiirleri farkli besin
kaynaklarini kullanabilmeleri sayesinde dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Cok az
besine gereksinim duyarlar. Fiziksel ve kimyasal sartlara ve antibakteriyel ajanlara
toleransli olmalar1 nedeniyle tehlikeli firsat¢1 bir patojen haline gelebilmektedir (Besli,
2013). Ozellikle nemli ortamlarda kolay iireyebilir. P. aureginosa, 6zellikle immiin
sistemin baskilandig1 hastalarda, agir yanik durumlarinda ve yaslhilarda hastalik
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olusturan ve daha ¢ok hastane enfeksiyonlarma (Nazokomiyal) neden olabilen énemli
firsatg1 bir patojendir. Bir¢ok antibiyotige ve dezenfektana karsi direnclidir. Solunum
destek cihazlari, lavabolar, paspaslar, temizleme solusyonlar1 gibi hastanede kullanilan
cesitli ekipman ve malzeme P. aureginosai¢in rezervuardir (Berthelot vd., 2001;
Morrison ve Wenzel, 1984; Pitt vd., 2006).

1.2.5. Yaptgl Hastaliklar

Firsatg1 bir patojen olarak kabul edilen P. aeruginosa insanlarda enfeksiyonlara
neden olmaktadir (Ustagelebi, 1999). P. aeruginosa’nin neden oldugu bglica

enfeksiyonlar sunlardir:

1.2.5.1. Deri ve Yunusak Doku Enfeksiyonlari

Birincil deri enfeksiyonlarna neden olan P. aeruginosa ayrica yanik
enfeksiyonlarinda sik etkenlerden biri olarak karsimiza cikmaktadir. ileri derecede
yanig1 olan hastalarda yaranin kolonizasyonu, genellikle lokalize damar hasari, doku
nekrozu (doku hasar1) ve ardindan bakteriyemi (kana bakteri karisimi) ile
sonuclanmaktadir. Kontamine sularla (havuz, termal sular, jakuziler gibi) temas sonucu
gelisen folikiilit (kil kokii iltihap1) veya eklem bolgelerinde dermatit gibi cilt
enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir. P. aeruginosa cerrahi alan yaralarinda sik izole edilen

etkenlerdendir (Pier ve Ramphal, 2005; Pitt vd., 2006).

1.2.5.2. Solunum Ylu Enfeksiyonlari

Alt solunum yollarindaki P. aeruginosa enfeksiyonlar1 daha ¢ok, kongin lokal
solunum ve sistemik savunmasinda hasar oldugunda goriiliir. Kistik fibrozisli hastalar,
notropenili (I6kosit azligl) hastalar ve diger kronik akciger enfeksiyonlu hastalarda
kolonizasyon siklikla goriilmektedir. Bu hastaliklar1 tasiyan insanlarin 6rneklerinden
izole edilen suslar genellikle mukoid 6zellikte ve ¢ogu antibiyotige direngli oldugundan

eradikasyonlar1 zordur (Murray vd., 2010).



1.2.5.3. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

P. aeruginosa’nin etken oldgu iiriner sistem enfeksiyonlar1 birincil olarak uzun
siireli iiriner katater uygulanan hastalarda gorilmektedir. Genellikle hastanede

kazanilmaktadir (Murray vd., 2010).

1.2.5.4. Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari

Penetran yaralanmalar, diyabetik hastalar veya damar i¢i ila¢ kullananlarda
hematojen yayilim sonucu kemik ve eklem enfeksiyonlar1 olusabilir. Septik artrit sik
goriilmeyen klinik bir tablodur. P. aeruginosa enfeksiyonlar1 son zamanlarda

artmaktadir (Vahaboglu ve Akhan, 2002; Pitt vd., 2006).

1.2.5.5. G6z Enfekiyonlari

Lens soliisyonlarinin, goze uygulanan ilaglarin veya kozmetik malzemenin P.
aeruginosa ile kontamine olmasi sonucu konjonktivit (goz iltihapi), keratit, korneal

tilserler gibi tablolar goriilmektedir (Ustagelebi, 1999; Pitt vd., 2006).

1.2.5.6. Kulak Enfeksiyonlari

P. aeruginosayiizmenin énemli bir risk faktori oldugu yiiziicii kulagi olarak da
isimlendirilen otitis (orta kulak iltihabi) eksternanin etkeni olarak siklikla izole
edilmektedir. Ayrica diyabetli ve yasli hastalarda goriilen tehlikeli, viriilan bir
enfeksiyon olan topikal antimikrobiyal tedaviye cevap vermeyen malign (kotii huylu)

otitis eksternaya (dis kulak iltihap1) da yol agmaktadir (Vahaboglu ve Akhan, 2002).
1.2.5.7. Santral Siir Sistemi Enfeksiyonlari
Doku nakli (transplantasyon) hastalari, altta yatan kronik hastalig1 olanlar,

ndrocerrahi gegirmis hastalar ve yenidoganlarda P. aeruginosa’ya bgl santral sinir

sistemi enfeksiyonu acisindan risk altinda olan hastalardir (Bilgehan, 2004).



1.2.5.8. Bakteriyemi ve Endokardit

P. aeruginosa’ya bgh bakteriyemi diger Gram-negatif bakteriyemilerden klinik
olarak ayrilamaz. Bakteriyemi diyabetli, notropenili, ciddi yanig1 olan hastalar veya
hematolojik malignensili hastalarda daha sik gozlenir ve mortalitesi daha yiiksektir.
Bakteriyemi genellikle {ist solunum yolu enfeksiyonlari, alt solunum yolu
enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Damar igi
ila¢ kullananlarda P. aeruginosa endokarditi, kontamine olmusgahsi esyalar ile enfekte
olurlar (Bilgehan, 2004; Ustacelebi, 1999).

1.2.6. Pseudonmas aeruginosa Enfeksiyonlarinda Tedavi

P. aeruginosa birg¢ok antibiyofie dogal direngli olmasinin yani sira kullanimda
olan antimikrobiyal ajanlara karsi ¢ok cabuk diren¢ gelistirebilmektedir. Bu yiizden P.
aeruginosa afeksiyonlarinin tedavisi olduk¢a giictiir. Uygun tedavi hayati 6nem
tasimaktadir. Genis spektrumlu penisilinler (azlosilin, tikarsilin, karbenisilin,
mezlosilin, piperasilin), karbapenemler (imipenem, meropenem), monobaktamlar
(aztreonam), aminoglikozidler (amikasin, streptomisin, tobramisin, gentamisin), ticlincii
kusak  sefalosporinler (seftazidim, sefoperazon, sefsulodin), florokinolonlar
(siprofloksasin, levofloksasin) Pseudomonastiirlerine etkili olan antibiyotiklerdir.
Ayrica kolistin (polimiksin E) ¢oklu direngli suslarin tedavisinde yeni bir alternatif
olarak tekrar kullanilmaya baglanmistir. Aminoglikozidlerin B-laktamlar, {i¢iincii kusak
sefalosporinler, monobaktamlar veya karbapenemlerle kombine edilerek hastalara
verilmesi tedavide onerilir (Pitt vd., 2006; Ustagelebi, 1999). P. aeruginosazolatlarinin
etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotiklerin bir¢oguna
kars1 direng gelisimi hizla artmaktadir. Bundan dolay1 uygunsuz antibiyotik kullanimini
engellemek i¢in alinan 6nlemler titizlikle izlenmeli, direng gelisiminin belirli araliklarla
takibine devam edilmeli ve antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglar1 tedavi plani

hazirlanirken mutlaka g6z 6niine alinmalidir (Tungoglu vd., 2009).



1.3. Antibiyotiklerin Siniflandiriimalari

Antibiyotikler cesitli kriterlere gore siniflandirilabilir. Giiniimiizde en fazla
kullanilan siniflandirma kimyasal yapilarina gore (B-laktamlar, aminoglikozitler), etki
mekanizmalarmma gore (hlicre duvart sentezi inhibitorleri) veya etkili olduklari
mikroorganizma tiirine gore (bakteri, mantar, virlis) siniflandirilabilirler.
Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore ise antibiyotikler; bakteri hiicre duvar
sentezini bozan ve litik enzimleri aktive edenler (PB-laktamlar, vankomisinler vb.),
sitoplazmik membran gegirgenligini artirarak etki gdsterenler (polimiksinler,
siklosporin A, gramisidin, amfoterisin B ve katyonik deterjanlar), ribozomlarda protein
sentezini  bozanlar (tetrasiklinler, aminoglikozitler, —makrolitler, klindamisin,
kloramfenikol), DNA ve RNA sentezini bozanlar (florokinolonlar ve rifampin),
metabolizmay1 inhibe edenler (sulfonamidler ve trimetoprim) bakteriyel antimetabolitler
olmak iizere bes gruba ayrilirlar (Kohanski vd., 2010). Calismada kullanilan

antipseudomonal antibiyotikler ve siniflar1 Tablo 1’de yer almaktadir.

Tablo 1. Calsmada kullanilan antipseudomonal antibiyotikler ve siniflari

Antibiyotikler Siniflari

B -laktam antibiyotikler

Seftazidim (CAZ) 3. kusak sefalosporin
Sefepim (CEP) 4. kusak sefalosporin
Imipenem (IMP

Meropenem (MEM) Karbapenem

B-laktamaz inhibitorii
Piperasilin/Tazobaktam (PTZ)

Sefoperazon/Sulbaktam (SCP) Kombinasyonlar
Amikasin (AK) Aminoglikozid
Siprofloksasin (CIP) Florokinolon

1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

1.4.1.Dogal Direng

Bir mikroorganizma tiiriiniin genetik 6zelligi olan direnci tanimlamaktadir. Bu
diren¢ mikroorganizmalarin tlire 6zgii olarak ilacin hedefi olan yapiyr tagimamalar
veya ilacin yapisal 6zelliginden dolay1 hedefe ulasmamasindan kaynaklanir. Bir tiire ait

29 <6

biitiin suslar baz1 antibiyotiklere “intrinsik diren¢”, “dogal direng” gdsterebilirler. Dogal
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direng genellikle yapisal ve biyokimyasal 6zellikler sayesinde bakterinin dogasina bagh

olarak meydana gelmektedir (Ustagelebi, 19999; Cift¢i ve Aksoy, 2015).

1.4.2. Kazanilmg Direnc ve Mekanizmalari

Bakterilerin genetik 6zelliklerindeki degisiklere bagli olarak eskiden duyarli
oldugu bir antimikrobiyal ajandan etkilenmemesi anlamina gelmektedir. Bakteriler
antibiyotiklere belirli baz1 mekanizmalarla direng gelistirirler. Gelisen direng bakteriden
bakteriye dikey (tiirler arasi) ya da yatay (tiir i¢i) olarak konjugasyon, transformasyon
ve transdiiksiyon aracilifiyla aktarilabilir. Cesitli yollarla aktarilan antibiyotik

direncinin temel mekanizmalari sunlardir (Ustagelebi, 1999; Ciftci ve Aksoy, 2015).

1. Hedef enzimde modifikasyonlar ve hedefe ulagmanin engellenmesi,
(kinolonlar, rifampin, B-laktamazlar vb.)
2. Hedefin fizyolojik 6neminin azalmasi,
3. Hedef enzimin duplikasyonu,
4. Metabolik aktivitenin baskilanmasi,
5. Enzim sentezi
a) Antibiyotikleri inaktive eden enzimler ($-laktamazlar vb.),

b) Girisi veya reseptore baglanmayi engelleyen enzimler (PBP’ler vb.).

Antibiyotik inaktivasyonu; hidrolitik enzimler, grup transferi ve redoks
mekanizmasi ile ger¢eklesmektedir. B-laktam antibiyotikler ve kloramfenikol enzimatik
yoldan antibiyotigin inaktivasyonu ile kazanilan diren¢ en dnemli antibiyotik gruplarini
olusturmaktadir. f-laktamazlar etkilerini penisilin ve sefalosporin antibiyotiklerinin -

laktam halkalarini bozarak gergeklestirirler (Ciftgi ve Aksoy, 2015).

Bakterilerde antibiyotik hedef bélgesinin  modifikasyonu  sonucunda
antibiyotigin hedefine uygun sekilde baglanamamasi olarak tanimlanan bu mekanizma
ile de diren¢ olugsmaktadir. Bakteriyel hiicre duvarimin peptidoglikan yapisi
antibiyotikler i¢in ¢ok uygun hedefleri igermektedir. Bu hedef boélgelerinden en
onemlilerinden birisi olarak bakteri hiicre duvari yapisinda bulunan penisilin baglayici
proteinler (PBP) gosterilmektedir. PBP-3s ve PBP-4s ile iliskilendirilmis p-laktam
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direngli P. aeruginosa izolatlar1 bildirilngtir (Strateva ve Yordanov, 2009; Pechere ve
Kohler, 1999).

Pseudomonas aerginosa’nin 3-laktam direncinde rol alan f-laktamazlardan
sonra en 6nemli direng mekanizmalari aktif disa pompalama (efluks) sistemleridir. P.
aeruginosa’daMexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXYOprM aktif diga
pompalama sistemleri tanimlanmistir. Bu sistemlerden en iyl tanimlanmis olam

MexAB-OprM’dir (Louis vd., 1999).

Gram negatif bakteriler i¢in dis membran olduk¢a onemlidir. P. aeruginosadis
membranindaki asil porin proteini OprF dir. OprB, OprC, OprD, OprE yardimc1 porin
proteinleridir. OprD porin kaybindan karbapenemler etkilenir ve sonugta karbapenem
direnci olugur. Bu durumda meropeneme duyarlilik azalirken, imipeneme direng ortaya

¢ikabilir (Akkurt vd., 2002; Nikaido, 1998; Louis vd., 1999).

1.5. Aminoglikozidler

Dogal veya semi-sentetik olan aminoglikozidler aminosiklitol halkasina iki veya
daha fazla aminosekerin glikozid baglariyla baglanmasindan  olusmustur.
Aminoglikozidler arasindaki bireysel farklilk aminosiklitol halkaya bagl
aminosekerlerin yap1 ve sayisindan kaynaklanmaktadir. Pseudomondsr basta olmak
tizere Gram negatif aerob basiller lizerine etkilidirler. Amikasin, kanamisin, gentamisin,
streptomisin, neomisin, tobramisin, sisomisin, netilmisin aminoglikozid simifinda yer

alan antibiyotiklerdir (Leblebicioglu vd., 2003).

1.6. Florokinolonlar

Tamamen sentetik olarak {iretilen florokinolonlarin yapilar1 bir kinolon olan
nalidiksik aside benzer. Bu grubun en yaygin kullanilan {iyesi siprofloksasindir.
Siprofloksasin genellikle ampisilin gibi B-laktam antibiyotiklere direngli enfeksiyonlarin
tedavisinde etkilidirler. Antibakteriyel etkili kemoterapdtik olan kinolonlarin temel

cekirdegi iki halkadan olusmaktadir. Birinci pozisyonda (N), ii¢lingii pozisyonda
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(COOH) ve dordiincii karbon atomunda (O) iceren temel yapi antibakteriyel etki i¢in
gereklidir (Leblebicioglu vd., 2003; Mycek vd., 2001).

1.7. p-Laktam Antibiyotikler

Hiicre duvart sentezini inhibe eden [-laktamlar bu giine kadar gelistirilmis
antibiyotiklerin en basarili sinifidir (Lewis, 2013). B-laktam halkasi, ii¢ karbon atomu ve
bir azot atomundan olusan dort liyeli halkasal bir amiddir. Azot atomu karbonil grubuna
ait f karbonuna baglandigindan B-laktamlar olarak adlandirilirlar (Sekil 1) (Nicola vd.,
2010). B-laktam antibiyotikleri, antimikrobiyal aktivitelerine ve etki spektrumlarina
gore penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar  seklinde

siiflandirilir. B-laktam antibiyotikler Tablo 2’te verilmistir.

H H H H R
RN RN 18 y R H
Y \S)< Y R NN
0 SN 0 AR, bai' Y
0 i 0 s 0 /N
C02 COZ' COZ_ 0 3
Penisilin Sefalosporin Karbapenem Monobaktam

Sekil 1. B-laktamlarin ¢ekirdek yapisi (Llarrull vd., 2010).

Penisilinler, konakta diigiik toksik etki goOsteren en genis etkiye sahip
antibiyotiklerdir. Bir B-laktam halkasi, bir tiazolidin halkasi ve bir yan zincirden
olusurlar. B-laktam ve tiazolidin halkasinin olusturdugu yapi 6-aminopenisilanik asit

(APA) olarak isimlendirilir (Leblebicioglu vd., 2003; Mycek vd., 2001).

Sefalosporinler 6 iiyeli dihidrotiazin halkas1 (sefem c¢ekirdegi)’na sahiptirler
(Sekil 2). Bu yapiyla 5 iiyeli tiazolidin halkas1 igeren penisilinlerden ayrilirlar. PBP’lere
baglanarak hiicre duvar sentezini Onlerler ve bakterisidal etki gosterirler. Yapilarina ve
antimikrobiyal aktivitelerine gore 1., 2., 3., 4. kusak olmak iizere dort kusakta
incelenirler. Her kusak ig¢indeki iiyeler birbirinden antibakteriyel etkinlik bakimindan

farklidirlar (Leblebicioglu vd., 2003).
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Sekil 2. B-laktamaz kararli oksiimino sefalosporinler. Oksiimino grup mavi renkte
isaretlidir. Sefem c¢ekirdegi siyah olarak gosterilmistir (Cricco vd., 1999).

Karbapenemler, en genis spektruma sahip B-laktam grubu antibiyotiklerdir.
Karbapenemler, penisilinler ve penemlerle benzer yapidadirlar ancak yapisindaki siilfiir
atomu bir karbon atomu ile yer degistirmistir ve hidroksietil grubunun bir
transkonfigiirasyonu vardir. Karbapenemlerdeki bu trans konfigiirasyon penisilinler ve
sefalosporinlerle karsilastirildiginda onlarin giiciinii artirir (Jones vd., 2005; Moellering

vd., 1989; Mushtaq vd., 2004).

Monobaktamlar, monosiklik B-laktam halkasindan olusur. Hiicre duvar sentezini
bozarak etki ederler. Bu etkisini PBP3’e baglanarak olusturur. Aztreonam bu grubun

kullanilan tek tiyesidir (Leblebicioglu vd., 2003; Mycek vd., 2001).

14



Tablo 2. B-laktam antibiyotikler

Benzilpenisilin, Penisilin G, klometisilin,
Fenoksimetil penisilin, Penisilin V, Propisilin,

B-laktamaz duyarlt Azidosilin, Fenetisilin, Penamesilin, Klemizol
penisilin
Penisilinler B-laktamaz direngli Dikloksasilin, Kloksasilin, Metisilin, Oksasilin,

Nafsilin, Flukloksasilin,

Ampisilin, Episilin, Siklasilin

Aminopenisilinler Amoksisilin, Bakampisilin,
Hetasilin, Metampisilin,
Talampisilin
Genis spektrumlu Karboksipenisilinler Karbenisilin, Temosilin,
Tikarsilin
Ureidopenisilinler Azlosilin, Mezlosilin, Piperasilin
Diger Sulbenisilin, Mesilinam

Sefaleksin, Sefaloridin, Sefalotin,
Sefazolin, Sefadroksil, Sefazedon,
1. Kusak | Sefatirizin, Sefapirin, Sefasetril,
Sefroksatin, Seftezol

Sefoksitin, Sefuroksim,
Sefamandol, Sefaklor, Sefotetan,
Sefonisid, Sefotiyam, Lorakarbef,
2. Kusak | Sefmetazol, Sefprozil, Seforanid,
Sefminoks, Sefbuperazon,
Folomoksef

Sefotaksim, Seftazidim,
Sefsulodin, Seftriakson,
Sefmenoksim, Latamoksef,
Seftizoksim, Sefiksim, Sefodizim,
3. Kusak | Sefdinir, Sefkapen, Sefditoren
Sefetamet, Sefpiramid,
Sefoperazon, Sefpodoksim,
Sefttibuten,

4. Kusak | Sefepim, Sefpirom, Sefozopran

Sefalosporinler

Meropenem, Ertapenem, Doripenem, Imipenem,
Karbapenemler Panipenem, Biapenem, Lenapenem, Temopenem,
Tebipenem pivoksil, Razupenem, Ritipenem
Aztreonam, Karumonam, Oksimonam, Kloksimonam,
Pirazmonam, Tigemonam

Monobaktamlar

1.7.1. p-Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

B-laktamlar bakteri hiicre ¢eperi olusumunu inhibe ederler. Bakteri hiicre duvari
peptidoglikan (murein) varligiyla diger organizmalarla farklilik gosterir (Llarrull vd.,
2010). Peptidoglikan, hiicre duvarmin rijiditesinden ve hiicre seklinin olusmasindan
sorumludur. Peptidoglikan, hiicrenin osmotik stabilitesini korumak i¢in N-
asetilmuramik asit (NAM), N-asetilglikozamin (NAG) ve oligopeptitten olusur.
Peptigoglikan tabaka, Gram pozitif bakterilerde Gram negatif bakterilerden daha
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kalindir. Gram pozitif bakteri dig kisminda biiylik bir peptidoglikan tabakayla birlikte
bir membran igerir. Gram negatif bakteri iki zar arasinda ince bir peptidoglikan
tabakadan olusur. Ikinci membran bir zirh olarak gorev yapar (Savage, 2001). B-Laktam
antibiyotikler penisilin baglayan proteinler olarak da adlandirilan transpeptidazlara geri
doniislimsiiz baglanir ve onlar1 inaktive eder. PBP’in fonksiyonu peptid kopriileri
olusturmak i¢in komsu oligopeptidleri capraz baglar. Bu da rijid hiicre duvarlarinin
olusmasiyla sonuglanir (Nicola vd., 2010). Glikozidik birimler olan NAM ve NAG,
transglikosidazlar tarafindan baglanir. Pentapeptid her bir NAM f{initesine baglanir ve
NAM pentapeptitlerinin 2 D-alanin-D-alanin c¢apraz baglanmasi PBP proteinler
tarafindan katalizlenir. -laktam halkas1 sterik olarak NAM pentapeptidin D-alanin-D-
alanine benzerdir ve PBP'ler hiicre duvar sentezi sirasinda B-laktami bir "yap1 blogu"
olarak kullanmakta bu, enzimin transpeptidasyon reaksiyonlarini katalize edemeyecegi
PBP’nin agilasyonuna yol agmaktadir (Drawz ve Bonomo, 2010). Hiicre duvar sentezi
B-laktam antibiyotikleri tarafindan inhibe edildiginde artik peptid kopriiler
olusturulamayacak ve bakteri hiicre duvar1 yiiksek i¢ osmotik basing yiiziinden
parcalanacaktir. Antibiyotik ve PBP arasinda olusan kompleks, bakteriyel hiicre
duvarimi sindirme yeteneginde olan otolizinlerin salinmasini uyarir. Otolizinler,
peptidoglikan iceren bakteriler tarafindan diisiik seviyede dogal olarak iiretilmektedir.
Peptidoglikan tabaka ¢ok sert oldugu icin otolizine ihtiya¢ duyarlar. Bu enzimler
peptidoglikan tabakay1 kiigiik parcalara bdler boylece biiylime ve hiicre boliinmesi
meydana gelebilir. Otolizinler NAM ve NAG molekiilleri arasindaki bagi hidrolize
ederler (Kitano ve Tomasz, 1979). B-laktam antibiyotik ile kombinasyon halinde olan
otolizinler bakteriyel hiicre duvarini yikmada yardimci olarak bakterilerin 6liimiine

neden olurlar (Lewis, 2013).

1.8. B-Laktamaz Inhibitorler

B-laktamaz iireten bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde -
laktamazlarin etkinligini sinirlamak i¢in p-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam) f-laktamlarla bir arada kullanilmaktadir (Sulton vd., 2005).
Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam benzer etki mekanizmasina sahiptir ve -
laktamazi1 baglayarak enzimatik fonksiyonlar1 devre disi birakir (Kalp vd., 2009). Bu
sekilde B-laktamaz inhibitorleri B-laktamaz {ireten bakterilere karsi antibiyotiklerin
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oldiirticti etkilerinden korunmalarini saglarlar. f-laktam antibiyotikler gibi B-laktamaz
inhibitorleri de B-laktam halkas1 igerirler. p-laktamaz inhibitorleri B-laktam halkasi
paylagsmalarina ragmen antimikrobiyal aktivite gostermezler. Onun baslica islevi p-
laktamaz inhibisyonudur. Antibiyotik ve inhibitdr arasindki benzer kimyasal yap1 -
laktamazla molekiiler etkilesime izin verir. B-laktamaz inhibitdrlerinin etki mekanizmasi
enzimlerin aktif bolgede bir serin rezidiisiine baglanarak B-laktamaz ile geri doniisii
olmayan bir baglanti olusturmaktir. B-laktamaz inhibitér molekiiliiniin yeniden
yapilanmasiyla ¢ok daha fazla reaktif tiirler iiretilir ve bu sekilde aktif bolgedeki baska
aminoasitlere saldirarak onlar siirekli olarak inaktive eder ve sonug¢ta enzim inaktive
olur. Bu inhibisyon, B-laktam antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesini B-laktamaz

salgilayan bakterilere karsi geri kazanmasini saglar (Booth ve McDonald, 1991).

Bu inhibitorler siddetli enfeksiyonlarin tedavisinde ortak p-laktamlarin
(amoksisilin, ampisilin, piperasilin ve tikarsilin) etkinligini biiyiik 6l¢lide arttirir (Drawz

ve Bonomo, 2010).

1.9. pLaktamazlar

1.9.1. p-Laktamazlarin Siniflandiriimasi

B-laktam antibiyotiklere karst direngli olabilen bakteriler [-laktamaz
tiretmeleriyle, degismis PBP tarafindan, dis membran proteinlerin (OMP) ifadesini
azaltarak ve efluks pompalariyla belirlenir. f-laktam antibiyotiklere bakteri direncinin
en yaygin ve en onemli mekanizmasi B-laktamaz iiretimidir. Bu enzimler B-laktam
antibiyotiklere diren¢ saglayan bazi bakteriler tarafindan tretilir. B-laktamazlar (EC:
3.5.2.6), B-laktam halkasin (siklik amid) bélerek onu hidrolize eder, ilact zararsiz hale
getirir. B-laktamazlar1 smiflandirmada onerilen farkli yollar bulunmaktadir. 1k
siniflandirma diizeni 1968’de Sawai tarafindan denenmistir (Sawai vd., 1968). Gram-
negatif bakterilerin PB-laktamazlar1 substrat profillerine gore bes grupta toplanmistir
(Richmond ve Sykes, 1973). Aminoasit sekansina dayali ilk molekiiler yap1
siiflandirmast 1980°de Ambler tarafindan Onerilmistir. Ambler’e gore B-laktamazlar A,
B, C ve D olmak iizere dort sinifta diizenlenmistir (Ambler, 1980). Bush, klavulanik
asitle inhibisyon duyarliligi yani sira enzim substrat iligskisine (penisilin, oksasilin,
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karbenisilin, sefaloridin, genis spektrumlu sefalosporinler ve imipenem) gore de
1989°da alternatif siniflandirma 6nermistir. Bu siniflandirma Bush, Jacoby ve Medeiros
tarafindan 1995°te giincellenmis ve 2009°da tekrar revize edilmistir. Ancak Ambler’in
molekiiler siiflandirmasi enzimler arasindki filogenetik iligski ve basitligi sayesinde
Bush’un fenotip smiflandirmasina gore genis Olclide kabul gérmiistiir. A ve D sinifi
genis spektrumlu [-laktamazlar ve daha c¢cok TEM, SHV, CTX-M ve OXA
enzimlerinden olusur. B smifi metallo-B-laktamazlar1 ve son olarak C simifi Amp C -
laktamazlari igerir (Bush vd., 1995). Sinif B metallo enzimler hari¢ B-laktamazlar aktif
bolgesinde serin bulunduran hidrolazlardir. Simmif B metallo enzimlerin aktif
bolgelerinde ¢inko bulunmaktadir (Ambler, 1980; Rawlings vd., 2008). B-laktamazlarin

siniflandirilmasi Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. B-laktamazlarin siniflandirilmasi. (Rice vd., 2007; URL-1, 2016).

Ambler Sinifi Bush-Jacoby Sinifi Substrat Eiﬁlm Alel Sayisi
Serin TEM 223
Serin SHV 193

Penisilinler, dar
Serin spektrumlu CTX-M 172
sefalosporinler
Serin 2b LAP -
Serin PER 8
Serin A VEB 16
Serin BEL 3
Serin KPC 24
Penisilinler,
Serin of sefalosporinler, GES 27
karbapenemler,
monobaktamlar
Serin IMI 11
Serin SME 5
Serin 2¢ Penigliffcr, CARB 44
karbenisilin
Serin A Siniflandirilmamis penP -
Serin D 2d Oksasilin, OXA 498
penisilinler
Serin CMY 136
Serin FOX 12
Serin MOX 11
Serin C 1 PDC 10
Serin ACC 5
Serin DHA 23
Serin Sefalosporinler ACT 38
Serin MIR 18
Serin ADC 81
Serin CFE 1
Serin LAT 1
Serin Smiflandirilmamis AmpC -
Metallo IMP 53
Metallo Karbapenemler VIM 46
Metallo 5 ; dahil birgok p- NDM 16
Metallo (monobaktamlar GIM 2
Metallo haric) IND 15
Metallo Smiflandirilmamis bla2 -

1.9.2. p-Laktamaz Turleri

B-laktamazlar, AmpC tipi p-laktamazlar, genislemis spektrumlu ve metallo-f3-

laktamazlar olarak alt béliimlere ayrilmistir.
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1.9.2.1. AmpC Tipi pLaktamazlar

Penisilini pargalayan rapor edilmis ilk bakteriyel enzim, E. col’nin drettigi
AmpC B-laktamazdir (Abraham ve Chain, 1940). AmpC tipi B-laktamazlar genellikle
genis spektrumlu sefalosporin direngli Gram negatif bakterilerden izole edilir.
Citrobacter, Serratiave EnterobacterEscherichia colidahil) gibi birkag Gram negatif
bakteride karakteristik olarak kromozom tizerinde kodlanirlar. GSBL’nin aksine AmpC
tipi B-laktamazlar, oxiimino B-laktamlar yani sira sefamisinleri hidroliz ederler ve B-
laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilmezler. Suslar dis membran porinlerinin yok
olmasiyla karbapenemlere direngli olabilir (Philippon vd., 2002). B-laktamaz {ireten
suslar, dis membran porin Omp-K35 kayb1 yiiziinden ayni zamanda sefamisine de
direngli olabilecegi Klebsiella pneumoni: (K. pneumoniae) veéE. coli izolatlarinda
rapor edilmistir. Bu porin hiicre igine erigsmek i¢in B-laktam antibiyotikler gibi kiiciik
hidrofilik ¢6zlinenlere izin veren su dolu bir kanal olusturur (Ananthan ve Subha, 2005;
Delcour, 2009). AmpC tipi B-laktamazlar sefamisin (CMY), sefoksitin (FOX) ve
moksalaktam’a (MOX) iiretilen dirence gore B-laktamaz terminolojisine uymayan bir
sekilde isimlendirilmistir (Philippon vd., 2002). B-laktam antibiyotik olan

Karbapenemin B-laktam halkasinin hidrolizi Sekil 3’te verilmistir.

R! R!
R? R?
H,C /

H,C / Hidroliz
Ar Ar
v/ HOOC  Naw \
R} R}
0
OH OH
0 0

Sekil 3. Bir B-laktamazla -laktam antibiyotik olan Karbapenemin p-laktam halkasinin
hidrolizi (Pfaendler ve Golz, 2013).

1.9.2.2. Genjlemis Spektrumlu p-Laktamazlar

Genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL)’lar bir oxiimino grup igeren genis
spektrumlu ve monobaktam antibiyotiklerin B-laktam halkasini hidrolize edebilen [-
laktamazlardir. GSBL’ler Ambler siniflandirmasina gore molekiiler sinif A ve D’de yer

almaktadir (Paterson, 2000; Pitout vd., 2005; Tenover vd., 1999). GSBL’ler -laktamaz
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inhibitorleri (klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam) tarafindan inhibe edilebilirler.
GSBL’ler diger antimikrobiyal direng belirleyiciler ve kromozomal mutasyonlar
kodlayan mobil genetik elemanlar nedeniyle florokinolonlar, aminoglikozitler ve
trimetoprim-sulfometaksozol gibi diger antimikrobiyal ajanlara yaygin bir sekilde
direnclidirler (Fennell vd., 2012). Sefamisin ve karbapenemler GSBL iireten
bakterilerin ¢coguna kars1 hala etkilidirler (Paterson, 2000; Philippon vd., 1989).

1.9.2.2.1. SHV

Genellikle plazmid aracili E. coli, K. pneumoniaézolatlarinda kromozomal
olarak kodlanmis penisilinaz SHV-1 yaygin plazmit aracili B-laktamazdir (Pitout
vd.,2005). 11k 1972°de bahsedilen SHV, siilfihidril degisken aktif bolge adini almistir
(Pitton, 1972). Ampisilin, piperasilin ve tikarsiline diren¢ olusturmaktadir. Oksiimino
sefalosporinlere karsi aktivitesi yoktur (Livermore, 1995). 1983’te sefotaksimi hidroliz
eden B-laktamazi barindiran SHV-2 diye adlandirilan tek bir aminoasitin degisimiyle
ortaya ¢ikan yeni B-laktamlar1 hidrolize edebilen ilk GSBL SHV-1’in bir gesiti idi. E.
coli’ye konjugasyonla aktarilabilen SHV-2 sefotaksim ve seftazidimlere karsi anormal

direng gostermesiyle kesfedilmistir (Knothe vd., 1983).

1.9.22.2. TEM

[k plazmit aracili B-laktamaz, kan kiiltiiriinden bir tek E. coli susundan izole
edilmis ve 1965°te rapor edilen TEM-1 penisilinaz’dir (Datta ve Kontomichalou, 1965).
Temoniera isimli bir yunan hastadan izole edildigi i¢in diren¢ geni TEM olarak
adlandirildi. TEM-1 E. coli gibi organizmalarda en yaygin plazmit aracili f-laktamaz’
dir (Paterson, 2000). TEM-1 plazmid ve transpozon aracili olarak, diger bakteri
tirlerine yayilmasini saglamistir. Transpozon Gram negatif bakterilerin ¢esitli
plazmitleri i¢cine sokulabilen genetik bir elementtir. TEM-1’1n ilk izolasyonundan sonra
birkag yil i¢inde TEM p-laktamaz tiim diinyada yayilmis ve Enterobacteriaceae
tiyelerinin birgok farkli tiirlerinde bulunmustur. SHV-2’nin belirlenmesinden hemen
sonra benzer fenotipli izolatlar 1984’te Fransa’da bir hastanede tespit edilmistir. Bu

durumda SHV-2, TEM-2’nin bir varyant1 olarak iki aminoasit degisimiyle TEM-3 adini
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almigtir. Bugiine kadar ¢ok sayida TEM tipi B-laktamaz tanimlanmistir ve bunlarin

biiyiik cogunlugu GSBL’dir (Jacoby vd., 1988; Quinn vd., 1989).

1.9.2.2.3. CTX-M

1990 yilinda Miinih’de GSBL ailesinde yeni CTX-M B-laktamazlar izole edildi.
Isimlendirilmeleri oxiimino B-laktam {iciincii kusak sefalosporin ve sefotaksime karsi
bliyiik aktivitesinden sonra oldu (Bauernfeind vd., 1990). Bu ailedeki enzimlerin ¢ogu
seftazidimden ziyade baglica sefotaksime diren¢ kazandirir (bunlarin ikisi de 3. kusak
sefalosporin) (Bauernfeind vd., 1992). Kiiciik bir aktif bolgeye sahip CTX-M enzimleri
elektrostatik etkilesimlerin genis ag1 ve aktif bolgelerindeki esneklik sayesinde biiyiik
genis spektrumlu sefalosporinleri taniyabilirler (Delmas vd., 2010). TEM benzeri ve
SHV tipi GSBL’lerin aksine CTX-M [-laktamazlar plazmit aracilidirlar. Kluvyera
tiirlerinin kromozomunda normal bir sekilde bulunurlar. CTX-M B-laktamazlar TEM
veya SHV [-laktamazlarla ¢ok yakin iligkileri yoktur. Sadece yaklasik % 40’lik bir
benzerlik gosterirler (Karim vd., 2001). Giinlimiizde CTX-M ailesinde 172 alel
bulunmaktadir (URL-1, 2016).

1.9.2.2.4. KPC

[Ik Klebsiella pneumonia&arbapenemaz (KPC) iireten K. pneumoniae izolat:
Kuzey Karolina’da 2001 yilinda rapor edilmistir (Yigit vd., 2001). Karbapenemazlar
onemli bir karbapenem hidroliz aktivitesine sahiptir. KPC {ireten bakteriler, dnemli
morbidite ve mortaliteyle iliskili enfeksiyonlara sebep olan coklu ilag direngli Gram
negatif basillerde ortaya ¢ikan bir gruptur (Arnold vd., 2011). Tn3 tabanli transpozon
(Tn4401) iizerinde yer alan Karbapenemaz blakpc geni diinyada hizli bir sekilde
yayilmaktadir. Tn4401, KPC genlerinin yiliksek siklikta hareket edebildigi aktif bir

transpozondur (Cuzon vd., 2011).

1.9.2.2.5. OXA

Oksasilini hidrolize edebilmeleri sayesinde OXA tipi p-laktamazlar olarak
isimlendirilirler. Siklikla P. aeruginosa’da tespit edilen bu enzimler 1991°de Tiirkiye’de
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kesfedilmistir (Bush vd., 1995; Queenan ve Bush, 2007). OXA B- laktamazlar oksasilin
ve kloksasilin penisilin tilirlerine karsi yiiksek hidrolitik aktiviteleriyle karakterize
edilirler. E. coli i¢ine klonlanan tiim OXA tipi GSBL’ler oksiimino sefalosporinlere
zayif direngli iken P. aeruginosa transkonjugantlara oldukga yiiksek seviyede direng
saglarlar (Hall vd., 1993). TEM ve SHV tiirevlerindeki gibi aminoasit dizilerinde
meydana gelen nokta mutasyonlar1 sonucunda oksiiminosefalosporinleri hidroliz
edebilme yetenegi kazanirlar. Bu sekilde genis spektrumlu enzimler haline doniisiirler
(Livermore, 1995; Nordmann ve Guibert, 1998). Karbapenemler GSBL’lerin neden
oldugu ciddi enfeksiyonlar i¢in tedavi segenegidir (Rhomberg ve Jones, 2009).
GSBL’nin yeni iiyelerinden biri OXA-48’tir ve karbapenemaz {iretir (Moquet vd.,
2011). OXA-48 ilk kez klinik K. pneumoniae izolatinddstanbul’da tespit edilmistir
(Poirel vd., 2004). Karbapenemazlarin ¢ogu ticari olarak temin edilebilen B-laktamaz
inhibitorleriyle inhibe edilemezler (Livermore ve Woodford, 2006; Nordmann ve Poirel,

2002; Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2006).

1.9.2.2.6. PER

PER tipi GSBL’lerin homolojileri TEM ve SHV tipi GSBL’lerle yaklasik % 25-
27 benzerlik gosterir. PER-1 tipi B-laktamazlar penisilinleri ve sefalosporinleri etkili bir
sekilde hidrolize ederler ve klavulanik asit inhibisyonuna duyarlidirlar. PER-1, ilk P.
aeruginosa’da belirlenmgtir. Tiirkiye’de Acinetobacgr spp. izolatlarinin % 46’sinda ve
P. aeruginosa izolatlarinin % 11’inde PER-1 tespit edilnstir (Vahaboglu vd., 2001).
PER-2, PER-1’e % 86 homolojiyle benzemektedir. PER-2 S. enterica,E. coli K.
pneumoniagProteus mirabilisve Vibrio cholerae O1 El Tor’da belirlenmstir (Shaikh
vd., 2015).

1.9.2.2.7. GES
GES-1 ilk olarak Fransiz Guyana bdlgesinden Fransa’ya transfer edilen
yenidogan hastasindan elde edilen K. pneumoniae wmatinda tanimlanmistir. GES-1,

penisilinler ve genis spektrumlu sefalosporinlere karsi hidrolitik aktivite gosterirken

sefamisinler ve karbapenemlere karsi hidrolitik aktivite gostermezler ve P-laktamaz
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inhibitdrler tarafindan inhibe edilirler. Bu enzimatik 6zelliklerle diger A simift GSBL’

lere benzemektedirler (Shaikh vd., 2015).

1.9.2.2.8. VEB-1, BES-1 ve @er GSBL'ler

GSBL olan bagka enzimler de tanimlanmistir. BES-1, CME-1, VEB-1, FEC-1,
TLA-1, SFO-1 az bulunan bu enzimler degisik cografik alanlarda yayilim gosteren
diger genislemis spektrumlu B-laktamazlardir (Shaikh vd., 2015).

1.9.3. Metallof-Laktamazlar

Japonya’da 1995 yilinda Serratia izolatindan tespit edilen plazmit aracili gen
hakkinda endise verici bir rapor bildirildi. Bu enzim imipenem hidrolize eden f-
laktamaz imipenemaz (IMP-1) olarak kodlandi (Ito vd., 1995). Bu metallo--laktamaza
ait ilk tespit edilen karbapenemaz oldu. Metallo B-laktamazlarin sahip oldugu yapi
onlar1 ¢ogu B-laktama son derece direngli hale doniistiiriir. GSBL’ler aktif bolgesinde
serin iceren hidrolitik mekanizmaya sahipken metallo-p-laktamazlar ¢inko iceren aktif
bolgeye sahiptirler ve EDTA tarafindan inhibe edilirler. Metallo-B-laktamazlar 6ncelikle
P. aeruginosala belirlenmistir. Ancak Enterobacteriaceae’de [-laktamazlarin bu
grubunda diinya ¢apinda artan sayida raporlar vardir (Queenan ve Bush, 2007). Her bir
metallo B-laktamaz geni integronlar, transpozonlar, plazmitler veya kromozomlar da
dahil olmak iizere spesifik genetik elemanlar iizerinde yerlesiktir. Karbapenemlere ve
diger antibiyotiklere direngliligi ortaya koyan genleri tagirlar ve P. aeruginosa’ya ¢oklu

ilag direncini kazandirirlar (Hong vd., 2015).

Bundan sonra ¢ok sayida GIM, SIM, SPM, NDM, KHM, AIM, DIM, SMB,
TMB ve FIM MBL’ler bildirilmistir. P. aeruginosa’da IMP, VIM, SPM, GIM, NDM ve
FIM tipi varyantlar stirekli bildirilmistir (Salabi vd., 2012; Wachino vd., 2011).

1.9.3.1. IMP
Transfer edilebilir IMP-1, ilk kez 1988 yilinda Japonya’da P. aeruginosa’dan

izole edilmistir (Watanabe vd., 1991). Konjugatif plazmid iizerinde yer alan siif 1
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integron tespit edilmistir. Daha sonra Gram negatif olmayan tiirler arasinda blayp.;’in
yatay gen transferini diisiindiiren bir¢ok tiir tanimlandi ve aym1 zamanda klonal
genisleme gosteren IMP iireten izolatlarin {istiinligli gosterilmistir (Queenan ve Bush,
2007). IMP benzeri enzimler birkag alt gruba ayrilirlar ve bu alt gruplar icerisinde %
90-% 99 arasinda aminoasit benzerligi goriilmektedir. Bu da onlar arasinda ¢ok benzer

hidrolitik aktivite oldugunu gostermektedir (Walsh vd., 2005).

1.9.3.2. VIM

VIM (Verona integron kodlayan metallo-B-laktamaz) enzimleri, IMP tipi
enzimlerle % 40’dan daha az olan aminoasit benzerligi ile ayni hidrolitik spektrumu
paylasirlar (Nordmann ve Poirel, 2002). VIM-1 ilk kez P. aeruginosala 1999’da
tanimlanmis ve ondan sonra ¢esitli lilkelerden diger Gram negatif tiirler de bildirilmistir

(Lauretti vd., 1999). VIM-2 P. aeruginosa’da en yaygin MBL’dir (Walsh vd., 2005).

1.9.3.3. SPM

P. aeruginosaklinik izolatinda Brezilya’da 1997 yilinda ilk defa izole edilen
SPM-1 (Sao Paulo metallo-f-laktamaz), kolistin hari¢ mevcut antibiyotiklerin hepsine
diren¢ gostermistir (Toleman vd., 2002). SPM, VIM ve IMP’den oldukea farklidir ve
MBL’nin yeni bir alt ailesini temsil eder. SPM-1 iireten ¢oklu ilag direngli P.
aeruginosa dagilimi Brezilya’nin farkli bolgelerinde gosterilmgtir. Ancak bu suslar,
Brezilya’da bir hastanede kalan Isvigreli bir hastada tanimlanan tek bir izolat harig
heniiz diger tilkelerde rastlanmamstir (Gales vd., 2003; Salabi vd., 2010). Pseudomonas
ve Adnetobacter spp. izolatlarinda Brezilya’nin ggtli hastanelerinden izole edilen
blagpy.; geni rapor edilmistir. Bu iiriin Giiney Amerika'da goriilen yiiksek seviyede
karbapenem direncine onemli bir katkida bulunmaktadir. blagpy.; geni hem plazmitle

hem de kromozomal olarak kodlanmistir (Jones vd., 2005).

1.9.3.4. GIM

GIM-1 (Alman imipenemaz), P. aeruginosa izolatlarinda Almanya’da 2002

yilinda tespit edilmistir. Molekiiler analizler GIM-1’in aminoasit sekans benzerliginin
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IMP ve VIM varyantlari iceren klinik olarak 6nemli diger MBL’lerden % 45’ten daha

az oldugunu gosterdi. GIM-1, MBL’lerin yeni bir filogenetik alt sinifidir. Baslangicta

bu enzimin sinirli konak araligina sahip ve konjugatif olmayan In77 tasiyan 22 kb’lik
plazmit sayesinde hareket edebilecegi tahmin edilmemistir (Castanheira vd., 2004).
Ancak GIM-1, ayrica Enterobacter cloaceae, Pseudomonas putida, Serratia
marcescens, Escherichia coli, Klebsiella oxytocaCittobacter freundiibakterilerinde
bulunmustur. Smif 1 integron dizilerinin molekiiler analizleri blagn.; gen kasetlerinin
benzer elemanlar (aacA4, aadAl vedlaoxa-z) paylastigini gostermistir (Wendel vd.,
2013).

1.9.3.5. NDM

NDM-1 (New Delhi metallo-B-laktamaz), ilk kez 2009°da Hindistan’da New
Delhi hastanesinde yatmakta olan bir hastadan elde edilen K. pneumoniae vé&. coli
suslarindan izole edilmistir (Yong vd., 2009). NDM-1 fiireten iireten P. aeruginosa
suslart ilk defa 2011°de rapor edilmistir (Jovcic vd., 2011). Daha sonra NDM-1 pozitif
P. aeruginosaizolatlar: Sirbistan, Hindistan, italya, Misir, ve Slovakya dahil olmak
izere diinya ¢apinda gorilmistiir (Khajuria vd., 2013; Kulkova vd., 2015). blaxpm.
geninin giinlimiizde kitalar arast yayilimin yiiksek olmasi biiyiik endise yaratmaktadir

(Cornaglia vd., 2011).

1.9.3.6. FIM-1

Yeni bir MBL olan FIM-1 (Floransa imipenemaz), 2012 yilinda Floransa
(Italya)’da ¢oklu ilag direngli P. aeruginosalan izole edilmistir. FIM-1 en yiiksek (%
40 aminoasit) NDM- tipi enzimle benzerlik gostermistir. Bu izolat ST235 epidemik
klonal soya aittir. Kinetik parametreler analizi FIM-1’in 6zellikle penisilinler ve
karbapenemler ile genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip oldugunu géstermistir. blagp,.;

geni kromozomda yer alir. Kokeni belli degildir (Pollini vd., 2013).
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1.10.Integronlar ve Gen Kasetleri

Hall ve Collis tarafindan tanimlanan integronlar bolgeye spesifik rekombinasyon
sistemine sahip cogunlukla diren¢ genleri tasiyan hareketli gen kasetleri igeren genetik
determinantlardir (Hall ve Collis, 1995). Antibiyotik direncini kodlayan genler
plazmitler, kromozomlar veya transpozonlar {izerinde yerlesmis integron isimli hareketli
genetik elementler tarafindan tasinmaktadir. Bu sayede integronlardki gen kasetlerine
ait antibiyotik diren¢ genlerinin Gram negatif bakteriler arasinda yayilmasi beklenen bir
etkidir. bla genleri integronlar sayesinde yayilirlar. Ambler’in A, B ve D siniflarina ait
B-laktamazlar tagiyan integronlar P. aeruginosave Acinetobacter baumanniie diger
Gram negatif bakteri tiirlerinde bulunmustur (Keramati vd., 2014). Integronlar iki
korunmus bolge (5'-3") ve korunmus bolgeler arasinda yer alan, ¢gogunlukla antibiyotik
direng genlerini igeren gen kasetlerinden olusur. 5' korunmus boélgede; bolgeye spesifik
rekombinazi kodlayan integraz geni (intl), attl dizisi gen kaseti i¢in reseptor olarak
degerlendirilen intl’in hemen yakininda yer alan integraz tarafindan taninan spesifik
rekombinasyon yeridir. 3°-5" bolgeleri arasina entegre edilmis mevcut gen kasetinin
ekspresyonu i¢in gerekli promotor (Pany) bolge bulunur ve P; ve P, olmak lizere iki
promotor igerir (Zareei vd., 2014). 3' korunmus bolgede; kuaterner amonyum direng
geni qacEA1,0RF (acik okuma cergevesi) bolgesi ve sulfonamidlere direng saglayan
sull geni bulunmaktadir (Poirel vd., 2001).

Integronlar, direng integronlar1 ve siiper integronlar olmak iizere iki ana gruba
ayrilabilirler. Kromozomlar ya da plazmitler lizerinde yer alabilen direng integronlari
cogunlukla antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi direnci kodlayan gen kasetlerini
tasirlar. Kromozomal integronlar siiper integronlara ait gen kasetlerini igerirler (Hall ve
Collis, 1995). Integraz genlerinin homolojilerine dayanarak simdiye kadar tanimlanan
cok sayida integron sinifi vardir (Arakawa vd., 1995; Boucher vd., 2007). Smif 1, 2, 3
direng integronlariin en iyi bilinen 6rnekleridir. Direng integronlarinin ¢ogu sinif 1’e
aittir ve bu integronlar Pseudomonas, Acinetobacter, Burkholderia, Campylobacter,
Enterobacter, Klebsiella cinslerini de igeren ¢ok sayida Gram negatif bakterilerde tespit
edilmistir (Fluit ve Schmitz, 2004). Sinif 1 integronlar Tn21 gibi transpozonlar iizerinde

tespit edilmislerdir ayrica tek veya c¢ok sayida gen kaseti tasiyan klinik izolatlarda en
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yaygin smiftir (Weldhagen, 2004). Plazmitler iizerinde yerlesmis Smif 1 integronlar
konjugasyonla transfer edilebilir (Girlich vd., 2000).

Transpozonlar (sigrayici genler), dogrudan DNA olarak yer degistirebilen
hareketli elementlerdir. Tn7 transpozonlar {lizerinde bulunan Sinif 2 integronlar tam
olarak karakterize edilmemistir. Calismalar trimetoprim (dfrAl), streptotirisin (saf) ve
streptomisine (aadAl) direng kodlayan gen kasetleri ve pseudo-integraz gen igeren 5'
korunmus segmentten olustugunu gostermektedir. Acinetobaatr, Shigella, Salmonella

tiirlerinde bulunmustur (Hall ve Collis, 1995).

Smif 3 integronlar oncelikle Tn5053 transpozon familyasiyla iligkili olarak
tanmimlandi. 5' korunmus bolgede intl3, attl3 ve promotorlar igerir. Sinif 1 integronlarla
benzer yapida olan Simif 3 integronlar Japonya’daki izolatlarda tanimlandi. P.
aeruginosa, P. putida, Serratia marcescens, Klebsiella pneunidaigésterilmistir
(Arakawa vd., 1995; Fluit ve Schmitz, 2004).

Gen Kasetleri: Gen kasetleri, promotor igermezler. 5' bolgede yer alan promotor,
genlerin ifadesi i¢in gereklidir. Kasetler bir veya daha ¢ok sayida cogunlukla antibiyotik
diren¢ geni ve 59-baz elementleri (attC) olarak taninan bir ailenin {iyesi olan integraz
spesifik rekombinasyon bolgesi igerir. Integraz integrondan gen kasetlerinin eklenmesi
ve cikarilmasimi katalizler. Kasetler insersiyon bolgesi olan attl’e birbiri ardina
sokulabilirler. Genellikle bir bakteride birden fazla integron bulunmakta ayrica bir
integronun iginde ¢ok farkli sayida gen kaseti yer alabilmekte ve bu da c¢oklu ilag
direncine neden olmaktadir (Recchia ve Hall, 1997). Gen kasetleri, integronun bir
parcasi olarak veya ayri kiiclik halkasal molekiiller halinde olmak iizere iki formda
bulunmaktadir. Halkasal formlarinda, gen kasetleri; replikasyon orjinleri
icermediginden replikasyon ve ifade yetenegine sahip degillerdir (Stokes vd., 1997).
Gen kasetlerinin ¢ok sayida kombinasyonlar1 rapor edilmigtir (Partridge vd., 2009).
Integronlarm listesi, integrall veri tabanindan edinilebilir (URL-2, 2016) Yaygin
integron gen kasetleri ve fonksiyonlar1 Tablo 4’te verilmistir. Korunmus integron ve

direng geni tagiyan integron yapist da Sekil 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Yaygin integron gen kasetleri ve fonksiyonlar1 (URL-2, 2016).

Gen/Sinonim Enzim Fonksiyon Blyuklik GenBank No
aacA/ aac(6) Aminoglikozid 6'- Amikasin, dibekasin, 147 aa CUS03345.2
N-asetiltransferaz isepamisin, sisomisin 209 aa CTQ86036.1
netilmisin, ve tobramisine karsi
direng kazandirir.
Dibekasin, neomisin,
aacC/ aac(3) Aminoglikozid 3'- gentamisin, sisomisin 154 aa AENS55731.1
N-asetiltransferaz kanamisin, lividomisin, 304 aa KKZ87186.1
paromomisin, ve tobramisin
gibi aminoglikozitlere kars1
diren¢ kazandirir
2'-N- Dibekasin, neomisin, 177 aa AAA61597.1
aacB/ aa(2") asetiltransferaz gentamisin, sisomisin 281 aa SDU57662.1
kanamisin, lividomisin,
paromomisin, ve tobramisin
gibi aminoglikozitlere kars1
direng kazandirir
aadA/ art(3")  Aminoglikozid 3'-  Streptomisin ve spektinomisine 58 aa CAA33851.1
adeniltransferaz kars1 direng kazandirir. 336 aa AMKA48966.1
aadB/ art(2')  Aminoglikozid 2'- Kanamisin, gentamisin, 29 aa CAA45720.1
adeniltransferaz tobramisin, dibekasin ve 249 aa AFQ60593.1
sisomisine kars1 direng
kazandirir
aphA Aminoglikozid 3'- Gentamisin, kanamisin, 237 aa CCI74656.1
fosfotransferaz lividomisin, neomisin, 343 aa AEV65809.1
paramomisin ve ribostamisine
kars1 direng kazandirir.
blaAmpC Siuf C B-laktamaz Oksiimino B-laktamlar ve 69 aa CEE15334.1
AMPC sefamisinlere kars1 direng 371 aa AAS46851.1
kazandirir
blaBEL Genis spektrumlu Genis spektrumlu 283 aa ANM44757.1
siif A B-laktamaz sefalosporinler ve aztreonam
dahil olmak tizere B-laktamlara
kars1 direng kazandirir.
blaCTX-M Sinif A B-laktamaz Seftazidim gibi B-laktamlara 131 aa AMO65332.1
kars1 diren¢ kazandirir. 291 aa AOA70434.1
blaDHA Plazmid kodlayan  B-laktam antibiyotiklere direng 379 aa ADM51921.1
simif C B-laktamaz kazandirir.
blaESP Genis spektrumlu B-laktam antibiyotiklere kars1 246 aa BAA23768.1

B-laktamaz

direng kazandirir.
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Tablo 4 (devam). Yaygin integron gen kasetleri ve fonksiyonlar: (URL-2, 2016).

blaGES

blalBC/
blaGES-7/-8

blaIMP

blaOXA

blaP1

blaSHV

blavEB

blaviM

blaTEM

blaTLA

Dfr/ Dhfr

Genis spektrumlu
smif A B-laktamaz

Genis spektrumlu
[B-laktamaz

Sinif B B-laktamaz
(metallo
B-laktamaz)

Sinif D B-laktamaz
(oksasilinaz)

PSE-1/CARB-2
B-laktamaz

Sinif A B-laktamaz

Genis spektrumlu
simif A B-laktamaz

Sinif B B-laktamaz
(metallo
B-laktamaz)

Sinif A B-laktamaz

GSBL simuf A
B-laktamaz

Dihidrofolat
rediiktaz

Genis spektrumlu
sefalosporinler (seftriakson,
sefotaksim ve seftazidim),
aztreonam ve oksiimino [3-
laktamlarla iligkili B-laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Genis spektrumlu
sefalosporinler (seftriakson,
sefotaksim ve seftazidim),
aztreonam ve oksiimino f3-
laktamlarla iligkili B-laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Monobaktamlar hari¢ 3-laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Ampisilin, sefalotin, oksasilin
ve kloksasilin gibi B-laktam
antibiyotiklere kars1 direng

kazandirir.

Karbenisilin igeren -laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

B-laktam antibiyotiklere kars1
diren¢ kazandirir

Genis spektrumlu
sefalosporinler (seftriakson,
sefotaksim ve seftazidim),
aztreonam ve oksiimino f3-
laktamlarla iligkili B-laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Monobaktamlar hari¢ -laktam
antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Penisilinler ve sefalosporinlere
kars1 direng kazandirir.

Sefotaksim, seftazidim ve

aztreonam dahil B-laktam

antibiyotiklere kars1 direng
kazandirir.

Trimetoprime kars1 direng
kazandirir.

287 aa

287 aa

246 aa

219 aa

288 aa

239 aa

209 aa

266 aa

286 aa

301 aa

115 aa

ALC74967.1

AAP22974.1

BAB71948.1

AFQ62610.1

ABI50479.1

ADY02604.1

ANQ47251.1

AID37278.1

ALJ52334.1

ADM?26831.1

BAH04243.1
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Tablo 4 (devam). Yaygin integron gen kasetleri ve fonksiyonlar: (URL-2, 2016).

Qac Dortlii amonyum Dortlii amonyum bilesenlerine 107 aa AAB47993.1
bilesenlerine kars1 direng kazandirir.
direng proteini

Qnr Florokinolon Florokinolonlara karsi direng 169 aa AAYS56091.1
direng proteini kazandirir.
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Coklu direng P
tastyan integron

ant

int .
-Integronun korunmus yapisi-

Direnc geni 1

Direng tastyan P
integron

Direnc geni 2

Sekil 4. Korunmus integron ve direng geni tasiyan integron yapisi. intl 1 (Simf 1

integraz) ve attl 1 (integron iliskili rekombinasyon bdlgesi) 5' korunmus
bolgede yer alir. 3' korunmus bolgede qacEA1L (kuaterner amonyum direng
geni), ORF (agik okuma g¢ergevesi) ve sull (sulfonamidlere direng saglayan
gen) bulunmaktadir. Pane gen kaset ekspresyonunu saglayan promotor. Py
integrazin  transkripsiyonundan  sorumludur. P, daha zayif Pgany
promotorlariyla integronlarda tanimlanan ikinci promotordur. Gen kasetleri 1
ve 2 integronlar tarafindan yakalanip entegre edebilen farkli antimikrobiyal

ajanlara diren¢ kazandiran gen kasetlerini ifade eder (Carattoli, 2001; Fluit ve
Schmitz, 1999).

1.11.Bitki Ekstrelerinin A ntimikrobiyal Etkinliklerinin Onemi

Son zamanlarda patojenik organizmalara karsi artan antibiyotik diren¢ problemi

yeni antibiyotik ajanlar i¢in dogal bitkisel iiriinlerin kesfine yol agmistir Eskiden beri,
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halk arasinda kullanilan baz1 bitkiler cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Geleneksel tibbin bu sistemi gelismis {ilkelerin ¢ogunda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu bitkiler aktif bilesenlere sahiptir ve bu bilesenler onlara tibb1 deger

kazandirir.

Bu c¢alismada kullanilan 15 bitkinin 6ziitleri hazirlanirken meyve, yaprak, ¢icek

ve/veya taze siirgilin kisimlar1 kullanilda.

1.11.1. Duchenea indica (Hint ¢ilegi)

Asya, Avrupa ve Amerika’da yaygin olarak dagilim gosteren Duchesneandica,
Rosaceae familyasina ait nemli ve golgeli alanlarda yetisen bir yillik, {i¢ yaprakli,
stiriiniicli bir bitkidir. Asya’da binlerce yildir konjenital ates, doku iltihabi, hematemez
ve kanser hastaliklarinda geleneksel bitkisel ilag olarak kullanilmistir (Zhu vd., 2015).
Bitkilerin hemen hemen hepsinde bulunan fenolik bilesikler aromatik halka tizerinde
aromatik grup ve bir veya daha fazla hidroksil grup i¢eren genis spektrumlu molekiilleri
kapsar (Martins vd., 2011). Fenolik asitler, ellacik asitler ve flavonoidler dahil birkag
fenolik bilesik Duchesnea cinsinden izole edilngierdir. Ayrica farmakolojik ¢aligmalar

fenolik bilesenlerin en aktif bilesenler oldugunu gdstermistir (Zhu vd., 2015).

Sekil 5. Duchesnea indica (Hint ¢ig)

1.11.2. Dospyroskaki (Trabzon hurmasi)

Ebenaceae familyasinda yer alan 12 m yiikseklikte ve 7 m ¢apinda Slgiilere sahip
olan D. kaki tiirii yaprak doken bir agagtir (Singh ve Joshi, 2011). Anavatan1 Cin ve
Japonya’dir. Tirkiye'de Karadeniz, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bdlgelerinde
yetistirilir  (Giiner vd., 2012) (Sekil 6). Son yillarda Trabzon hurmasi tibbi
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uygulamalarda kanser, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar1 onlemek i¢in ilgi odag:

olmustur (Arakawa vd., 2014).

Trabzon hurma yapraginin aktif bilesenleri ugucu yagin varligi, total flavonoid,
kumarinler ve organik asit gida bozulmalar1 ve gida kaynakli patojenlere karsi
antimikrobiyal aktiviteden sorumludurlar (Singh ve Joshi, 2011). Yapraklar 40-
dihidroksi-a-truksilik asit taarin C, mirisetin, anulatin, trifolin, astragalin, hiperin,
izokuersetin, rutin, kuersetin kamferol ve kakispiron ve kaki saponin igerdigi rapor

edilmistir (Chen vd., 2007).

Trabzon hurmasi (100 g taze meyvede) - su, 80.3 g; protein, 0.58 g; total lipid,
0.19 g; toplam karbonhidrat, 18.6 g; toplam diyetsel lif, 1.48 g; ve bazi mineraller, yani,
magnezyum, demir, ¢inko, bakir ve manganez igerir. Askorbik asit (7,5 mg’a kadar),
karetenoidler (6zellikle kriptoksantin, zeaksantin ve karoten), polifenoller,
polifenollerin spesifik bir grubu (taninler), katesin ve gallokatesin gibi antioksidanlar

Trabzon hurmasinda yiiksek konsantrasyonda bulunmustur (Gorinstein vd., 2007).

Sekil 6. Diospyros kak{Trabzon hurmasi)

1.11.3. Prunus divaricata (Yunus egi)

Prunus divarcatayaygin isimleri cherry plum ve myrobalan plum olarak bilinen
bir erik tiiriidiir. Giilgiller (Rosaceae) familyasindan Avrupa ve Asya’da dogal olarak
yetisen bu tiir, Kuzey Amerika’da sonradan dikilerek yetistirilen daginik yerlesmis bir
agac tlrtdiir. Bliylik calilar veya kiigiikk agaglar 6-15 m yiikseklige ulasirlar. Kisin
yaprak doken agaglardir. Avrupa’da ilkbaharda genellikle Subat ay1 ortalarinda ilk ¢igek
acan agaclardan biridir. Cigekler beyaz ve yaklasik 2 cm’dir. Bes ta¢ yapraga sahiptir.

Meyve sar1 veya kirmizi renkte 2-3 cm kalinliginda sert ¢ekirdeklidir. Temmuz’un
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bagindan Eylil aymnin ortalarina kadar olgunluga ulasan yenilebililir bir meyvedir.
Yunus erigi ¢ok erken ¢igeklendigi i¢in yetistirilen bah¢e ve peyzaj kullanim igin

popiiler bir siis agacidir (URL-4, 2016).

P. divaricata antosiyaninlerce zengindirler ve organik asitler, pektin, mineral
madde ve tiim aminoasitleri bol miktarda igerirler. Meyvenin kabugu bol miktarda
dogal antosiyanin igerir. Antosiyaninler ¢ogu vaskiiler bitkilerde mevcut ve zararsiz
olan suda ¢oziilebilen renklendiricilerdir. /n vitro ve hayvan deneylerinde antosiyaninler
C ve E vitaminlerinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdiler ayrica kanserin
gelismesini inhibe etmede ve artherosiklerozisi onlemede de 6nemli rol oynarlar.
Dogada antosiyaninler arasinda biiyiik bir cesitlilik bulunabilir. Antosiyaninler
antosiyanidinlerin glukozit tiirevlerine, ve glukoz, galaktoz, ramnoz, ksiloz veya bir
aglikon ¢ekirdege bagl arabinoz kisimlarindan olusabilir (Wang vd., 2012). Prunus
divaricata’nin goriintiisti Sekil 7’de verilmistir (URL-5, 2016).

i:. ¢ 4" \ 1 £ B -

iI 7. Prunus divaricta (Yunus egi)
1.11.4. Citrus japonica (Kamkat)

Rutaceae familyasina ait bir meyvedir. Tohum harig, kabugu ile birlikte biitiin
meyve ¢ig olarak yenir. Meyve kabugu flavonoidler ve terpenoidler sayesinde tipik
aromasiyla tathh ve yenilebilir bir meyvedir. Kamkatlar ayrica askorbik asit,
karotenoidler, flavonoidler ve ugucu yaglar da dahil fitokimyasallarin ve besinlerin

onemli bir kaynagidirlar (Koyasako ve Bernhard, 1983).

F. crassifoliaSwingle tiirii bilim diinyasinda Citrus japonica tiiriniin sinonimi
olarak kabul edilmistir (URL-3, 2016). F. crassiblia, flavonoidlerce zengindir.

Karakteristik bir flavonoid 3',5'-di-C-B-glukopiranosilfiloretin 6nceden Fortunella
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cinsinde ayrintili olarak c¢alisgtlmistir (Ogawa vd., 2001). Son zamanlarda, F.
crassifolia’nin antioksidan aktivitesi bildirilmstir (Kondo vd., 2005). Ancak F.
crassifolia kabuk yagiinin kimyasal bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri tizerindeki
calismalar siirlidir (Schirra vd., 2008). Citrus tiirleri esansiyel yaglar ¢ekici aromasi,
bocek ve hayvanlara karsi itici bir madde ve antioksidan aktiviteler gibi cesitli

fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler (Subba ve Soumithri, 1967).

Citrus tiirleri sadece gida endiistrisi i¢in degil ayn1 zamanda Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilere kars1 hem yag hem de buhar formunda inhibitér oldugu tespit
edilmistir (Fisher ve Phillips, 2008). Ayrica, gida endiistrisinde antimikrobiyal maddeler
icin kaynak gelistirmek amaciyla antimikrobiyal Ozellikleri ile ilgili bitkisel ugucu
yaglar hakkinda c¢ok sayida calisma vardir (Mkaddem vd., 2009; Salleh vd., 2011)
(Sekil 8).

Sekil 8. Citrus jaonica (Kamkat)
1.11.5. Citris lemon(Limon)

Rutaceae familyasina ait 6nemli tibbi bir bitkidir. Ham ekstraktin yaprak, ¢igek
ve kok gibi farkli kisimlarinda antikanser aktiviteler ve antibakteriyel potansiyele sahip
olan baslica alkoloidler igin yetistirilmektedir. Citrus tiirleri flavonoidler antibakteriyel,
antifungal, antidiyabetik, antikanser ve antiviral faaliyetleri de dahil olmak iizere
biyolojik aktivitenin genis bir spektrumuna sahiptirler. Flavonoidler dogrudan
antioksidanlar ve serbest radikal temizleyiciler olarak gorev yapabilirler ve enzimatik
aktivitelerini modiile eden ve hiicre ¢ogalmasini inhibe etme kapasitesine sahiptirler.
Bitkilerde, flavonoidler bakteri, mantar ve viriislere karsi bir savunma rolii oynarlar.
Citrus lemon meyvesinin kabugu flavonoid glikozidler, kumarinler, B ve y-sitesterol,

glikozidler ve ugucu yaglarin zengin bir kaynagidir (Sekil 9). Citrus lemon meyvesi
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ayn1 zamanda polifenoller gibi biyoaktif bilesenler icerirler, C vitamini bakimindan
zengindirler. Meyve kabugunun antimikrobiyal aktivitesi icerdikleri bilesenlerle
dogrudan iligkilidir. Calismalar ugucu yaglar, protopin, koridalin alkoloidler,
poliasetilen, asiklik seskuiterpenler, hiperisin ve psddohiperisin bilesenlerinin ¢esitli
bakterilere karsi etkili olduklarini gostermistir. Bununla birlikte alkoller, aldehitler ve
esterlerin yani sira diger aktif terpenler ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerine katki
saglayabilirler. Etanol, metanol ve aseton gibi farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis limon
kabugu ekstraktlarinin  antimikrobiyal deneyleri yapildi. Etanol ¢oziiciisiinde
hazirlanmig ekstrakt metanol ve aseton c¢oziiciilerinde hazirlanmig olanlara gore test
edilmis mikroorganizmalara kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir

(Dhanavade vd., 2011).

oy
L B

Sekil 9. Citrus lemon (Limon)
1.11.6. Citrusparadisi(Greyfurt)

Hibrid kokenli Rutaceae familyasinda yer alan orta boylu meyve agacidir.
Portakal ile pomelonun dogal bir melezidir. Meyvelerin tadi aci tatli-eksi arasinda
degisir (URL-6, 2016). Greyfurt, beslenme ve antioksidan 6zelliklerinden dolayir son
yillarda biyiik ilgi goérmistir. Ayrica, Citrus paradisi bilesiklerinin antiviral,
antikanser, antienflamatuar, antialerjik ve analjezik etkinliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Greyfurt, organik asit, seker ve fenolik bilesiklerin iyi bir kaynagidir
(Uysal vd., 2011). Citrus paradisinde antifungal, antimutajenik, Ostrojenik ve
antimikrobiyal aktiviteler gosteren bir fenolik asit olan hidroksibenzoik asit bilesikleri
gosterildi (Oksana vd., 2012). Citrus paradisikabuklarinin ugucu yag bilesimi hakkinda
birka¢ rapor bulunmaktadir, bunlarin bazilar1 sunlart igerir: D-limonen, f-Myrcen, a-
pinen, fS-pinen, y-terpinen, a-terpinolen, a-karyofilen, kopaen, p-fellandiren vb. Citrus

paradisi meyve kabuklarmin flavonoidler (hesperidin, narirutin, naringin, eriositrin) ve
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ayn1 zamanda polifenoller (kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapinik asit) gibi

baz1 antioksidanlar igerdigi bilinmektedir (Okunowo vd., 2013) (Sekil 10).

Sekil 10. Citrus paradisiGreyfurt)

1.11.7. Platanus orientaligCinar)

Diinyada Dogu Akdeniz bolgesinde dogal olarak yetisir (Sekil 11). Platanus
orientalis Platanaceae familyasinin benzersiz yasam iyesidir. Agrt  kesici,
antienflamatuar ve inflamasyon gibi tibbi kullanimi vardir. Cinar yapraklar
flavonoidler, pentasiklik triterpenoidler, taninler ve kafeik asit igerirler. Sitotoksik,
stostatik, antimikrobiyal, antiseptik etkiler gibi bircok farmakolojik aktivite, Platanus
tiirlerine atfedilmistir (Irtiza vd., 2016).

)

Sekil 11. Platanus orientali

.

1nar)

1.11.8.Tilia cordata (Ihlamur)

Ebegiimecigiller (Malvaceae) familyasindan Tilia cinsini olusturan Kuzey
yarimkiirenin 1liman ve yar1 tropik bolgelerinde yetisen agag tiirlerine verilen addir.
Tiirkiye’de dogal yayilisi olmamakla birlikte Ege ve Akdeniz bolgesinin kiyilari harig

her yerinde yetistirilebilir. Avrupa’da dogal olarak yetismektedir (URL-7, 2016). Tilia
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cordata(Tiliaceae) thlamur kis aylarinda soguk alginligi, grip ve nezleye karst oldukca
sik tiiketilen bir bitkidir (Sekil 12). Ayrica uyku bozukluklar1 veya anksiyete i¢in
narkotik olmayan sakinlestirici olarak, alternatif tipta kullanilmaktadir. Fitokimyasal
yapilan c¢alismalarda Tilia tilirlerinin  hidrokarbonlar, esterler, alifatik asitler,
terpenoidler, kuersetin ve kamferol tiirevleri, fenolik bilesenler, yogunlastirilmig

tanenler ve kumarin skopoletine sahip oldugu gosterilmistir (Vatl'dk vd., 2014).

Sekil 12. Tilia cordata (Ihlamur)

1.11.9. Equisaum arvensgAtkuyru gu)

Equisetaceae familyasinda yer alan bu takson dogal olarak kuzey yarim kiirede
rizom kok formasyonuyla yetisen ¢ok yillik giir bir bitkidir. Sporla iireyen bitki Mart ve
Nisan aylarinda 15-25 cm boylarinda siirgiinler gelistirerek biiytimektedir. Stirgiinler
Nisan’dan sonra yesil rengini alirlar. Govde ici bos olan bitkinin, 6-15 aras1 bogumda
ince, cam agacina benzer yapraklar1 ¢ikar. Yumru kokleri derine kadar iner. Tiiriin
yayilict bir 6zelligi oldugundan kontrolsiiz olarak tarlalara dikilmemelidir. Su kenarlari,

nemli alanlar ile kumlu, balgikli topraklarda yetisir (URL-8, 2016) (Sekil 13).

Bu bitkinin tibbi 06zellikleri arasinda karaciger koruyucu, idrar soktiiriicii,
antibakteriyel, antioksidan etkileri bulunmustur. Ayrica yara ve artrit gibi enflamatuar
hastaliklarin tedavisi i¢in anti enflamatuar Ozellikler tanimlandi (Griindemann vd.,

2014).
E. arvenséin en iyi bilinen biyoaktif bilesenleri fenolik bilesikler, saponinler,

aconite, okzalik ve malik asit, resinler, taninler, pektin, flavonik bilesikler, vitamin C,

karetenoidler ve mineral maddelerdir (Kukri¢ vd., 2013).
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Sekil Equiset ar née&ﬁkuyrugu)

1.11.10. Punica ganatum (Nar)

Nar olarak bilinen Punicaceae familyasinda yer alan P. granatunun meyveleri,
cigekleri, yapraklar1 ve kabuklar1 bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. P.
granatum biésikleriyle yapilan bazi c¢alismalar yiiksek antioksidan, antikanserojik ve
antimikrobiyal aktivite gostermistir. P. granatummeyvesinde bulunan bir¢ok bilesen
arasinda alkoloidler, polifenolikler, ellacik asit ve gallik asit vardir. Meyve kabugu
antibiyotik etkinlige sahip olan punicalagin, granatins A ve B, gallagyldilacton,
casuarinin, pedunculagin, tellimagrandin I ve corilagin dahil alkoloidler ve yaklasik %
20 oraninda taninler igerir. Perikarptan izole edilmis granatins A ve B, punikalagin ve
punicalin gibi bilesenler antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan temel bilesiklerdir
(Anibal vd., 2013). Dudonné ve arkadaglar1 2009 yilinda yaptiklar1 kimyasal analizlerle

nar’da punikalin, punikalagin, pedunkulagin ve puniglukonin gibi hidrolizlenebilir

taninler yiiksek seviyede bulunan fenolik bilesikleri gdstermislerdir (Dudonné vd.,

2009) (Sekil 14).

Sekil14. nica grnatuar)
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1.11.11. Phytolacca american&ékerci otu)

Phytolaccaceae familyasinda yer almaktadir. Asya ve Avrupa’da genis dagilim
gosteren Kuzey Amerika’nin batisinda dogal olarak yetisen biiyiik, yabani ve yillik bir
bitkidir. Tibbi kullanimi1 uzun bir tarihe sahip olan sekerciotu zayiflamig immiin sistemi
ile ilgili hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir. Ilging bir kimyaya
sahip olan bitki glniimiizde anti-AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome=Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu) ila¢ olarak arastirilmaktadir.
Hiicre boliinmesini etkileyen antienflamatuar ajanlar, antiviral proteinler ve maddeler
icerirler. Bu bilesenler bir¢ok hastalik yapici organizma igin toksiktirler. Bitkinin biitiin
kisimlar1 toksiktir, bu nedenle ishal ve kusmaya sebep olabilir (Aron' ve Irvin, 1980).
Saponinler igeren meyvenin 28-30 dikarboksi ve/veya karbometoksi oleanen’den
olustugu gosterilmistir. Bitkinin tiimiinde triterpen saponinler tespit edilmistir.
Yapraklarda, flavanoller astragalin ve azokuersitrin bulundu. Olgun meyveler
betasiyanin, meyvenin kirmizi 6z suyu baglica betanin igerir. Kokler triterpensaponinler
ve fitolakkositler igerir. Asit hidrolizinden sonra seker igermeyen kisimda eskulentik
asit, jaligonik asit, jaligonik asit -30- metil ester (eskulentik asit -30- metilester) vardir

(Ravikiran vd., 2011) (Sekil 15).

Sekil 15. Phytolacca american&ékerci otu)

1.11.12. Plantago mjor (Damar otu)

Plantaginaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Diinya ¢apinda bir dagilim
gosteren Plantago cinsinin Tiirkiye’de 24 tiirii bulunmaktadir. Ozellikle yol
kenarlarinda, nemli yerlerde yetismektedir (Sekil 16). Plantago tiiteri kanamayi
durdurucu, idrar soktiiriicli, balgam soktiiriicli, teskin edici, agriy1r hafifleten,
antibakteriyel ve antiviral 6zellige sahip maddeler igerir. Bu bitki genellikle deri ile
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ilgili bir takim hastaliklar, solunum organlari, sindirim organlari, tireme, dolasim,
kanseri onlemede, agrinin giderilmesinde, bulasici hastaliklarin tedavisinde sifali bitki
olarak kullanilmakta ayrica hemoroid, ishal ve sistit i¢in bir ¢are olarak kullanilmaktadir

(URL-9, 2016).

P. major polisakkaritler, lipidler, fenolik bilesikler, flavonoidler, iridoid
glikozidler, terpenoidler, benzoik bilesen (vanilik asit), taninler, saponinler ve steroller
gibi biyolojik olarak aktif bilesikleri igerir. Biyoaktif kafeik asit tiirevi olan
plantamajosid, P. majofde antienflamatuar, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere
sahiptir. Antiallerjenik, antiviral, antienflamatuar dahil biyolojik aktiviteleri bilinen
apigenin, baikalein, baikalin, luteolin, hispidulin, plantaginin, skutellarein, nepetin ve
homoplantaginin gibi flavonoidler P. majorfden izole edilmislerdir (Stanisavljevic” vd.,

2008).

Sekil 16. Plantago majotDamar otu)

1.11.13. Smilax excelsa (Anadolu saparnasi)

Diinyanin tropikal ve iliman boélgelerinde dogal olarak yetisen Smilax cinsi
tirmanmay1 saglayan filizlerlele tirmanici, odunsu, dikenli, sarmasik bir bitkidir (Ozsoy
vd., 2008). Sonbaharin basinda c¢icek acan bu bitkinin baslangicta yesil olan salkim
seklindeki meyveleri olgunlastig1i zaman kirmizi renge doniisiir (Sekil 17). Tiirkiye’de
denize kiyis1 olan bolgelerde 800 metreye kadar olan yiiksekliklerde goriiliir (Giiner vd.,
2012; URL-10, 2016). Smilax rizomlarmin immiinomodiilatér, karaciger koruyucu,
antibakteriyel, antifungal ve antioksidan gibi cesitli farmakolojik aktiviteleri iyi
bilinmektedir (Ban vd., 2006; Chen vd., 1999; Jiang ve Xu, 2003; Navarro vd., 2003).
Smilax tiirleri birgok {ilkede enfeksiyon hastaliklari, cilt bozukluklar1 ve karaciger
enflamasyonunun tedavisinde uzun siire kullanilmaktadir (Kubo vd., 1992; Ng ve Yu,

42



2001). Gallik asit, protokatekuik asit, kafeik asit, gentisik asit, trans-o-kumarik asit and

bazi flavonoidler gibi fenolik bilesikler Smilax cinsinin baz: tiirlerinden izole edildi. S.

excelsa zengin saponin iireticileri arasindadir (Kubo vd., 1992; Ozsoy vd., 2008; Yang
vd., 2008; Wungsintaweekul vd., 2011; Zhang vd., 2009).

\ ) A '_.& i v
Sekil 17. Smilax excelsa (Anadolu saparnasi)

1.11.14.Vitis vinifera (Asma)

Vitaceae familyasina aittir. Vitis vinifera yaprak doken, sarmaik, odunsu yapisi
vardir ve biiyiik yapraklara sahiptir (Sekil 18). Kiiciik, soluk, yesil renkte ¢icek acar.
Salkim seklinde meyveler yesilden olgunlastik¢a siyah renge doniisiir. Uziim eskiden
beri biyolojik aktiviteler i¢in halk arasinda ila¢ olarak kullanilmaktadir. Hemostatik
ozelliklere sahip bitkinin yapraklari ishal, kanama, varis, hemoroid, iltahabi hastaliklar,
agr1, hepatit hastaliklarinin tedavisinde kullanilmakta ayrica Anadolu’da ylizyillardir
c¢iban drenaji1 ve yaralarin iyilestirilmesinde haricen kullanilmaktadir (Orhan vd., 2009).
Uziim suyu kanserin primer sathasinda etkili &zellige sahiptir (Jung vd., 2005). Bitkinin

tyilestirici 6zelliklerinin cogu fenolik bilesiklere bagli olabilir.

Polifenoller iiziimlerdeki en O6nemli fitokimyasal madedir. Fenolik bilesenler
antosiyaninler, flavanoller, resveratrol ve fenolik asitler igerirler. V. vinifera yapra
cogunlukla mirisetin, ellacik asit, kamferol, kuersetin ve gallik asit i¢erirler (Ahmad vd.,

2014; URL-11, 2016).
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Sekil 18. Mitis vinifera (Asma)

1.11.15. Ribes rubrunfFrenk Gzimu)

Ribescinsinin bir tiirii olan frenk {iziimii Belgika, Hollanda, Almanya, Portekiz,
Fransa, Kuzey Italya, Kuzey Ispanya’da dogal olarak yetismektedir. R. rubrumyaprak
doken cok yillik ¢ali formunda bir bitki olup normalde 1-1,5 metre biiyiiyebilmekte,
nadiren boyu 2 metreye ulasabilmektedir (Sekil 19). Sar1 ve ve yesil renkte olan
cicekleri 4-8 cm iiziim salkimi seklindedir ve olgun meyveler seffaf kirmizi renge
sahiptir. Kirmiz1 frenk {iziimii ates diisiiriicii, istah artirici, terletici, hafif laksatif, idrar
soktlirlici, kanama Onleyici, sindirime yardimci 6zellikler gostermektedir (URL-12,

2016).

Meyvelerde dogal olarak bulunan ve antioksidan aktiviteye sahip fenolik
bilesikler bitkileri fungal ve antibakteriyel enfeksiyonlardan ayrica g¢evresel stresten
koruyabilirler. Polifenoller bakimindan zengin olan meyveler antimikrobiyal etkilere
sahiptirler. Ribestiirleri fenolik bilesikler, fenolik asitler (p-kumarik asit), flavonoller
(kuersetin, izokuersitrin, mirisetin ve kamferol, antosiyaninler ve proantosiyanidinler ve
aromatik bilesikler (terpenler, asterler, alkoller) gibi bir¢ok aktif bilesen igerirler
(Kendir ve Koroglu, 2015; Krisch vd., 2009).

Sekil 19. Ribes rubruniFrenk tiziimii)
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1.12. Literatiir Ozeti

Pseudomonas aeruginos®.(aeruginosa), dgada yaygin olarak izole edilen
non-fermentatif Gram negatif basildir. Ozellikle hastanede yatan ve immun sistemi
cesitli nedenlerle zayiflamis olan hastalarda, pnomoni, bakteriyemi, yanik
enfeksiyonlari, menenjit, beyin apsesi, endokardit, septik artrit, osteomyelit, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi klinik tablolara neden olmaktadir (Berktas vd.,
2011b). P. aeruginoa ¢esitli antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir (Giil vd., 2004).
P. aeruginosaiin antibiyotiklere direngli olmasi, fiziksel ortamlara dayanikli olmasi, ve
tireyebilmesi i¢in az besine ihtiyag duymasi hastane ortaminda yasamasini
kolaylastirmaktadir. P. aeruginosahastane enfeksiyonlari etkenleri igerisinde ilk
siralarda yer almakta ve olusturdugu enfeksiyonlara bagli yiiksek mortalite ve

morbiditeye neden olmaktadir (Berktas vd., 2011a; Giil vd., 2004).

Yiicel vd. (2006) tarafinda yapilan calismada yogun bakim hastalarinin ¢esitli
orneklerinden ii¢ yilda elde edilen, enfeksiyon etkeni ya da kolonizan olarak diisiiniilen
toplam 265 P. a@uginosa susunun antibiyotiklere direng oranlarinin yillar igindeki
degisimi incelenmigtir. Cesur vd. (2000) tarafindan Ankara’da yapilan bir ¢alismada
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen P. aerugin@a suslarinin karbapenem ve diger p-
laktam antibiyotiklere duyarhiliklar1 arastirilmistir. Giiltepe vd. (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada hastalardan gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen ve enfeksiyon
etkeni olarak degerlendirilen 636 P. aeruginoa susunun antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Mersin’de hastane enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 34
P. aeruginosa susunun anti-psédomonal antibiyotiklere duyarliiit NCCLS o6nerilerine
uygun olarak standart disk difiizyon yontemi ile arastirilmis ve bu yontemle
karbapenemlere direngli bulunan suslar icin meropenemin MIiK’lar1 E-test ile
belirlenmigtir (Ers6z vd.2004). Kiregci vd. (2008), yatarak veya ayaktan tedavi goren
hastalarin  gesitli  klinik Orneklerinden izole edilen 92 P. aeruginosa susu
degerlendirmeye alinmistir. Arastirilan suslarin antibiyotiklere duyarlilik oranlar1 CLSI
standartlarina uygun olarak Mueller-Hinton agarda, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
ile belirlenmistir. Incelenen 92 susun amikasine, siprofloksasine, tobramisine,

netilmisine, imipeneme, aztreonama, seftazidime ve gentamisine duyarli bulunmustur.
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P. aeruginosa, bilinen tiim enzimatik ve mutasyonel bakteriyel direng
mekanizmalarin1 kullanabilme yetenegine sahip olmasina ragmen en sik B-laktamaz
aracili dirence rastlanmaktadir (Berktas vd., 2011a). pB-laktamazlar ve diger
mekanizmalarin neden oldugu direng imipenem, meropenem ve doripenem gibi
karbapenemleri, P. aeruginosa enfeksiyonlarin tedavisi i¢in son derece Onemli
antibiyotikler haline getirmistir. Karbapenem direncine karbapenemaz ekspresyonu, dis
zar gegirgenliginde azalma neden olabilmektedir. Pseudomonasirlerinde karbapenem
direncine neden olan karbapenemazlardan bazilar1 KPC, GES, OXA, VIM, IMP, SPM,
GIM, AIM, DIM ve NDM’dir (Eraksoy, 2014). Cin’de seftazidim direngli klinik P.
aeruginosa izolatlari ile yapilan calmada p-laktamazlarin cesitliligine PZR metoduyla
bakilmistir (Qink vd., 2014). Zafer vd. (2014) tarafindan yapilan metallo-p-laktamaz
(MBL) ve genislemis spektrumlu p-laktamazlarin (GSBL) prevelansini arastirildigi
calisma 122 P. aeruginosazolati lizerinde gergeklestirilmistir. Er vd. (2015) tarafindan
yapilan calismada yatan hastalardan izole edilen P. aeruginosasuslarinin antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesi ve PER, GES, KPC, VIM, IMP ve OXA gibi direng
genlerinin varhi@ini arastirillmistir. Karbapenem direngli toplam 84 P. aeruginosa
izolatinda blakpc, blanpm, blanp, blayiv, blagxa-as ve blages genlerinin varligi PZR ile
incelenmigtir (Malkocoglu vd., 2016). Litvanya'dan toplanan 73 karbapenem direncli P.
aeruginosa izolatinda kazanilmg karbapenemazlarin molekiiler epidemiyolojisi ve

prevalansi ¢alisilmistir (Mikucionyte vd., 2016).

Integron antibiyotik diren¢ determinantlarim kodlayan, belirli gen kasetlerini
entegre etme veya tasima yetenegine sahip genetik elemanlardir. Bakterilerde direng
genleri integronlar ile yayilabilmektedir. B-laktamaz genleri, aminoglikozid modifiye
edici enzimleri kodlayan genler integron gen kasetlerinde bulunabilir (Mengeloglu vd.,
2014). Tirkiye’de farkli hastanelerden elde edilen 205 P. aeruginosa susunun
kullanildig1 bir ¢alismada Sinif 1 integron tespit edilmistir. Tespit edilen Sinif 1
integronlarda aadA, aac ve blapxa genleri belirlenmistir (Cicek vd., 2013). Klinik
orneklerden izole edilen sefazidime direngli Gram-negatif bakterilerde PER-1 enzim

prevalansini ve klinik olarak onemli integron siniflarinin varligini incelenmistir (Erag

vd.,2013)
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Mengeloglu vd. (2014)’tiin yapmis oldugu calismada klinik 6rneklerden izole
edilen A. baunmannii ve P. aeruginosasuslarinda, Sinif 1 ve 2 integron varlig: ile

antibiyotik direng¢ gen kasetleri dizi analiziyle karakterize edilmistir.

P. aeruginosain da dahil oldugu patojen mikroorganizmalarda artan
antibiyotik direnci bu patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
giiclestirmektedir. Endiistriyel antibiyotiklerin gelistirilmesinde azalma ve antibiyotik
direncinin hizla yayilmasi antimikrobiyal 06zelliklere sahip bitki ekstraktlariin
arastirilmasi caligmalarina hiz kazandirmigtir (Kése ve Vural, 2009). Manisa’da ¢oklu
ilag direncli klinik izolatlara karst 19 bitkinin etanol ekstraktinin antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyucuk difiizyon metoduyla arastirilmistir (Oskay vd., 2009). Ahmad
vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada V. vinifera bitkisinin sicak su ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi aragtirtlmistir. Taze saglikli yapraklardan olusan ornegin E.
coli, P. aguginosa, S. aureus, Enterococcus fecaligak iizere dort bakteri tizerindeki
etkisini belirlemek i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Tiirkiye’de yapilan bir
calismada Bacillus megateriumDSM 32, P. aeruginosaDSM 9027, Staphylococcus
aureusCowan 1, Corynebacterium xerosIsC 9165, E. coliDM, Enterococcus faecalis
A10, Micrococcus luteug.A 2971 bakterilerine karsi, P. granatunmekstraktlart MIK ve
agar diflizyon metoduyla antimikrobiyal 6zellikleri acisindan test edilmistir (Duman

vd., 2009).
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2. YAPILAN CALI SMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Molekiiler Biyoloji

Laboratuvarinda mevcut olan cihazlar sunlardir:

Termal dongii cihaz1 (Bio-Rad, ABD),

= (Calkalayici etiiv (Jeio Tech, Kore),

= Etiiv (Memmert, Almanya),

= Steril kabin (Heal Force, Cin),

= Sogutmali santriflyj (Sigma, ABD),

= Santrifiij (Sigma, ABD),

=  Mini santrifiij (Hangzhov Allsheng, Cin),

= pH metre (Mettler Toledo, ABD),

* Manyetik karistirici (Stuart, Ingiltere),

» Vorteks (Cleaver Scientific, Ingiltere),

= Hassas terazi (Denver, Tiirkiye),

* Buz makinesi (Fiocchetti, Italya),

= Elektroforez tanki (Thermo Scientific Owl, ABD),
= Jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad, ABD),

= UV illiiminator (Vilber Lourmat, Fransa),

=  Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye),

= Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye),

= Derin dondurucu (-20°C) (Argelik, Tiirkiye),

=  Derin dondurucu (-80°C) (New Brunswick Scientific, ABD )
= Distile su cihaz1 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Almanya),
= Diktip otoklav (Alp Tekinler, Tiirkiye),

= Pastor firin1 (Niive, Tiirkiye),

=  Thermo-Shaker inkiibatér (ABD),

= Spektrofotometre (Cole Parmer, ABD),
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= Otomatik pipetler (Nichipet EX, ABD).

Calismada kullanilan ve Biyoteknoloji ve Analitik Kimya Laboratuvarinda yer

alan cihazlar ise sunlardir:

= Evaporator (Heidolph, Almanya),

= Konsantrator (Genevac, ABD),

= Rondo (Waring, ABD)

= (Calkalamali su banyosu (Heidolph, Almanya)

Anabilim dalinda mevcut olan erlenmayer, petri, meziir, jel dokme tepsisi ve tarak

kullanildi.

2.1.2. Sarf Malzemeler (Kimyasallar, Enzimler, Kitler ve Vektorler)

Kullanilan kimyasallar: Agaroz, agar, NaOH, NaCl, Tris-HCI, etanol, ampisilin
KCO,CH;, CaCl,.2H,0, IPTG, X-gal (Sigma, ABD), Gliserol, RNaz A (BioShop,
Kanada), Tripton, Tris-Base, EDTA, SDS, KCI, glasiyal asetik asit, Dimetil siilfoksit
(DMSO), Metanol, sodyum asetat (Merck, Almanya), maya ekstrakti (HiMedia,
Hindistan), etidyum bromiir (Bio-Rad, ABD), DNA markiri, dNTP (Thermo Fisher
Scientific, ABD).

Kullanilan enzimler: Taq DNA polimeraz, ECOR] T4 DNA ligaz (Thermo Fisher
Scientific, ABD).

Kullanilan kitler ve vektorler: pGEM-T Easy klonlama kiti (Promega, ABD),
plazmit DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD).

Kullanilan besiyerleri; LB (Luria-Bertani), LB (Luria-Bertani) agar, Eozin

Metilen Blue agar (EMB) (Merck, Almanya), Minimal agar, Mueller-Hinton agar
(Merck, Almanya), Mueller-Hinton Broth (Merck, Almanya).
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2.1.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani): 10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 5 g NaCI tartilarak 800
mL’de ¢oziildii. pH 7,4’e ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk

stireyle otoklavlanarak steril edildi.

LB (Luria-Bertani) Agar: 10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 5 g NaCl, 15 g agar
tartilarak 800 ml’de ¢oziildii. pH 7,4’e¢ ayarlanarak son hacim 1 L’ye tamamlandi
121°C°’de 20 dk siireyle otoklavlanarak sterilizasyon yapildi. 55°C’ye kadar

sogutulduktan sonra petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilerek donduruldu.

Eozin Metilen Blue agar (EMB): Ticari olarak temin edilen EMB’den 36 g
alinip 1000 ml saf su ilave edilerek hazirlandi. 121°C’de 20 dk siireyle otoklavlanarak
sterilizasyon yapildi. 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra petri plaklarina 4 mm

kalinliginda dokiilerek donduruldu.

Miieller-Hinton Agar: Ticari olarak temin edilen Miieller-Hinton besiyerinden
34 g alimip 1000 ml saf su ilave edilerek hazirlandi. Sterilizasyon 121°C’de 20 dk
stireyle yapildi. 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra petri plaklarina 4 mm kalinliginda
olacak sekilde dokiilerek donduruldu.

Miieller-Hinton Broth: Ticari olarak temin edilen Miieller-Hinton Broth
besiyerinden 22 g almip 1000 ml saf su ilave edilerek hazirlandi. Sterilizasyon

121°C’de 20 dk siireyle yapildi.

2.1.4. COzeltiler ve Tampon Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Primer Karisimi: Son konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde liyofilize
haldeki primerler steril deiyonize su kullanarak stok c¢ozeltiler elde edildi. 1,5 ml’lik
santrifiij tiiplerine primerlerin stok ¢dzeltilerinin her birinden 10 ul koyuldu. Uzerine 90
ul steril deiyonize su ilave edilerek son konsantrasyonu 10 pmol/pl olan primer karigimi

hazirlandi. Karisim -20°C’de muhafaza edildi.
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dNTP Karisimi: Yogunluklar1 100 mM olan dATP, dTTP, dGTP ve dCTP’nin
her birinden 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 20°ser pl koyuldu ve iizerine 420 pl steril
deiyonize su ilave edildi. Bu sekilde 4 mM yogunlukta dNTP karisimi elde edildi.
Karisim -20°C’de saklandi.

50X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) Tamponu: Beher igerisine 242 g Tris-Base,
100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml glasiyal asetik asit kondu ve yaklagik 700 ml distile su ile
¢coziildii ve pH 8,5 olarak ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Son

kullanim i¢in 1X konsantrasyona seyreltildi.

Etidyum Bromdir: Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 100 mg etidyum
bromiir 10 ml distile suda ¢oziildii. Koyu renkli cam sisede oda i1sisinda muhafaza

edildi.

% 1 Agaroz Jel: Erlenmayer igerisine 1 g agaroz tartilarak kondu ve 100 ml 1X
TAE’den ilave edilerek mikrodalga firinda ¢oziinmesi saglandi. Ilidiktan sonra 10
mg/ml olacak sekilde hazirlanmig etidyum bromiirden 3 pl ekleyip igine tarak takilmis

jel tepsisine dokiildii.

Ampisilin: Son konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde hazirlanan ampisilin
0,5 g tartilip suda ¢oziildii. Son hacmi 10 ml’ye tamamlanan ¢ozelti 0,22 pm’lik
filtreyle siiziilerek steril edildi. 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine bdliinerek -20°C’de

saklandi.

Frozen Storage Buffer (FSB): 100 mM KCI, 50 mM CaCl,.2H,0, % 10 gliserol,
1 M KCO,CHs; bilesenlerin hepsi 50 ml dH,O’da ¢oziilerek pH’s1 HCI ile 6,2 olarak

ayarlandi. Son hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanip +4°C’de saklandi.

Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid (Isopropyl PB-D-1-thiogalactopyranoside,
IPTG): IPTG’den (MA: 238 g/mol) 2,38 g tartilip 10 ml ddH,O’da ¢oziildi ve 0,22
um’lik filtreyle siiziilerek steril edildi. Boylece 1 M konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti

1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine boliinerek -20°C’de saklandi.
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5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactopyranoside, X-Gal): Molekiil agirligr 408,63 g/mol olan X-Gal 10 ml N-N-
dimetil formamidde c¢oziildii. Filtreyle steril edildi ve 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine
boliindiikten sonra 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile kapatilarak -20°C’de

muhafaza edildi.

Sodyum Asetat (3M, pH 5,2): Molekiil agirligr 82,03 g/mol sodyum asetat
konsantrasyonu 3 M ve son hacmi 100 ml olacak sekilde 246,09 g tartilip dH,O’da
¢oziildii. Glasiyel asetik asit ile pH 5,2’ye ayarlandi.

Tris-HCI (1 M, pH 7,5): Tris-HCI’den (MA: 121,1 g/mol) konsantrasyonu 1 M,
son hacmi 200 ml olacak sekilde 24,22 g tartilip 150 ml dH,O’da ¢oziildi. pH 7,5’e
ayarland1 ve son hacim meziir yardimiyla 200 ml’ye tamamlandi. otoklavlanarak oda

1s1sinda muhafaza edildi.

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA, 0,5 M, pH 8,0): EDTA’dan (MA: 372,24
g/mol) konsantrasyonu 0,5 M, son hacmi 200 ml olacak sekilde 37,22 g tartilip 100 ml
dH,O’da ¢oziildii. pH 8,0’e ayarlandi ve son hacim meziir yardimiyla 200 ml’ye
tamamlandi. 121°C’de 20 dk siireyle otoklav yapilarak oda 1sisinda saklandi.

Sodyum Hidroksit (NaOH, 0,1 N): 1 L’de 1 N’i 40 g olan NaOH’ ten
konsantrasyonu 0,1 N ve son hacmi 200 ml olacak sekilde hesap yapilarak 0,8 g tartilip
200 ml’de ¢oziildii. Otoklavlanarak koyu renkli cam sisede oda isisinda muhafaza
edildi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, % 10): SDS’den 10 g tartildi ve 90 ml dH,0O’da

¢oziildii. Koyu renkli cam sisede oda 1sisinda muhafaza edildi.

TENS (Tris-EDTA-NaOH-SDS) Soliisyonu: Son hacim 100 ml’de 10 mM Tris
(pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 N NaOH ve % 0,5 SDS olacak sekilde hesaplar1
yapilarak stoktan alindi ve kalant dH,O’yla 100 ml’ye tamamlandi. Oda 1sisinda

saklandi.
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Tris-EDTA Tamponu (TE): Son konsantrasyonlart 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1
mM EDTA (pH 8,0) olacak sekilde TE tamponu hazirlandi. Bunun i¢in Tris-HCI (1 M,
pH 8,0) stok soliisyonundan 1 ml ve EDTA (0,5 M, pH 8,0) stok soliisyonundan 200 pl

hacminde 98,8 ml steril distile su iizerine eklenerek tampon hazirlandi.

2.2.YOontem

2.2.1. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarinin Temini ve Tanisi

Calismada materyal olarak kullanilacak olan 91 adet P. aeruginosaizolati,
Aralik 2013-Mart 2015 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi ve Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Tip Fakiiltelerinde tedavi goren hastalardan izole edilmistir. Orneklerin
izole edildigi hastalarin dagilimi; 33°l endotrakeal aspirat, 21’1 kan kiiltiirii, 9’u yara
stirlintiisii, 9°’u balgam ve 28’1 diger orneklerden (dren, bogaz siiriintiisii, apse, doku,

acik mide suyu, plevra) seklindedir.

Klinik izolatlarin hepsi API 32GN otomatize sistemi (bioMerieux, Marcy-
1’Etoile, France) (CLSI, 2012) kullanilarak tanimlanmaistir.

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in; imipenem, meropenem, piperasilin/tazobaktam,
seftazidim, sefepim, amikasin, siprofloksasin ve sefoperazon-sulbaktam antibiyotikleri
kullanilmigtir. Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklart VITEK (bioMerieux, Craponne,
Fransa) yontemi ile MIK degerleri belirlendi. Yapilamayan bazi suslarm duyarlilik
dereceleri disk difiizyon yontemi ile belirlendi ve her iki testin sonuglart Avrupa Klinik
Sinir Deger Tablosuna (EUCAST, 2014) gore duyarli (S), orta duyarli (I) ve direngli (R)
olarak degerlendirildi (Tablo 5). CLSI ve EUCAST onayli standart sinir degerleri
bulunmayan sefoperazon-sulbaktam i¢in sefoperazon zon ¢aplari esas alinmig; <15 mm

olan suslar direncli, >21 mm olanlar duyarl olarak degerlendirilmistir (Sirin vd., 2015).
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Tablo 5. Avrupa klinik sinir dgger tablosu (EUCAST, 2014)

MIK sinir degeri Zon c¢api sinir

Antibiyotikler (mg/L) Etki Mekanizmasi degeri (mm)

S< R> S> R <
Imipenem (IMP 4 8 Karbapenem 20 17
Meropenem (MEM) 2 8 Karbapenem 24 18
Piperasilin/Tazobaktam (PTZ) 16 16 B-laktamaz inhibitorii 18 18
Seftazidim (CAZ) 8 8 3. kusak sefalosporin 16 16
Sefepim (CEP) 8 8 4. kusak sefalosporin 19 19
Amikasin (AK) 8 16 Aminoglikozid 18 15
Siprofloksasin (CIP) 0,5 1 Florokinolon 25 22
Sefoperazon/Sulbaktam (SCP) - - B-laktamaz inhibitorii 21 15

2.2.2. P. aeruginosa Izolatlarinin Saklanmasi ve Total DNA izolasyonu

EMB besiyerine tek koloni diisiirme yontemiyle ekimi yapilmis P. aeruginosa
izolatlarindan 3 ml antibiyotiksiz LB besiyerine birer koloni segilip aktarildi ve gece
boyu 37°C’de calkalamali inkiibatorde kiiltiir yapildi. Ureme gozlenen bakteri
kiiltiirlerinden 800’er pl almarak % 20’lik gliserol stoklar hazirlandi. Total DNA
izolasyonu kaynatma yontemi ile elde edildi. Bakteriyel siispansiyonlarin 1500 pl’si
10000 rpm’de 1 dk santriftij edildi. Pelletler 1000’er ul distile suda ¢oziilerek 10 dk
kaynatildi. Daha sonra 14,000 rpm’de 10 dk santrifiijiin ardindan siipernatant yeni bir
ependorfa aktarildu.

2.2.3. Pseudomonas aeruginosa Izolatlarinin 16 S rDNA Dizi Analizi

Molekiiler tanit ile suslar1 tamimlamada 16S rDNA yapildi. 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') forward ve 1492L (5'-GGYTACCTTGTTACGA
CTT-3") reverse (Macrogen, Amsterdam, Hollanda) oligoniikleotidleri kullanilarak P.
aeruginosa izolatlari igin 16 S rDNA gen bolgesi PZR yontemi ile ¢@altildi. Son hacim
50 ul olacak sekilde PZR reaksiyonu hazirlandi. Bir 6rnek i¢in; 1,5 iinite Go Taq DNA
polimeraz (Promega, ABD), 10 ul 5X DNA polimeraz tamponu (Promega, ABD), 3 pl
1,5 mM MgCl,, 2,5 ul 4 mM dNTP karisimindan, her bir primerden 2 pl (25 pmol/ul), 5
ul DNA ve 25,5 steril deiyonize su kullanildi. PZR amplifikasyonu 2 dk 94°C’de, 45 s
94°C, 60 s 55°C’de, 60 s 72°C’de (35) dongii ve son sentez 10 dk 72°C’de
gerceklestirildi. Amplifiye edilen {irlinler, % 1’lik agaroz jelde yiiriitilerek UV’de

goriintlilendi. PZR iiriinleri dizi analizi i¢in Macrogen firmasina (Amsterdam, Hollanda)
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gonderildi ve sekans sonuglari BLAST programi (NCBI GenBank database)
kullanilarak degerlendirildi (URL-14, 2016).

2.2.4.p-Laktamaz Direng Genlerinin Varliginin Arastirilmasi
Calismada B-laktam grubu antibiyotiklere ve B-laktamaz inhibitorlere direngli
olan suslarin diren¢ kaynaginin belirlenmesi amaciyla B-laktamaz direng genlerinin

varligi PZR yontemi ile arastirildi. Bu amagla Tablo 6’da verilen primerler kullanildi.

Primerler ticari olarak temin edilmis ve firma Onerisi dogrultusunda

sulandirilarak solusyonlar1 hazirlanmistir (Sambrook vd., 1987).
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Tablo 6. PZR’de kullanilan primerler ve iiriin biiyiikliikleri

TA

. . o Uriin Tm
Primerler Nukleotid sekans (5'- 3') (bp) ©C) Kaynaklar
BN F| AGTATTCAACATTTYCGTGT i, Cicek ot al.,
R| TAATCAGTGAGGCACCTATCTC 2013
SHV F| ATGCGTTATATTCGCCTGTG 343 Hanson vd.,
R| TTAGCGTTGCCAGTGCTC 2002
F| GCGTGATACCACTTCACCTC
CTX-ML | Rl TGAAGTAAGTGACCAGAATC 260 55 | Xu, vd., 2005
F| TGATACCACCACGCCGCTC
CTX-M2 | | TATTGCATCAGAAACCGTGGG 341 Xu, vd., 2005
. F| ATGCGCTTCATTCACGCAC c63 Moubareck
R| CTATTTGTCCGTGCTCAGGA vd., 2009
F| ATTTCCCGATGCAAAGCGT
VEB R| TTATTCCGGAAGTCCCTGT 242 48 | Bucahsma
F| ATGAATGTCATCACAAAATG
PER-2 R| ATAATAGCTTCATTGGTTC 860 Bu caligma
PER-1-3- | F| ATGAATGTCATTATAAAAGC s 46 | Bucaloma
4-5 R| ATGATAGCTTCATTGGTTC cals
F| ATGAATGTCATCGCAAAAGG
PER-6 R| ATAATGGCTTCATTGGTTC o0 Bu ¢aligma
KPC F| ATGTCACTGTATCGCCGTCT 393 57 Schechner vd.,
R| TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 2009
F| CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
IMP R| ATAATTTGGCGGACTTTGGC 4 >4 | Jeonvd., 2005
F| ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
VIM R| TGCTACTCAACGACTGAGCG 780 57 | Jeonvd., 2005
F| GAGATTGCCGAGCGACTTG
NDM-1 1 o | CGAATGTCTGGCAGCACACTT < 54 | Bucaliyma
OXA-51 F| TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 Woodford vd.,
- R| TGGATTGCACTTCATCTTGG 2006
oxAzs | F| GATCGGATTGGAGAACCAGA w0l Woodford vd.,
R| ATTTCTGACCGCATTTCCAT o 2006
oxa40 | F| GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA » Woodford vd.,
- R| AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 2006
oxass | F| AAGTAT TGGGGCTTGTGCTG <99 Woodford vd.,
R| CCCCTCTGCGCTCTACATAC 2006
F| GCGTGGTTAAGGATGAACAC
OXA-48 | ol CATCAAGTTCAACCCAACCG 442 >7 | Bugahsma
CIMLL F| TCGACACACCTTGGTCTGAA s Matthew vd..
R| AACTTCCAACTTTGCCATGC 2007
SPALL F| AAAATCTGGGTACGCAAACG o o | Matthewvd.
R| ACATTATCCGCTGGAACAGG 2007
SV F| TACAAGGGATTCGGCATCG 0 Matthew vd..
- R| TAATGGCCT GTTCCCATGTG 2007
F| GACAGCCTCTTTCTCCACA Zhao vd.,
CMY R| TGGAACGAAGGCTACGTA 1000 52 2003
5-CS* F| GGCATCCAAGCAGCAAG Desicken | sg | Lévesaue vd.
3°.CS R| AAGCAGACTTGACCTGA egiyke 1995
GATGCCATCGCAAGTACGAG )
kk
Ezggi § CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTG | Degisken | 55 Wg‘(t)‘z)lv‘i"

CS: Korunmus bolge (Conserved segment) (Sinif 1 integron degisken bolge primeri)
hep: Sinif 2 integron degisken bolge primeri, *Sinif 1 integron, **Simif 2 integron
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P. aeruginosa izolatlarinda B-laktamaz direng genleri ve integronlarin
aragtirtlmast PZR yontemi ile yapildi. Bir 6rnek i¢in hazirlanan PZR reaksiyon

karisiminin bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. PZR reaksiyon karisiminin bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon bilgeni Bir érnek icin
1 Tampon (10X) 5ul
2 MgCl, (25 mM) 3pul
3 dNTP karigimi (4 mM) 2,5 ul
4. Reverse Primer (10 pmol) 2 ul
5. Forward Primer (10 pmol) 2 ul
6 Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,2 ul
7 gDNA Sul
8. dH,0O 30,3 ul
Reaksiyonun toplam hacmi 50 ul

2.2.5. integronlarin PZR ile Arastiriimasi

P. aeruginosaizolatlarinda Sinif 1 ve Siif 2 integron varligt PZR metoduyla
arastirildi. PZR’ler son hacim 50 pl olacak sekilde 5 pul 10X Tampon (Thermo Fisher
Scientific, ABD), 3 ul 25 mM MgCl, (Thermo Fisher Scientific, ABD), 2,5 ul 4 mM
dNTP karisimi1 (Thermo Fisher Scientific, ABD), 2 ul her bir primer stogundan (20
pmol/ul), 0,2 ul 5 U/ul Tag DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve son
hacim steril deiyonize su ile 50 ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Integronlar icin
amplifikasyon dongii sartlart 94°C’de 3 dk, 94°C’de 45 s, 72°C’de 3 dk (34 dongii) ve
son sentez 72°C’de 5 dk gergeklestirildi. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer
baglanma sicakligi Sinif 1 i¢in 56°C ve Sinf 2 i¢in 55°C kullanilmistir.

2.2.6. Agaroz Jel Ebktroforezi ve Goruntileme

Amplifikasyon tirtinlerinin degerlendirilmesi agaroz jel elektroforezi ile yapildi.
5 png/ml etidyum bromiir iceren % 1°lik agaroz jel hazirlandi. Her bir tepkime tiiplinden
8 ul alind1 ve 3 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. 11k
ve son kuyucuklara 3 pl 100/500 bp DNA markir (Thermo Fisher Scientific, ABD)
yiiklendi. Ornekler 100 voltta markir iyice acgilana kadar yiiriitiildi. Jel UV

transilluminatérde gézlendikten sonra jel goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekildi.
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PZR iriinlerinin olusturdugu bantlarin biiyiiklikleri, 100/500 bp DNA
markirin olusturdugu bantlar ile kiyaslanarak Tablo 6’da belirtilen bantlar oldugu

dogrulanarak diren¢ genlerinin varligi belirlendi.

2.2.7. Kompoter Hucrelerin Hazirlanmasi

Transformasyon (serbest DNA araciligi ile genetik bilgi aktarimi) isleminde
kullanilmak tizere kompotent hiicre hazirlanmistir. Calismada kullanilan E. coli DH5a
suslarima ait kompotent hiicreler Frozen Compotent Cells metodu kullanilarak
hazirlandi. Bunun igin dnce E. col’nin DH5a susunun gliserol stogundan LB-Agar’a
ekim yapildi ve 37°C’de 200 rpm’de 1 gece inkiibe edildi. Elde edilen kolonilerden bir
tane segilerek 3 ml LB’ye aktarildi. Hazirlanan kiiltiir 37°C’de 200 rpm’de calkalayici
inkiibatorde bir gece boyunca iiretildi. Ureyen kiiltiirden 500 pl almarak 50 ml LB
besiyerine tekrar ekim yapildi. Calkalayici inkiibatérde 37°C’de 200 rpm’de ODggo’de
0,2-0,4 oluncaya kadar tiretildi. Kiiltiir 2 falkon tiipiine boliinlip buz iizerinde 15 dk
bekletildi. 3000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant1 uzaklastirilan hiicre
pelleti 7,5 ml soguk FSB (Frozen storage buffer=soguk depolama tamponu)
tamponunda ¢oziildiikten sonra 2 saat buzda bekletildi. Daha sonra 6000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Pellet tekrar 2 ml soguk FSB tamponunda ¢oziiliip 100 ul hacimlerde

steril ependorflara boliinerek -80°C’de saklandi.

2.2.8. PZR Sonucunda Pozitif Cikan Orneklerin pGEM-T/Easy-1 Vektoriine
Klonlanmasi ve Plazmit 1zolasyonu

B-laktamaz ve integron igeren PZR iiriinleri pGEM-T/Easy-1 vektoriine
(Promega, ABD) firmanin onerdigi protokolde modifikasyon yapilarak ligasyonu
gergeklestirildi. Ligasyon reaksiyonu son hacim 3 pl olacak sekilde 0,15 ul pGEM-
T/Easy-1 vektori (10 ng), 1,5 ul 10X T4 ligaz tamponu (Promega, ABD) ve 0,15 pl T4
DNA ligaz (Promega, ABD) ile hazirlandi, 16°C’de gece boyu inkiibe edildi. 3 pl
hacimde hazirlanan ligasyon iiriinii steril deiyonize su ile 10 ul’ye tamamlandi ve 5
ul’si E. coli DH5a kompotent hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi
(Sambrook vd., 1987). Mavi-beyaz koloni yontemine gore transformatlarin sec¢imi
yapildi. Bunun i¢in ampisilinli (50 pg/ml) LB agar besiyerlerine 40 pl IPTG (100 mM
stok) 40 ul X-Gal (40 mg/ml stok) yayildi. 37°C’lik inkiibatérde gece boyu inkiibe
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edildi. Gece boyu yapilan inkiibasyon ardindan elde edilen beyaz kolonilerden birkag
tane secilerek 3’er ml ampisilinli (50 pg/ml) LB’ye ekim yapildi ve bir gece ¢alkalamali
inkiibatorde tiretildi. Kiiltiirler 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve bakteri pelletinden
GeneJET Plazmit Miniprep kitindeki (Thermo Fisher Scientific, ABD) protokole gore
plazmit DNA izole edildi. Bu plazmitler ECORI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesildi, PZR fiiriinii ile birlikte % 1’lik agaroz jelde yiiriitiiliip pozitif olanlar tespit
edildi. Pozitif olarak degerlendirilenler DNA baz dizin analizi i¢in Macrogen’e

(Hollanda) firmasina gonderilerek sekans analizi hizmet karsilig1 yapildi.

Orneklere ait DNA baz dizin analizi sonuclari EXPASY (URL-13, 2016) ve
NCBI-BLAST (URL-14, 2016) programlari kullanilarak degerlendirildi.

2.2.9. Tekrarlanan Palindromlara Dayall PZR (REP-PZR)

REP-PZR P. aeruginosa izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanildi. PZR
islemi REP 1 (5'-1I1 GCG CCG ICA TCA GGC-3") ve REP 2 (5'-ACG TCT TAT CAG
GCC TAC-3") primerleri kullanilarak gerceklestirildi. PZR igin tek bir reaksiyon: 5 pl
10X Tampon (Thermo Fisher Scientific, ABD), 3 pl 25 mM MgCl, (Thermo Fisher
Scientific, ABD), 2,5 ul 4 mM dNTP karisimi (Thermo Fisher Scientific, ABD), 2 ul
her bir primer stogundan (20 pmol/ul), 0,2 ul 5 U/ul Tag DNA polimeraz (Thermo
Fisher Scientific, ABD) ve son hacim steril deiyonize su ile 50 ul’ye tamamlanarak
hazirlandi. Amplifikasyon dongii sartlar1 94°C’de 3 dk’dan sonra 30 dongii olarak,
94°C’de 45 s, 45,8°C’de 1 dk 72°C’de 8 dk ve son sentez 72°C’de 16 dk’da
gerceklestirildi. PZR iriinleri % 1,4’lik agaroz jelde 1 kb markir (Thermo Fisher
Scientific, ABD)’la yiiriitiildii. REP-PZR yontemi ile olusan DNA fragmentleri
arasindaki klonal iligkiyi belirlemek icin Mega 7,0 programinda Neighbor-Joining

metodu kullanilarak dendrogram yapildi.

2.2.10. Konjugasyon

Genlerin aktarilip aktarilmadigint belirlemek amaciyla konjugasyon deneyi
yapildi. Calismada alic1 hiicre olarak E. coliK-12 J53-2 (met pro Rif ) kullanildi. MBL
VIM-38 pozitif olan ayrica VIM-38, AAC(6’)-1b, EmrE, aadAlgenlerini tasiyan Sinif 1
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integron pozitif P. aeruginosa izolati verici hiicre olarak kullanildi. Pozitif kontrol daha
once yapilan bir ¢alismada konjugatif olarak belirlenen E. coli KDS8 izolat1 (Ozgumus
vd., 2009) kullanildi. Verici ve alict hiicreler antibiyotik icermeyen 3 ml LB besiyerine
ayni miktarda ekildi ve ¢alkalayici etiivde 37°C’de 18-24 saat boyunca iiretildi. Verici
ve alici hiicreleri igeren kiiltiirler esit hacimde (1:1) karistirildiktan sonra 35°C’ye ayarh
etlivde inkiibe edildi. Transkonjugantlarin se¢imi i¢in ekimleri yapilacak selektif
besiyeri olarak 100 pg/ml rifampisin ve verici bakterinin direngli oldugu antibiyotigi

iceren (ampisilin) EMB agar kullanildi (Ozgumus vd., 2008).

2.2.11. Bazi Bitki Ekstrelerinin B-Laktamaz Diren¢ Genleri ve Integron Gen
Kasetlerini Tasiyan P. aeruginosa Izolatlari Uzerindeki Etkisinin
Arastiri Imasi

2.2.11.1. Cakmada Kullanilan Bitkilerin Temini ve Te shisi

Calismada kullanilan bitki ornekleri Trabzon ilinin Of ilgesinden temin
edilmistir. Bitkiler Tiirkiye florasindaki teshis anahtarina gore teshis edilmistir (Davis,
1965). Bu amagla bolgede kolay bulunabilen ve ayrica geleneksel tipta da kullanilan
toplam 15 bitkinin farkli (meyve, yaprak, cicek) kisimlari secildi.

Antibiyogramda direngli olarak bulunan ve PZR yapilan direng geni
arastirmasinda diren¢ geni belirlenen izolatlar arasinda farkli direng genleri ve gen
kasetleri igeren izolatlar arasindan temsilen secilen 9 P. aeruginosa izolatina kan

secilen bitkilerin metanol ekstraktlarinin test edilmesi planlandi.

PZR yontemi ile tespit edilen direngli izolatlar {izerinde etkileri incelenen

bitkiler Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Calismada antipseudomonal aktivitesi incelenen bitkilerin familya ve tiir adlar
ile test edilen kisimlari

Familya Bitki T drleri Tarkcesi Kisimlari

Rosaceae Prunus divaricqteLedeb. Yunus erigi Meyve

Duchesnea indicéAndrews) Focke | Hint gilegi Meyve, yaprak
Tiliaceae Tilia cordataMiller Thlamur Cicek, yaprak
Punicaceae Punica granatuni.. Nar Cigek, yaprak, meyve
Ebenaceae Diospyros kakL. Trabzon hurmasi Meyve, yaprak
Grossulariaceae | Ribes rubruni.. Frenk {iziimii Meyve, yaprak
Equisetaceae Equisetum arvenske. Atkuyrugu Yaprak
Vitaceae Vitis viniferaL. Asma Yaprak, taze siirgiin
Platanaceae Platanus orientalis L. Cinar Yaprak
Phytolaccaceaec | Phytolacca americana. Sekerciotu Yaprak
Plantaginaceae | Plantago majorL. Damar otu Yaprak
Liliaceae Smilax excelsé. Anadolu saparnast | Yaprak

Citrus lemon(L.) Limon Yaprak
Rutaceae Citrus paradisiMacfad Greyfurt Yaprak

Citrus japonicaThunb. Kamkat Yaprak

2.2.11.2. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Taze toplanmis bitkilerin yaprak, meyve veya saplari rondo yardimiyla iyice
pargalandi. Ogiitiilmiis bitkilerden 10 g hassas terazide tartildiktan sonra erlenlere
aktarildi. Uzerini kapatacak sekilde metanol ilave edildi. Ilave edilen miktar not edildi.
Bu sekilde hazirlanan erlenler 27-28 °C’de 2 saat boyunca g¢alkalamali inkiibatorde
bekletildi. Daha sonra oOziitler Whatman 1 filtre kagidi (Macherey-Nagel,
Almanya)’ndan siiziildii. Yikama amagl erlenlere bir miktar daha metanol eklendi.
Eklenen metanol miktar1 not edildi. Erlenler 15-20 dk 27-28 °C’de bekletildikten sonra
stizlintiideki ¢Oziicii evaporator yardimiyla uzaklastirildi. Kuru ekstrakt agirliklar; D.
kaki meyvesi 1700 mg, yapragi ise 990 mg, P. granatummeyve 1410 mg, yaprak 1000
mg ve ¢igek 1316,3 mg, P. divaricata meyve 1050 mg,D. indica 380 mg, Phytolacca
americana 680 mg,\V. vinifera taze siirgiin 142 mg,R. rubrum meyve 121 mg ve yaprak
126 mg, T. cordata ¢igek 120 mg, yapra@ ise 119 mg, S. excela yaprak 132 mg, P.
major yaprak 110 mg, E. arvenseyaprak 366,5 mg, P. orientalisyaprak 135 mg, C.
lemon yaprak 130 mg,C. paradisiyaprak 110 mg, C. japonica meyve 141 mg olarak
kuru ekstrakt agirliklan tartilarak belirlendi. Bu islemlerin ardindan elde edilen kuru
ekstrakt kullanilmak tizere 100 mg/ml olacak sekilde DMSO’da ¢oziildii ve -20 °C’de

muhafaza edildi.
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2.2.11.3. Bitki Ekstraktlarinin Agar Kuyucuk Difizyon Y®&ntemi ile Direng Geni
Iceren P aeruginosa’ya Kasgl Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Oziitlerin antimikrobiyal aktivite gdsterip gdstermediginin belirlenmesi i¢in agar
kuyucuk difiizyon yontemi kullanildi (Perez vd., 1990; Ahmad vd., 1998). Test edilecek
P. aeruginosa’lar bir gecelik kiiltiirlerinden Mueller-Hinton siv1 besiyeri i¢ginde (MHB),
canlandirildi, yaklasik olarak 0,5 McFarland bulaniklikta olacak sekilde (106-107 cfu/ml
hiicre konsantrasyonunu ihtiva eden) bakteri siispansiyonu hazirlandi. Mueller-Hinton
Agar besiyerinin yiizeyine steril ekiivyon ¢ubuk yardimiyla homojen bir sekilde yayma
ekimi yapildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri iizerinde, steril cam boru yardimiyla 2
cm araliklarda, aseptik sartlarda 5 mm c¢apinda kuyucuklar acilip her bir kuyucuga
hazirlanan bitki stok oziitlerinden 100 pl koyuldu. Standart kontrol ilag¢ olarak ampisilin
(10 pg) ve standart ¢oziicii kontrolii olarak DMSO kullanildi. Petriler 24 saat, 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kullanilan oziitlerin etrafinda {iremenin olmadig
zon inhibisyon olarak belirlendi. Olusan bu zonlarin ¢aplar1 bir cetvel yardimiyla
milimetrik olarak 6l¢iildii ve inhibisyon degeri belirlendi. Inhibisyon degerleri 15
mm’den biiyiik olmadiklari i¢in minimal inhibisyon (MIK) veya minimal bakterisit

(MBC) konsantrasyon degerleri arastirilmadi.
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3. BULGULAR
3.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri
3.1.1.izolatlarin Servislere Gore Dagilhmi

Calismada yogun bakim iinitelerinin ¢esitli birimlerinde yatan hastalardan izole

edilen toplam 91 P. aeruginosa izolati kullanildi (Tablo 9).

Tablo 9. Calismada kullanilan P. aeruginosa ialatlarinin elde edildikleri yogun bakim
iiniteleri ve oransal dagilimi

Yogun Bakim Uniteleri Sayi %
Dahiliye YBU 28 30,8
Pediatri YBU 6 6,6
Genel Cerrahi YBU 13 14,3
Anestezi YBU 15 16,5
Gogiis Hastaliklar1 YBU 6 6,6
Beyin Cerrahi YBU 10 10,9
Gogiis Cerrahisi YBU 6 6,6
Yanik YBU 4 4.4
Pediatri Yenidogan YBU 3 3,3
Toplam 91 100

YBU: Yogun Bakim Unitesi
3.1.2. izolatlain Materyallere Gore Dagilimi

Cesitli yogun bakim {initelerde yatan hastalardan farkli izolatlarin 13 tanesi (%
14,3) cilt ve yumusak doku orneklerinden, 48’1 (% 52.8) solunum yolu 6rneklerinden,
27°st (% 29,7) kan akimi 6rneklerinden ve 3’1 (% 3,3) de genitoliriner drneklerinden

izole edilmistir (Tablo10).
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Tablo 10. Calsma izolatlarinin izole edildigi materyallere gore dagilimi

Materyal Say| %
Apse 2 2,2
Diren 1 1,1
Cilt ve Yumusak Doku Yara siiriintii 9 9,9
Doku 1 1,1
Toplam 13 14,3
Bronkoalveolar lavaj sivist 9 9,9
Solunum Yolu Endotrakeal aspirat 34 37,4
Plevral mayi 5 5,5
Toplam 48 52,8
Kan 23 253
Kan Akimi Katater 4 4,4
Toplam 27 29,7
Genitolriner Sistem Idrar 3 3,3
Toplam 3 3,3

3.1.3. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklari

[zolatlarm 8  farkli  antibiyotige  karst  (imipenem, meropenem,
piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefoperazon/sulbaktam, amikasin ve

siprofloksasin) duyarlilik testleri tam otomatize VITEK ve disk difiizyon metodlar

kullanilarak belirlendi (Tablo 11).
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Tablo 11. P. aeruginosa izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari

izolat
No

PAl
PA3
PA4
PAG
PA7
PA9
PAll

PA12

PA13

PA18

PA20

PA22

PA23

PA24

PA25

PA26

PA29

PA30

PA31

PA32

PA34

PA35

PA36

PA37

PA38

PA39

PA41

PA42

PA43

PA44

PA45

PA48

PAS50

PA51

PAS3

PAS56

PAS57

PAG0O

PAG1

PAG63

PAG64

PAG5

PAG6

PA70

PA72

PA74

PA76

PAT7

PA78

PA80O

PA81

PA83

PA84
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Tablo 11 (devam). Calsma izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari
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IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, PTZ: Pipersilin/Tazobaktam, CAZ: Seftazidim,
FEP: Sefepim, AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, SCP: Sefoperazon/Sulbaktam, S:
Duyarli (sensitive), R: Direngli (resistant), I: Orta duyarli (intermediate), PA: P.
aeruginosa

Antibiyotik diren¢ profilleri Tablo 12°de verilmistir. Toplam 91 susun 49°u (%
53,85) imipeneme, 57’si (% 62,6) meropeneme, 24’1 (% 26,4) siprofloksasine, 17’si
(%18,7) seftazidime, 13’0 (% 14,2) piperasilin/tazobaktama, 13’0 (% 14,2)
sefoperazon/sulbaktama direngli oldugu gozlendi. En yiikksek diren¢ meropeneme

gozlenirken en diisiik direng sefepime kars1 gozlendi.
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Tablo 12. Antibiyotik Direng Oranlari

Antibiyotik Direncleri

Antibiyotikler Sayi (%) Direncli | Sayi (%) Orta duyarh Say!1 % Duyarli
Imipenem 49 (53,85) 5(5,5) 37 (40,65)
Meropenem 57 (62,6) 7(7,7) 27 (29,7)
Piperasilin/Tazobaktam 13 (14,2) 8 (8,8) 70 (77)
Seftazidim 17 (18,7) 6 (6,6) 68 (74,7)
Sefepim 7(7,7) 8 (8,8) 76 (83,5)
Sefoperazon/Sulbaktam 13 (14,2) 21 (23,1) 47 (51,6)
Amikasin 99,9 6 (6,6) 76 (83,5)
Siprofloksasin 24 (26,4) 3(3,3) 64 (70,3)

P. aeruginosa izolatlarinda disk diflizyon yontemi ile antibiyotik diren¢ ve

duyarlilik zon caplar1 Sekil 20°de goriildiigii gibi gorsel olarak da teyit edilmistir.

Sekil 20. P. aeruginosa izolatlarinda disk diflizyon yontemi ile antibiyotik direng
profilinin belirlenmesi.

Giliniimiizde kullanilan bir¢cok tedavi yonteminde birden fazla antibiyotigin
kullanildig1 kombinasyon tedavisi uygulanabilmektedir. Dolayisiyla bir izolatin ¢oklu
diren¢ profilini saptama bu noktada da dnemlidir. Calismada orta duyarli olan suslar
coklu direng belirlenirken direngli olarak kabul edilmis ve sadece direngliler dikkate
almmugtir. Tekli ve ¢oklu antibiyotik direng profillerine sahip P. aemuginosa izolatlar
Tablo13’te goriilmektedir.
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Tablo 13. P. aeruginosirolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng oranlar1 (n=91)

Direng tipi Direnc saptanan antibiyotikler Sus numaralari  n (%)
Tek antibiyotige direng SCP 18, 26, 29, 38, 5 (5,95
142
MEM 6, 145 2 (2,2)
PTZ 97 1 (L)
CIP 144 1 (1,1)
Iki antibiyotige direng IMP+MEM 3,9, 12, 24,30, 20(22)
34, 53, 60, 64,
65, 70, 72, 76,
78, 86, 88, 105,
106, 130, 134
IMP+SCP 13 1 (1,1)
MEM+SCP 61 1 (1,1)
MEM+CIP 23,139 2 (2,2)
MEM+PTZ 22 1 (1,1)
MEM+CAZ 84 1 (1,1)
PTZ+CIP 95 1 (1,1)
Uc antibiyotige diren¢ IMP+MEM+SCP 4,7,104,114 4 (4,4)
PTZ+CAZ+SCP 32 1 (1,1)
MEM+CAZ+SCP 37 1 (1,1)
MEM+PTZ+SCP 83 1 (1,1)
IMP+MEM+CAZ 87 1 (1,1)
IMP+MEM+PTZ 136 1 (L,1)
IMP+MEM+CIP 42,43, 141 3 (33)
MEM+CAZ+AK 11 1 (1,1)
Dért antibiyotige direng IMP+MEM+CAZ+FEP 1 1 (1,1)
PTZ+CAZ+FEP+SCP 77 1 (L)
IMP+MEM+AK+CIP 48 1 (1,1)
Bes antibiyotige direng MEM+PTZ+CAZ+CIP+SCP 50 1 (1,1
IMP+MEM+CAZ+FEP+CIP 51 1 (1,1)
IMP+MEM+CAZ+CIP+SCP 56 1 (1,1)
IMP+MEM+PTZ+CAZ+SCP 57 1 (1,1
IMP+MEM+PTZCIP+SCP 108 1 (1,1)
IMP+MEM+AK+CIP+SCP 111 1 (1,1)
IMP+MEM+PTZ+AK~+SCP 121 1 (1,1)
IMP+CAZ~+FEP+CIP+SCP 126 1 (1,1)
Alt1 antibiyotige direng IMP+MEM+PTZ+CAZ+FEP+SCP 63, 140 2 (2,2)
PTZ+CAZ+FEP+AK+CIP+SCP 66 1 (1,1)
IMP+MEM+FEP+AK~+CIP+SCP 80 1 (1,1)
IMP+MEM+PTZ+AK~+CIP+SCP 89, 103 2 (2,2)
Yedi antibiyotige direng IMP+MEM+CAZ+FEP+AK+CIP+SCP 20, 107, 133 3 (33
IMP+MEM+PTZ+CAZ+FEP+CIP+SCP 36 1 (1,1
IMP+MEM+PTZ+CAZ+AK+CIP+SCP 81 1 (1,1
IMP+MEM+PTZ+CAZ+FEP+AK+CIP 25 1 (1,1)
TOPLAM 72 (79,12)

IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, PTZ: Pipersilin/Tazobaktam, CAZ: Seftazidim,
FEP: Sefepim, AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, SCP: Sefoperazon/Sulbaktam, n:
Say1
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3.1.4. Pseudomonas aerugino§zolatlarinin Antibiyotik Diren¢ Oranlari

P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogunda karbapenemlere yiiksek oranda direng
gozlendi (imipeneme % 53,8 ve meropeneme % 62,6). Diren¢ oranlari,
piperasilin/tazobaktam i¢in % 14,3, seftazidim i¢in % 18,7, sefepim i¢in % 7,7
sefoperazon/sulbaktam i¢in % 14,3, amikasin i¢in % 9,9 ve siprofloksasin i¢in % 26,4

olarak belirlendi.

3.2. P. aeruginosa Izolatlarinin 16 S rDNA Gen DNA Dizi Analizi

Calismaya dahil edilen 91 klinik P. aeruginosazolatlari i¢in 16S rDNA bdolgesi
cogaltildi. Cogaltilan yaklasik 1500 bp’lik bolge BLAST programi kullanilarak
degerlendirildi. Yapilan degerlendirme sonucunda suslarin % 99 P. aeruginos&ya
benzedigi tespit edildi. Biyokimyasal yontemlerle tanimlanan P. aeruginosasuslarina
ait 16S rDNA PZR amplikonlarinin DNA dizi analizi sonuglarina gore de dogrulugu

onaylandi.

3.3. Molekiller Tiplendirme ve Klonal liski

REP-PZR yontemi ile 91 P. aeruginosa izolatinin klonal ikkisine bakildi. REP-
PZR’ye 6zel primer cifti ile yapilan PZR ile ¢ogaltilan DNA 6rnekleri 1 kb markir ile
birlikte % 1,4 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi (Sekil 21). Elde edilen DNA
bantlarinin ve bu bantlarin biiylikliiklerine gore izolatlar arasinda kokenlerinin veya

kaynaklariin bir olabilecegi ya da benzer biyotipte olabilecegi arastirildi.
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Sekil 21. REP-PZR agaroz jel goriintiisii. A, B, C, D, E, F, G, H, J: Genotip gruplari,

M: Markir

REP-PZR yontemi ile olusan DNA fragmentleri arasindaki klonal iligkiyi
belirlemek i¢cin Mega 7,0 programi
dendrogram yapild1 (Sekil 22). REP-PZR sonuglarina gore izolatlar 9 genotipe ayrildi.
Genotip gruplar1 A, B, C, D, E, F, G, H, J olarak kodlandi (Tablo14). Dendrogramda F,
G, B, E, Cve A, J, D, H genotiplerinden olusan iki ana grubun oldugu belirlendi. A, J,
D, H grubu ise A, J ve D, H olmak iizere iki gruba ayrildi. Izolatlar arasinda en yaygin
genotipler grup A igerisinde yer almakta oldugu belirlendi. B-laktamaz direng genleri ve

Smif 1 integron gen kasetlerin en ¢ok gbézlendigi izolatin A grubunda yer alan izolatlar

oldugu sonucuna varildu.

Tablo 14. Genotp gruplari olusturan izolat tablosu

Genotip Gruplar

izolat Numaralari

A grubu

1-3-4-6-7-9-13-18-20-22-23-24-25-29-31-32-34-35-36-38-39-41-42-43-44-45-
50-51-57-60-61-64-65-66-78-80-8 1-83-85-87-89-90-92-93-94-95-96-98-103-
105-106-107-111-112-114-116-119-121-126-127-133-134-137-139-140-141-
142-144-145

B grubu 12-37-56

C grubu 30-53-130

D grubu 11-26

E grubu 48-63

F grubu 70-72-76-86-88-108-136
G grubu 74-84

H grubu 77

J grubu 97-104
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Sekil 22. REP-PZR analizi sonucu Neighbor-Joining metoduyla olusturulan P.
aeruginosaiolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi gosteren dendrogram.

3.4. B-Laktamaz Genlerinin Molekuler Yontemler ile Arastiriimasi

3.4.1. blapwm-1 Geninin PZR ile Arastiriimasi
91 P. aeruginosaizolatinda blaypm.1 genlerine 6zgiil primer ¢ifti kullanilarak

yapilan PZR sonucunda 13, 34, 87, 95, 112, 126 nolu izolatlarda 497 bp biiyiikliigiinde
PZR iirtinii elde edildi (Sekil 23).

1000 bp

500 bp 197 bp

100 bp

Sekil 23. blaypm-; geninin % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisi.
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3.4.2. blayy Geninin PZR ile Arastiriimasi

blay genlerine 6zgiil primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda 20, 119,
140 nolu izolatlarda 780 bp biiyiikliiglinde PZR iirlinii elde edildi (Sekil 24).

1000 bp
780 bp

500 bp

Sekil 24. blay geninin % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii

3.4.3. blagr Geninin PZR ile Arastiriimasi

blaper genlerine 6zgiil primer cifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda 20, 51,
66 nolu izolatlarda 860 bp biiyiikliigiinde PZR iiriinii elde edildi (Sekil 25).

1000 bp .
p

500 bp

Sekil 25. blapgg geninin % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii

3.4.4. blagy Geninin PZR ile Arastiriimasi

blargy genlerine 6zgiil primer ¢ifti kullanilarak yapilan PZR sonucunda 11, 22,

84, 90 nolu izolatlarda 847 bp biiyiikliigiinde PZR firiinii elde edildi (Sekil 26).
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1000 bp
547 bp

500 bp

Sekil 26. blargy geninin % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii

Primer tablosunda yer alan blaxpy.;, blaym, blapgr, blarey disinda arastirilan

diger B-laktamaz genleri higbir izolatta tespit edilmedi.

B-laktamaz tasiyan izolatlar PZR ile belirlendikten sonra bu izolatlarin -
laktamazlarin hangi aleli oldugunu tespit etmek icin Ornekler DNA dizi analizine

gonderildi.

3.5. Integronlarin Molekiiler Yontemlerle Arastiriimasi

P. aeruginosaizolatlarinda PZR yontemiyle Sinif 1 ve Simif 2 integronlarin
varhig1 arastirildi. Higbir izolatta Siif 2 integron tespit edilmezken 33 izolatta Siif 1

integron tespit edildi (Sekil 27 ve 28).
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3 6 7 9 12 20 23 24 M 31 34 36 44 48 51 60 63 66

Sekil 27. Smif 1 integronlarin DNA markir ile % 1°lik agaroz jeldeki goriintiisii

81 87 80 o2 98 103 105 107 112 111 116 121 M 126 133 134

Sekil 28.Smif 1 integronlarin DNA markir ile % 1°lik agaroz jeldeki goriintiisii

P. aeruginoa izolatlarinin Smif 1 integronlar1 PZR ile tarandiktan sonra % 1°lik
agaroz jelde 1 kb markir (Thermo Fisher Scientific, ABD)’la yiiriitiildii. Sonrasinda
bunlardan PA140 nolu izolattaki fragmentin digerlerine oranla daha biiylik oldugu
gozlendi (Sekil 29). Bu ve diger integron pozitif izolatlarin hangi diren¢ genini

kodladigini belirlemek i¢in 6rnekler DNA dizi analizine génderildi.

3500 EE

: 32:
3000 39 bp

1000 bp

Sekil 29. Simif 1 integron pozitif PA140 nolu izolatin 1 kb (Thermo Fisher Scientific,
ABD) markir’la % 1’lik agaroz jel goriintiisii.
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3.6. PZR ile Tespit Edilen p-Laktamaz Diren¢ Genlerinin ve Integronlarin Baz
Dizin Analizi

NDM-1, VIM, PER ve TEM tipi B-laktamaz ve integron Ornekleri DNA dizi
analizi ile elde edilen baz dizinleri Expasy Translate Tool ve Protein-BLAST
programlar1 kullanilarak degerlendirildi. Orneklerin sekans siralar1 Expasy translate tool
programiyla aminoasit siralaria doniistiiriildii. Aminoasit dizilimine gore karsilagtirma
islemi BLAST programinda yapilarak sonuclar degerlendirildi. Buna gore B-laktamaz
pozitif 6rneklerin 6 tanesi NDM-1, 1 tanesi VIM-2, 2 tanesi VIM-38, 3 tanesi PER-1 ve
4 tanesi ise TEM-1 oldugu tespit edildi. Smif 1 integron pozitif ¢ikan 33 izolatin
BLAST degerlendirmesi sonucunda AacA4, AacA4/OXA-2benzeri, AAC(6')-
Ib/AacA4/AadA7e,AacA4"AACE'IB', GcuD/AAC(6’)-I/QacK AacAs/AadAl, VIM-
38/AAC(6")-IbEmrE@adAl Sinif 1 integron gen kaset dizileri PZR ve baz dizin analizi
ile belirlendi. Izolat numarasma gore tasidiklar1 B-laktamaz direng genleri ve integron

gen kasetleri Tablo 15°te verildi.

PZR ile 140 nolu izolatin en biiyilikk integron oldugu belirlendi. Sekans
degerlendirmesi sonucunda blayn.3s/AAC(6")-1Ib/EmrE/aadAken kaset dizisini tasidigi
belirlenen 3,239 bp biiyiikligiindeki bu integronun literatiire bakildiginda yeni bir gen
kaseti oldugu gorildii. Sekil 30’da integronun genel yapisi, Sekil 31°de bu ¢alismada

tanimlanan en uzun Sinif 1 integronun yapisi verildi (Beris vd., 2016).

Pine

Sekil 30. Smif 1 integronun korunmus yapisi (Beris vd., 2016).

| 3239 bp integron |
& -9 [y I~
= o B == o8 =
= = P -r W
e r__f WO (2]
P o § e -+ 1 —
- = o | el L]

Sekil 31. Bu galismada tanimlanan yeni Sinif 1 integron gen kasetinin yapist.

s'CS 'CSs

75



Tablo 15.-laktamaz direng genleri ve integron gen kasetleri

Sus Klinik 6rnek Ant|b|yot|I§ _dlrenc; D|renc;_ Gen kasetleri
Numar alari profili genleri
PA3 Kan IMP, MEM AacA4, OXA-denzeri
PA6 Yara MEM AacA4
PA7 ETA IMP, MEM, SCP AAC(6")-1b, AacA4, AadAT7e
PA9 ETA IMP, MEM AacA4, OXA-denzeri
PA11 Kan MEM, CAZ, AK TEM-1
PA12 ETA IMP, MEM AacA4
PA13 Apse IMP NDM-1
IMP, MEM, CAZ, VIM-2, .
PA20 ETA FEP, AK. CIP, SCP PER-1 AacA4, OXA-denzeri
PA22 Kan MEM, PTZ TEM-1
PA23 ETA MEM, CIP AacA4
PA24 Plevral mayi IMP, MEM AacA4, OXA-denzeri
PA31 Kan - AacA4 "AACE'IB’
PA34 Kan IMP, MEM NDM-1 AacA4"AACE'IB'
2017 bp= AacA4 OXA-2
benzeri,
Plevral mayi PTZ, CAZ, FEP, CIP, 1496 bp=GcuD, AAC(6')-l,
PA36
SCP QacK
826 bp=AacA4 "AACGE'IB'
PA44 ETA IMP, MEM AacA4 OXA-2benzeri
PA48 Yara IMP, MEM AacA4 AadAl
PAS51 BAL MP ’Fl]\zdlsl\éhSAZ’ PER-1 AacAdAadAl
PA60 ETA IMP, MEM AacA4 OXA-2benzeri
PA63 i II(\:/I,E’Z{\/{:EE%,’ §(T;§’ AacA4 AadAl
PA66 ETA PTZ, CASZéleP -CIP | pER AacAdAadAl
PASI BAL CIAMZ’ ﬁﬁlj:?:“ffs%p GeuD, AAC(6')-1, QacK
PAg&4 Diren CAZ TEM-1
PAS87 Yara IMP, MEM NDM-1 AacA4 OXA-2benzeri
PAS9 Plevral mayi H\g}\gg’sgz’ GeuD, AAC(6')-Ib, QacK
PA90 Katater - TEM-1
3044 bp: AAC(6))-Ib,
PA92 Yara IMP, MEM AacA4, AadAT7e
677 bp: AacA4
PA9S ETA CIP NDM-1
PA9S BAL IMP, 1\/25111\)/1 PTZ, GeuD, AAC(6')-I, QacK
PA103 Plevral mayi IMP}&]’EE/II’PPTZ’ GeuD, AAC(6))-I, QacK
PA105 Kan IMP, MEM AacA4, OXA-denzeri
PA107 BAL IMP, MEM, CIP GcecuD, AAC(6')-1, QacK
PAl11 BAL IMP, MEM, CIP GeuD, AAC(6))-1, QacK
PA112 Idrar MEM NDM-1 AacA4
PA116 Idrar - AacA4, OXA-denzeri
PA121 Kan IMP, MEM, CIP AacA4
PA126 ETA CAZ, CIP NDM-1 AacA4
PA133 Yara IMP, MEM, CIP GcuD, AAC(6)-1, QacK
PA134 Kan IMP, MEM AacA4, OXA-denzeri
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Tablo 15 (devam) -laktamaz direng genleri ve integron gen kasetleri

IMP, MEM, PTZ, VIM-38, AAC(6')-1b, EmIE,
PA140 Kan Az, SOP VIM-38 Ao

PA: P. aeruginosa, BAL: Bronkoalveolar lavaj, ETA: Endotrakeal aspirat, IMP:
Imipenem, MEM: Meropenem, PTZ: Pipersilin/Tazobaktam, CAZ: Seftazidim, FEP:

Sefepim, AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, SCP: Sefoperazon/Sulbaktam, AacA4:
Aminoglikozid 6'-N-asetiltransferaz, AadAl: Aminoglikozid 3'-adeniltransferaz,

AAC(6')-Ib:  Aminoglikozid  6'-N-asetiltransferaz, AadA7e  Aminoglikozid

adeniltransferaz benzeri protein, OXA-2benzeri: Sinif D B-laktamaz, GeuD: OrfD tipi

kabul edilen protein, AAC(6’)-I: aminoglikozid N-asetiltransferaz AAC(6')-1I", QacK:

Kuaterner amonyum bileseni efluks SMR tasiyict EmrE: Coklu ilag tasiyici, AAC6'IB

6'-N-aminoglikozid asetitransferaz, VIM-38: Verona integron simmif B -laktamaz

(metallo-B-laktamaz), NDM-1: New Delhi sinif B B-laktamaz (metallo-p-laktamaz),

PER-1: Pseudomonagenislemis direng Sinif A B-laktamaz, TEM-1: Temoniera Sinif A

B-laktamaz, (-): Duyarli

3.7. Konjugasyon

Konjugasyon deneyi sadece yeni gen kasetini tagiyan 140 nolu izolatta yapildu.
Kullanilan pozitif kontrol susunda konjugasyon deneyi basariyla gerceklestirildi. blaym.
3s/AAC(6')-Ib/EmrE/aadAl gen kaset dizisini barindiran P. aeruginos&olati ile
yapilan konjugasyon deneyleri sonucunda ampisilin ve rifampisinli EMB’de iireyen E.
coli K-12 J53-2 (met pro Rifr) transkonjugantlar1 tespit edilmedi. E. coli K-12 J53-2
(met pro Rifr) alict hiicresine blay.3s/AAC(6')-Ib/EmrE/aadAl genleri aktarilamagn

belirlendi.

3.8. Bitki Ekstrelerinin Anti Pseudomonal Aktivitelerinin Arastiriimasi

Calismada direng genleri tasiyan ve bir dizi antibiyotiklere direncli olan toplam
91 adet P. aeruginosasusuna karst bitki ekstraktlarinin etkinligi arastirildi. 100
mg/ml’de hazirlanan 6ziitlerden 100 pl hacimde kuyucuklara ilave edilmesiyle 37°C’de
gece boyu inkiibasyon sonucunda elde edilen zon ¢aplari; direng profilleri, direng

genleri, gen kasetleri bilgilerinin de yer aldig1 Tablo 16’da verildi.

Deney, metanolde ekstrakte edilen on bes bitkiden sadece bes tanesinin (P.
granatum, P. divaricata V. vinifera,R. rubrum,D. indica) P. aeruginosgya karsi anti
pseudomonal aktivite gosterdigi belirlendi. Bu suslar sirasiyla PA13, PA22, PA36,
PA48, PA51, PA92, PA112, PA140 suslaridir.
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Calismada PA13 nolu P. aeruginosa susuna karst P. granatum(meyve), P.
divaricata (meyve) ve R. rubrum meyve kisimlari ile V. vinifera’nin taze siirgiinlerinden
elde edilen metanol ekstraktlarin 10 mg/ml konsantrasyonda 7-12 mm araliginda etkili

olduklar1 gozlendi (Sekil 32).

-y
Sekil 32. P. granatum(A), P.divaricata (A), V. vinifera (B) ekstraktlarinin PA13 nolu
P. aeruginosa susu iizerindeki inhibisyon etkisi.

Calismada PA22 nolu P. aeruginosasusu iizerinde R. rubrum (neyve), P.
divaricata (meyve) ve P. granatum (yaprak) kisimlar1 ile V. vinifera’nin taze
siirglinlerinden elde edilen metanol ekstraktlarin 10 mg/ml konsantrasyonda 7-11 mm

araliginda etkili olduklar1 belirlendi (Sekil 33).

Sekil 33. R. rubrum (C) V. vinifera (D), P. divaricata (E), P. granatum(F)
ekstraktlarinin PA22 nolu P. aeruginosa susu iizerindeki inhibisyon etkisi.
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Calismada PA36 nolu P. aeruginosa susuna karsi P. divaricata (meyve), R.
rubrum (neyve), V. vinifera (taze siirgiin) ve P. granatum (yaprak) kisimlarinin
metanol ekstraktlarinin 10 mg/ml konsantrasyonda 8-12 mm araliginda etkili olduklar

tespit edildi (Sekil 34).

4 : i , ¥
Sekil 34. P. divaricata (G) R. rubrum(H), V. vinifera (I) ekstraktlarinin PA36 noluP.
aeruginosa susu tizerindeki inhibisyon etkisi.

Calismada PA48 nolu P. aeruginosasusuna kars1 V. vinifera (taze siirgiin), P.
granatum gaprak), P. divaricata (meyve) veR. rubrum (meyve) kisimlarinin metanol
ekstraktlarinin 10 mg/ml konsantrasyonda 10-12 mm araliginda etkili olduklar1 gozlendi

(Sekil 35).

Sekil 35. V. vinifera (1), P. granatum(J), P. divaricata (K), R. rubrum (L)
ekstraktlarinin PA48 nolu P. aeruginosa susu iizerindeki inhibisyon etkisi.
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Calismada PAS1 nolu P. aeruginosa susuna kan V. vinifera (taze siirgiin), P.
granatum (yaprak), P. divaricata (meyve) kisimlarinin metanol ekstraktlarinin 10
mg/ml konsantrasyonda 6-12 mm araliginda etkili olduklar1 belirlendi (Sekil 36).

Sekil 36. P. divaricata(M), P. granatum(N) ekstraktlarinin PA51 nolu P. aeruginosa
susu lizerindeki inhibisyon etkisi.

Calismada PA112 nolu P. aeruginosa susuna kan V. vinifera (taze siirgiin), P.
divaricata (meyve), R. rubrumr (meyve) kisimlarinin metanol ekstraktlarinin 10 mg/ml
konsantrasyonda 7-10 mm araliginda etkili olduklar1 gézlendi (Sekil 37).

Sekil 37.V. vinifera(0), P. divaricata (),R. rubrum (P)ekstraktlarinin PA112 nolu P.
aeruginosasusu iizerindeki inhibisyon etkisi.

Calismada PA140 nolu P. aeruginosa susuna kan V. vinifera (taze siirgiin), R.
rubrum (meyve), P. granatun (yaprak) ve D. indica (meyve) kisimlarinin metanol

ekstraktlarinin 10 mg/ml konsantrasyonda 11-12 mm araliginda etkili olduklar1 tespit
edildi (Sekil 38).
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Sekil 38. V. vinifera (R), D. indica (S), R. rubrungS) ekstraktlarinin PA140 nolu P.
aeruginosa sgu lizerindeki etkisi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

P. aeruginosa, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde kanser, diyabet, kistik
fibrosiz, deri ve yara enfeksiyonlari, nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi
ciddi ve hayat1 tehdit eden enfeksiyonlarin en iyi bilinen etkenlerinden biridir. Dogal
diren¢ mekanizmalarma sahip olmalarinin yam1 sira c¢oklu antibiyotik direnci
gelistirebilen P. aeruginosa tedavisi de ciddi problemler yaratmaktadir (Strateva ve
Yordanov, 2009).

Bu ¢aligmada yogun bakim tiinitelerinde yatan immiin siipresif hastalaradan izole
edilen 91 P. aeruginosa’nin antibiyotik direncinin kdkeni argtirildi. Edilen 6rneklerin
klinik dagilimi; solunum yolu 6rneklerinde endotrakeal aspirat % 34, bronkoalveolar
lavaj % 9,9, plevral mayi % 5,5, kan akimi 6rneklerinden kan % 23, katater % 4,4 ve
cilt ve yumusak doku 6rneklerinden yara siiriintii % 9,9 olarak olarak temin edilmistir.
Ulkemizde yapilan birgok ¢alismada P. aeruginosa suslarinin benzeri drneklerden izole
edilen ve c¢esitli agilardan incelenen ¢ok sayida calisma oldugu belirlenmistir (Cesur
vd., 2002; Cift¢i vd., 2005; Diindar ve Tamer, 2009; Erséz vd., 2004; Giindiiz vd.,
2004).

P. aeruginosa’nin birgok antibiyofic dogal direngli olmasi ve kullanimda olan
antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ gelistirebilmesi nedeniyle P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisi oldukea giictiir. Genis spektrumlu penisilinler, karbapenemler
(imipenem, meropenem), monobaktamlar (aztreonam), aminoglikozidler (amikasin),
ticlincii kusak sefalosporinler (seftazidim, sefoperazon), florokinolonlar (siprofloksasin)

Pseudomonasirlerine etkili olan ve yaygin kullanilan antibiyotiklerdir.

Tiirkiye’de yapilmis bir ¢alismada P. aeruginosa suslarinda direng oranlari
imipenem % 57, meropenem % 51, siprofloksasin % 47, amikasin % 33 olarak
belirtilmistir (Kalem vd., 2008). Yiicel vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada
yogun bakim hastalarindan temin edilen enfeksiyon etkeni ya da kolonizan olarak
diistintilen 265 P. aeruginosasusunun orneklere gore dagiliminin; 59 (% 22) trakeal
aspirat, 58 (% 22) idrar, 41 (% 15) yara, 38 (% 14) balgam, 32 (% 12) bronkoalveolar
lavaj sivisi, 21 (% 8) kan, 16 (% 6) diger seklinde oldugu saptanmistir. Bu suslarin
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antibiyotik direnci incelendiginde % 26 amikasin, % 31 imipenem, % 40 seftazidim, %
34 sefepim, % 42 gentamisin, % 35 aztreonam, % 30 siprofloksasin, % 29
piperasilin/tazobaktam direnci var oldugu bildirilmistir. Tungoglu vd. (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada, 179 P. aeruginosazolatinin klinik 6rneklere gore % 36’s1 yara, %
32’si idrar, % 13’1 balgam, % 6’s1 bronkoalveolar lavaj, % 6’s1 trakeal aspirat, % 4’i
plevral siv1, % 3’ii kandan olmak iizere dagilim gosterdigi bildirilmistir. izolatlarm %
39,11 sefepim, % 22,9’u seftazidim, % 18,4’ piperasilin, % 44,7’s1 aztreonam, % 9,5’1
meropenem, % 7,8’1 imipenem, % 5,6’s1 amikasin, % 16,2’si gentamisin, % 22,9°u
siprofloksasin direnci tasidigi belirlenmistir. Cesur vd. (2002) tarafindan yapilan bir
calismada hastanede yatan hastalara ait ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri ve klasik
mikrobiyolojik yontemlerle tanimlanan 255 P. aeruginosa izolatinin direng oranlarini
imipenem % 38, meropenem % 49, sefepim % 63, seftazidim % 55, aztreonam % 51
olarak bildirmislerdir. 2012-2015 yillar1 arasinda mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 298 P. aeruginosaizolatinin
dahil edildigi bir ¢alismada, diren¢ oranlar1 piperasilin/tazobaktam % 42,6, seftazidim
% 29,6, gentamisin % 28,3, siprofloksasin % 27, sefepim % 25, meropenem % 24,6,
imipenem 19,5, amikasin % 12 ve kolistin % 3 olarak bildirilmistir (Tiimer vd., 2015).
2008-2009 yillar1 arasinda yapilmis diger bir ¢aligmada 87 P. aeruginosa susunun % 75
trakeal aspirat, % 8 yara, % 7 kan, % 4 idrar, % 6 diger 6rneklerinden izole edildiler. P.
aeruginosa suslarinin ve antipsddomonal antibiyotiklere karsi direng oranlari;
amikasine % 11, siprofloksasine % 38, seftazidime % 47, levofloksasine % 51,
meropeneme % 60, piperasilin/tazobaktama % 66, imipenem ve gentamisine % 71,
aztreonama, % 72, piperasiline % 74, sefepime % 76 olarak bildirilmistir (Berktas vd.,
2011).

Duman vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada trakeal aspirat, balgam, yara,
kan, dren, beyin omur ilik sivisi ve katater 6rneklerinden izole edilen 307 P. aeruginosa
izolatinda % 1,3 amikasin, % 12,4 gentamisin, % 11,4 imipenem, % 8,5 seftazidim, %
10,4 sefepim, % 7,5 sefoperazon/sulbaktam, % 21,8 piperasilin, % 5,2
piperasilin/tazobaktam, % 7,8 aztreonam, % 7,2 siprofloksasine diren¢ bildirilmistir.
Ozdemir vd. (2009) tarafindan yapilan bir calismada hastane enfeksiyonu tanisi alan
hastalarin 53 trakeal aspirat, 54 yara, 20 bronkoalveolar lavaj sivisi, 14 kan, 13 idrar, 3
katater, 2 beyin omurilik sivis1 klinik 6rneklerinden izole edilen 159 P. aeruginosa
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susunda amikasine (% 24), gentamisine (% 52), imipeneme (% 54), seftazidime (% 36),
sefepime (% 43), sefoperazon/sulbaktama (% 32), piperasiline (% 23), aztreonama (%
48) ve siprofloksasine (% 44) oaranlarinda direng bildirilmistir. 2008-2009 yillarinda
kan kiiltirlerinden izole edilen 92 P. aeruginosa susunda amikasine ve
piperasilin/tazobaktama % 18, piperasiline % 25, siprofloksasine % 28, imipeneme %
30, seftazidime % 32, gentamisine % 35, sefepime % 41, sefotaksime % 91 olarak
direng saptanmistir (Dag1 vd., 2011). Eksi vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada
yatan ve ayakta takip edilen hastalara ait c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 51 P.
aeruginosasusunda piperasilin/tazobaktam ve imipenem % 7,8, siprofloksasin % 9,8,
piperasilin % 21,6, seftazidim ve sefepim % 23,5, gentamisin % 27,5, seftriakson %
29,4, aztreonam % 33,3, sefotaksim % 56,9, trimetoprim/sulfometaksozol % 82,3
oranlarinda direng¢ bildirilmistir. Eyigér vd. (2009) tarafindan yapilmis bir calismada
izole P. aemginosa klinik izolatlarin dgilim1 36’°s1 yara yeri, 20’si balgam, 19’u idrar,
11’1 kan ve 8’1 diger drneklerden olmak tlizere 94 P. aeruginosaizolati test edilmis
amikasine en diisiik direng (% 1) belirlenirken, en yiiksek direng (% 16) siprofloksasine
kars: bildirilmistir. Oztiirk vd. (2010) tarafindan 97 P. aeruginosausunda amikasine %
4, siprofloksasine % 14, piperasilin/tazobaktama % 21, imipenem ve seftazidime % 23,
gentamisine % 25, piperasiline % 28, sefoperazon/sulbaktama % 34, fosfomisine % 37,
sefepime % 87, amoksisilin/klavulanik aside % 98 oraninda diren¢ saptanmistir.
Nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 110 P. aeruginosa susunda
seftazidime % 3, sefepime % 4, amikasin ve piperasiline % 6 ve siprofloksasine % 8
oraninda diren¢ gozlenmistir (Mansur vd., 2013). Ak vd. (2016) tarafindan ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 151 P. aeruginosa izolatinin antibiyotik diren¢ oranlar
amikasine % 3, gentamisin ve seftazidime % 9, piperasilin/tazobaktama % 7,
levofloksasine % 13, imipeneme % 8 ve meropeneme % 5 olarak belirlenmistir. Bu tez
calismasinda incelenen P. aeruginosasuslari imipenem % 53,8, meropenem % 62,6,
siprofloksasin % 26,4, seftazidim % 18,7, piperasilin/tazobaktam % 14,3,
sefoperazon/sulbaktam % 14,3 amikasin % 9,9, sefepim % 7,7 antibiyotiklere direng
oranlar1 bulunmustur. Diger ¢aligmalar i¢inde bu ¢alismada belirlenen % 62,6 oraninda
meropenem direnci en yiiksek diren¢ orani, % 7,7 oranindaki sefepim direnci ise en
diisiik diren¢ orani olarak tespit edildi. Bu ¢alismada elde edilen direng¢ oranlarinin

Tiirkiye’de ve diinyada belirlenen direng oranlarindan farklilik gostermedigi belirlendi.
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Sheikh vd., (2014) tarafindan Iran’da yapilmis olan calismada 223 P.
aeruginosa izolatinin izolatlarin % 58,7’°si imipeneme, % 31,8 meropeneme, % 13,5
doripeneme ve % 74,4 ertapenem’e direngli oldugu bildirilmistir. Tim P. aeruginosa
izolatlar1 arasinda % 44,4'ii ¢oklu ilag direngli, % 13,45'1 karbapenemlere kars1 direncli
tespit edilmistir. P. aeruginosa suslarinda karbapenem direncinin gekimi, ¢oklu
antibiyotige diren¢ gelisiminin 6nemli bir gdstergesi olarak yorumlanabilir. Yapilan
caligmalara gore izolatlarin antibiyotiklere direng oranlar iilkelere, cografik bolgelere,
hastaneden hastaneye hatta boliimlere gore degisebilmektedir. Bu farkliliklarin nedeni
her zaman agiklanamasa da hastaneler veya iilkelerin antibiyotik kullanim politikalari,
enfeksiyon kontrol onlemleri gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir

(Oztiirk vd., 2010).

Bu caligmada kullanilan antibiyotiklerin tiimiine duyarlt 19 adet sus (PA9,
PA26, PA31, PA35, PA38, PA4l, PA45, PA61, PA74, PA8S, PA90, PA93, PAY%4,
PA96, PA97, PA116, PA127, PA137, PA142) var oldugu gozlendi (Tablo 13). Bu
suslarin muhtemelen normal flora tiyesi P. aeruginosaoldugu ve heniiz direng
gelistirmemis olduklarindan dolay1 kontaminant olabilecekleri diistiniilmektedir. Bunun
yant sira 10 izolatta tek bir antibiyotige kars1 (SCP % 5,5, MEM % 2,2, PTZ % 1,1 ve
CIP % 1,1) diren¢ var oldugu, geri kalan 63 izolatta ise 2-7 farkli antibiyotige karsi
coklu antibiyotik direnci gozlenmistir (Tablo 13). En fazla iki antibiyotige kars1 direng
% 22 oraninda IMP ve MEM birlikteliginde gdzlenmistir. Bu durum benzer grup
antibiyotik olduklarindan ve etki mekanizmalarinin benzer olmasindan dolay1 oldugu
diistiniilmektedir. En sik gozlenen ¢oklu direng sirastyla 3 farkli antibiyotige birlikte
direng 13 susta gozlenirken (PA4, PA7, PA11, PA32, PA37, PA42, PA43, PAS3, PAS&7,
PA104, PA114, PA136, PA141) bunu sirasiyla 5 farkli antibiyotik birlikteligine 8 izolat
(PAS0, PASI, PAS6, PAS7, PA108, PA111, PA121, PA126) ve 7 farkli antibiyotik
birlikteligine kars1 6 izolatta (PA20, PA25, PA36, PA81, PA107, PA133) gozlenmistir.
Bu sonuglar muhtemel direng¢ genlerinin varhigini ve antibiyotik direncinin genetik
yollarla (konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon meydana gelmis olabilecegini
gostermektedir. Ayrica coklu antibiyotik direnci olan suslarin potansiyel hastane

kaynakli (Nozokomiyal) enfeksiyon etkeni olabileceklerini de gdstermektedir.
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Malkogoglu vd. (2016) tarafindan yapilan bir calismada karbapenem direncli
toplam 84 P. aeruginosaizolatinda blakpc, blanpm, blane, blaym, blaoxas ve blages
genlerinin varligin1 polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirmis, karbapenemazlari
kodlayan VIM-1, VIM-2, GES-5 diren¢ genlerinin varligini gostermistir. Er vd. (2015)
tarafindan yapilan ¢alismada c¢esitli antibiyotiklere direngli 195 P. aeruginosala PER,
GES, KPC, VIM, IMP ve OXA enzimlerini kodlayan diren¢ genlerinin varlig
arastiritlmis ve 5 izolatta OXA-10, 4 izolatta OXA-14, 4 izolatta VIM-2, 2 izolatta IMP-
1 ve 26 izolatta ise GES-1 gen bolgesi varligir gozlenirken PER ve KPC genlerinin

belirlenemedigi bildirilmistir.

Giliney Cin’de 4 hastaneden toplanmis 51 seftazidim direngli klinik P.
aeruginosa izolatinda 9 CTX-M tipi genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL), 1
izolat VIM-2 ayrica, 14 izolatta yeni bir OXA-10 varyanti OXA-246'nin varlig
bildirilmistir (Qing vd., 2014). 2011-2012 yillar1 arasinda Litvanya'nin Kaunas kentinde
bir hastanede toplanmis 73 karbapenem direngli P. aeruginosazolatlarinin % 26’sinda
kazanilmis B-laktamaz direnci tespit edilmis ve bunlarin 16’s1 VIM-2, 1’1 PER-1 ve
2’si GES enzimi igerdigi belirlenmistir (Mikucionyte vd., 2016). Zafer vd. (2014)
tarafindan metallo -laktamaz (MBL) ve GSBL prevalansinin arastirildigi ¢calismada %
27°si MBL ve % 7,4’ GSBL direnci tagiyan 122 P. aeruginosa izolatindablayn. (%
58,3), blapxa-10 (% 41,7), blaygs.1 (% 10,4), blaxpm (% 4,2), blapp.; benzeri % (2,1)
oranlarinda diren¢ genlerinin varhig1 tespit edilmistir. Iran’da 223 P. aeruginosa
izolatiyla yapilan bir ¢calismada IMP (% 11,7) ve VIM (% 0,4) genleri tespit edilmistir
(Sheikh vd., 2014). MBL diren¢ genlerinin arastirildigir bir ¢alismada karbapenem
direngli 96 tane P. aeruginosa izolatindan 27’sinde (% 28,1) IMP, 5’inde (% 5,2) VIM
ve 3’lnde (% 3,1) hem VIM hem de IMP pozitifligi bildirilmistir (Shirani ve
Roshandel, 2016).

Bu tez calismasinda ise 91 P. aeruginosaizolatindan 9’unda % 9,9 MBL ve
7’sinde % 7,7 oraninda ise GSBL diren¢ genleri tespit edildi. Diren¢ genleri belirlenen
izolatlarin 4’tinde blargwm.;, 3’tinde blapgr.;, 1’inde blayp., 2’sinde blaypag, 6’sinm
blaxpm.; genleri tasidigi PZR ve baz dizin analizi yontemiyle belirlendi. Bir izolatta
(PA20) VIM-2/PER-1 birlikteligi tespit edildi. Metallo B-laktamaz genlerinin tespit

edildigi izolatlarin antibiyotik diren¢ profillerine bakildiginda, birgogunun karbapenem
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direng tasidigi bildirilmektedir. P. aeruginosa’da karbapenem direncinde etkili olan
faktorler plazmit ya da integron aracili karbapenemazlar, efluks sistemlerinin ifadesinde
artis, porin ifadesinde azalma ve kromozomal sefalosporinaz aktivitesi varhigi
gozlenmektedir (Meletis vd., 2012). Calisilan suslarin bazilarinda metallo p-laktamaz
geni olmasina ragmen karbapenem direncinin olmamasi direngte farkli mekanizmalarin
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Karbapenem direngli bir P. aeruginosachdidi,
iilkemiz icin biiyiik bir risk olusturabilir. Karbapenemaz genleri direncgli suslarin

gelismesinde ve yayilmasinda hayati bir rol oynamaktadir.

Integronlar, gen kasetlerini yakalama, ifade etme ve degistirme 6zelligine sahip
bolgeye 0zgii rekombinasyon sistemi igeren genetik yapilardir. Antibiyotik direncini
kodlayan genler plazmitler, kromozomlar veya transpozonlar {izerinde yerlesmis
integron isimli hareketli genetik elementler tarafindan tasinmaktadir. Bu sayede
integronlardaki gen kasetlerine ait antibiyotik diren¢ genlerinin Gram negatif bakteriler
arasinda yayilmast beklenen bir etkidir. Bu durum enfeksiyonlarin tedavisini

zorlastirmaktadir.

Cin’de yapilmig bir calismada Siif 1 pozitif integronlarin oranlart P.
aeruginosa’dds 40,8 (40/98), Acinetobacterde % 52,8 (56/106) bildirilmistir (Xia vd.,
2016). Cin’de yapilmis baska bir ¢alismada 118 imipenem direngli P. aeruginosa
izolatinda 51 tanesi Smif 1, 20 tanesi Sinif 2 ve 3 tanesi ise hem Simif 1 hem de Sinif 2
integron pozitifligi saptanmistir. P. aeruginosa’dadfrAlsatlaadAl ile Simf 2
integronlar1 ilk kez rapor etmislerdir. Simif 1 ve 2 integronlar1 tasiyan klinik P.
aeruginosa izolatlar1 ayn1 anda ilk kez tanimlanmgtir (Xu vd., 2009). Giiney Kore’de
29 hastaneden toplanan ve % 34,3’i karbapenem direnci tasiyan 431 klinik P.
aeruginosasusunda, IMP-6, VIM-2, IMP-10 ve GES-24 tasiyiciligi ve bu genlerin,
kromozom iizerinde 6 farkli tiirden Sinif 1 integron iizerine yerlesmis olduklar tespit
edilmistir (Hong vd., 2016). 2011-2013 yillar1 arasinda 56 imipenem direngli P.
aeruginosa izolatiyla yapilmis c¢alismada, izolatlarm % 42,9’unda 1054 bp
biiyiikliigiinde (intll-aacA56-gacH1-sull) ve 1160 bp biyiikliigiinde (intl-aacA4-
aacC1d-ISKpn4-gcuE-gaef:sull) Smif 1 integron tespit edilmis blayp., geni Smif 1
integron gen kaset dizisinde bulunmustur (Rojo-Bezares vd., 2016). Iran’da 98 P.
aeruginosa izolatiyla yapilmg bir ¢alismada Sinif 1 ve 2 integronlar sirasiyla % 57,2 ve
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% 30,6 oranlarinda bulunmus 12 (% 12,2) izolatta ise her iki integron pozitifligi
bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada izolatlarin sefotaksim, aztereonam, imipenem, tobramisin,
tikarsilin, siprofloksasin ve kloksasiline direncinin integronlarin varligi ile anlamli

derecede iliskili oldugu gozlemlenmistir (Goudarzi vd., 2016).

Tiirkiye’de farkli hastanelerden toplanan 205 P. aeruginosa susunun kullanildu
bir galismada Sinif 1 integronlarina entegre edilen aadA geni @ sik bulunmustur ve onu
aac genleri ve blapxs ailesi genleri izlemistir. Smif 1 integronlarin degisken
bolgelerinin dizi analizi ile bes gen kaset dizisini aadAl, aac(3){d-orf-aac(3’)-1a,
aaq3)-le-blapxa-10-aadAl, aadA6, aaq6’)-1-orf-aadA olarak gostermislerdir (Cicek
vd., 2013b). Ertekin, (2012) tarafindan yapilan ¢alismada farkli klinik 6rneklerden izole
edilen toplam 50 A. baumanniisusu ile yapilmis ¢alismada izolatlarin % 34’tinde
(17/50) Smuf 1 integron varhigi bildirilmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen 60 P.
aeruginosave 77 A. baumanniiizolatlarinda Smif 1 ve 2 integron tasiyiciliginin
arastirlldig1 bir ¢alismada, tiim integron pozitif P. aeruginosasuslarinda seftazidim,
gentamisin ve siprofloksasine karsi direncin yayginligi bildirilmistir. Yapilan DNA
sekans analizlerinde integronlarin degisken bdlgelerinin iki tiir gen kaset dizisinin
(blapxazo-aadAl ve blapxa.11-Cm1A7), P. aeruginosa soylar1 tarafindan tndigi
blapxa.11-CmMIA7 gen dizisi P. aguginosa’nin bir integron gen kasetinde varlgi ilk kez
bildirilmistir (Mengeloglu vd., 2014).

Erag vd. (2013) tarafindan yapilan 73 P. aeruginosa izolatinin da dahil oldugu
169 Gram negatif bakterinin kullanildig1 bir ¢alismada PER-1 prevalansi arastirilmistir.
Seftazidim direngli izolatlarin 33 (% 19,5)’tinde PER-1 belirlenmis ve bu oranin % 23,3
P. aeruginosaPER-1 pozitif olarak tespit edilmistir. izolatlarin % 52,7’sinde Sinif 1
integron pozitif sonug elde edilmis ve bu oranin % 49,3’iinii P. aeruginosazolatlarinin

olusturdugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada imipenem (% 53,8), meropenem (% 62,6), piperasilin/tazobaktam
(% 14,3), seftazidim (% 18,7), sefepim (% 7,7), sefoperazon/sulbaktam (% 14,3),
amikasin (% 9,9), siprofloksasin (% 26,4) direncine sahip Sinif 1 ve Sinif 2 integronlari,
arastirilan 91 P. aeruginosa izolatinin 33 (% 36,3)’inde PZR ve baz dizin analizi ile
belirlenen AacA4, AacA4/OXA-2  benzeri, AAC(6")-Ib/AacA4/AadATe,
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AacA4/'AACG'IB, GcuDAAC(6')-I/QacK  AacA4AadAl, VIM-38AAC(6')-
Ib/EmrE/aadAl Smif 1 integron gen kaset dizilerinin yedi farkli tipte old@u tespit
edildi. Bu profiller arasinda, AAC gen ailesi (aminoglikozidlere diren¢ kazandirir) Sinif
1 integron gen kasetlerinde en sik bulunmustur. Izolatlarin hi¢birinde Sinif 2 integron
tespit edilemedi. P. aeruginosa’da 3,239 bp biiyiiklginde olan blayn.3s/AAC(6')-
Ib/EmrEaadAl yeni gen kaset dizisi tespit edildi (Bers vd., 2016). VIM-38 ikinci kez
Tirkiye’de farkli izolasyon zamanlarinda ve farkli hastanelerden izole edilen P.
aeruginosa izolatlarinda bulundu. Bu ¢akmada Tiirkiye’de Sinif 1 integronlar1 ve bir
gen kasetini barindiran VIM f{ireten ¢oklu ilag direngli P. aeruginosa sglarinin ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Ozellikle de blayp.zs MBL geninin Tiirkiye’de P. aeruginoa
izolatlar1 arasinda yayildigi goriilmektedir. Sonu¢ olarak, P. aeruginosala Siif 1

integronlarin varlig1 antibiyotiklere karsi direncin artmasina 6nderlik etmektedir.

Yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa’da Smif 1 integron tmyiciligt Simif 2’ye
gore daha yiiksek bulunmustur (Xia vd., 2016; Xu vd., 2009; Goudarzi vd., 2016).
Literatiirle uyumlu olarak bu ¢alismada Sinif 1 integron tespit edilirken Sinif 2 integron
tespit edilmedi. Karbapenemlere direngli P. aeruginosa izolatlarinda Sinif 1 integron
tastyiciligi birgok calismada gosterilmistir (Xu vd., 2009; Hong vd., 2016; Rojo-Bezares
vd., 2016). Mirnejad vd., (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada % 53,8 imipenem, %
62,6 meropenem direnci tespit edilen izolatlarda Smif 1 integron tasiyiciligi belirlendi.
Diger bir calismada integron tasiyiciligi ve antibiyotik duyarlilik profili istatistiksel
olarak analiz edilmis ve gentamisin, piperasilin/tazobaktam, imipenem, meropenem,
ampisilin/sulbaktam ve tobramisin direngleriyle integron varhigi iligkisi anlamh
bulunmamistir. Antibiyotik direncinde integron disinda farkli diren¢ mekanizmalarinin
da buna neden olabilecegi belirtilmistir. Tez ¢alismasinda integronlarda tespit edilen
diren¢ genlerinin antibiyotik duyarlilik profilleri ile bazi izolatlarda uyum goézlenirken
bazilarinda gozlenmedi. Bu baglamda Mirnejad ve arkadaslarmin belirttigi sekilde
calisilan izolatlarda antibiyotik direncinde farklt mekanizmalarmin etkili olabilecegi

diistintilmektedir.

Son zamanlarda patojenik mikroorganizmalara karsi artan antibiyotik direng
problemi yeni antibiyotik ajanlar i¢in bitkisel iirlinlerin arastirilmasina yol agmuistir.
Eskiden beri, halk arasinda geleneksel olarak bazi bitkilerin ¢esitli hastaliklarin
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tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Geleneksel tibbin bu sistemi gelismis iilkelerin
cogunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu bitkiler aktif bilesenlere sahiptir ve bu

bilesenler onlara tibb1 deger kazandirir.

Oskay vd. (2009) tarafindan yapilan bir calismada geleneksel tipta kullanilan 19
bitki tlirliniin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, ¢oklu ilag direngli klinik
izolatlara (P. aeruginosa sulfametoksazol ve novobiosin direngli) kan agar kuyucuk
difiizyon metoduyla test edilmis P. aeruginosa’da/. vinifea i¢in 24 mm, P. granatum
icin 16 mm, caplarinda anti bakteriyel aktivite gosterilmistir. V. vinifera’nin yaprak
kisminin sicak su ekstraktlari ile yapilmis antimikrobiyal aktivitenin agar disk diflizyon
metoduyla arastirildigi bir ¢alismada P. aeruginosa ATCC 2435 izolatinda 23,7 mm zon
cap1 belirlenmistir (Ahmad vd., 2014). P. garanatunun 6 cesitinin meyvelerinden elde
edilen ekstraktlarin kullanildigi bir ¢alismada, P. aeruginosa’yakarsi 19-21 mm

arasinda inhibisyon zonu tespit edilmistir (Duman vd., 2009).

Bu calismada 15 adet bitkinin meyve, yaprak ve taze siirgiin kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstraktlar1 B-laktamaz direng geni ve integron gen kaseti igeren ve
icermeyen bir grup P. aeruginosa’ya kam test edildi. Bitki ekstraktlarinin etkisini
arastirmak ic¢in bu calismada tespit edilen NDM-1, TEM-1, PER-1, VIM-38 ve PER-
1/VIM-2 pozitif suslarla AacA4, AacA4/OXA-denzeri, AAC(6')-Ib/AacAd/AadA7e,
AacA4/'AACGE'IB, GcuD/AAC(6')-I/QacK  AacA4AadAl, VIM-38AAC(6')-
Ib/EmrEaadAl direng gen kasetlerini tgiyan suslar se¢ildi. R. rubrum (meyve), P.
divaricata (meyve), D. indica (meyve), P. granatum(yaprak) ve V. vinifera (taze
stirglin) metanol ekstraktlarinin direng genleri ve direng gen kasetlerini tagiyan klinik P.
aeruginosasuslar1 iizerinde etkileri belirlendi. Oziitlerin hepsinin direngli izolatlar
tizerine etkili olmadig1r gozlendi. Yapilan bir kisim caligmalarda standart ve direngli
klinik P. aewmginosa izolatlarinda V. vinifera igin yaklgik 24 mm zon c¢apinda
antimikrobiyal aktivite gozlendigi belirtildi (Oskay vd., 2009; Ahmad vd., 2014). Bu
calismada ise direngli klinik P. aeruginosazolatlarinda V. vinifera igin 6-12 mm zon
capinda etki gosterdigi belirlendi. Ayrica P. granatumigin literatiirde yaklasik 16-21
mm zon capinda antibakteriyel aktivite gozlenirken (Oskay vd., 2009; Duman vd.,
2009) bu calismada ise 8-12 mm zon c¢apinda etki gosterdigi tespit edildi. Pakistan’da
standart bakterilerle yapilmis bir ¢alismada D. indica’nin n-biitanol fraksiyonunun P.
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aeruginosa izolatlari lizerine 13 mm ¢apinda zon olgturdugu bildirilmistir (Khuda vd.,
2012). Bu tez c¢alismasinda D. indica’nin metanol ekstraksiyonunun direngli klinik P.
aeruginosa izolati lizerine etkisi 11 mm olarak belirlendi. Bitkiler taninler, terpenoidler,
alkoloidler ve flavonoidler gibi fenolik bilesiklerin ¢esitli gruplarini igermektedirler.
Fenolik bilesikler bakteriler, mantarlar ve diger mikroorganizmalara karsi giiclii
antimikrobiyal potansiyele sahiptirler. Bitkilerin yetistigi cografi kosullar o bitkinin
fitokimyasal icerigine etki edebilmektedir (Keskin ve Toroglu, 2011). Farkli dirence
sahip izolatlara kars1 aym bitkilerin antimikrobiyal etkisi degisiklik gosterebilir. Ayrica
antimikrobiyal aktivitede yer alan etki mekanizmalarinin farkliligini, etken maddenin
birinde hedef bdlgesi varken digerinde olmamas1 veya etken maddenin hedef bdlgesinin

mutasyona ugradigi ihtimalini diisiindiirebilir.

Bu doktora tez ¢aligmasi neticesinde asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. Calismaya dahil edilen P. aeruginosaizolatlarinin % 69,23’ ¢oklu ilag direngli
bulundu. B-laktam antibiyotikler i¢inde en yiiksek diren¢ karbapenemlerde (meropenem

% 62,6 ve imipenem % 53,8) gozlendi.

2. 91 P. aeruginosa izolatinda % 9,9 MBL ve % 7,7 oraninda ise GSBL kodlayan
genler tespit edildi. Bunlarin blargy.; (4 izolatta), blaper.; (3 izolatta), blaym., (1
izolatta) blaypis (2 izolatta) blanpm.; (6 izolatta) genleri oldugu PZR ve baz dizin
analizi ile belirlendi. Bir izolatta VIM-2/PER-1 birlikteligi gdzlendi.

3. REP-PZR ile tiim izolatlar 9 farkli genotip grupta toplandi. A grubu igerisinde yer
alan 69 sus (% 75,82) ile en yaygin genotip grubunu olusturdugu tespit edildi. H grubu

ise tek 1 (% 1,1) sus icerip, en az bulunan genotip olarak belirlendi.
4. Smif 1 ve Sinif 2 integronlari arastirilan 91 P. aeruginosa izolatinin 33 (% 36,3)’iinde

Smif 1 integron gen kaseti tespit edildi. Simif 2 integron, izolatlarin higbirinde tespit

edilemedi.

92



5. AacA4, AacA4/OXA-2benzeri, AAC(6')-Ib/AacA4/AadA7e, AacAAACE'IB',
GcuD/AAC(6)-1/QacK AacA4AadAl, VIM-38AAC(6')-IbEmrEaadAl Simif 1

integron gen kaset dizileri PZR ve baz dizin analizi ile belirlendi.

6. P. aeruginosa’da 3,239 bp biiyiiklgiinde olan blayn.3s/AAC(6')-Ib/EmrE/aadAl gen

kaset dizisini igeren yeni bir integron gen kaseti Tiirkiye’de ilk kez tespit edildi.

7. Konjugasyon deneyleri ile blayp.3s/AAC(6')-Ib/EmrE/aadAl kodlayan genlere. coli
K-12 J53-2 (met pro Rifr) alict hiicresine aktarilamadi. Bu sonu¢ genin konjugatif

olmadigini diisiindlirmektedir.
8. R. rubrum(meyve), P. divaricata(meyve), D. indica(meyve), P. granatum(yaprak)

ve V. vinifera (taze siirgiin) metanol dziitlerinin diren¢ genleri ve direng gen kasetlerini

tasiyan klinik P. aeruginosaswsslari tizerine etkili oldugu gozlendi.
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5. ONERILER

Yeni alel olabilecegi diisiiniilen genler tekrar klonlanarak {iriinleri analiz
edilebilir. Calisma sonucunda yeni bir gen kaseti tespit edilen P. aeruginosazolatinin
konjugasyon deneyi yapildi. Diger Smif 1 integron pozitif ve pB-laktamaz diren¢ geni

tasiyan izolatlarla konjugasyon deneyleri yapilabilir.

Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin antibakteriyel, antioksidan, antiviral,
antifungal ve sitotoksik biyoaktivite testlerine bakilabilir. Biyoaktif bilesenlerinin

ayrilmasi ve saflastirilmalari yapilabilir.

Calismada kullanilan ve/veya bagska bitkilerin etanol/kloroform/hegzan
ekstraktlarimin direngli izolatlar {izerinde antimikrobiyal etkilerine de bakilabilir.
Calismada kullanilan bitkilerle farkli diren¢ profili gosteren klinik izolatlarda
antimikrobiyal aktivite deneyleri yapilabilir. Kinetik deneyleri yapilarak antimikrobiyal
etkisi gozlenen bitki Oziitlerinin hangi enzime etki ettigi ve bu etkinin molekiiler
mekanizmasi aciklanabilir. Bitki Oziitliinlin ¢alisilacak enzimler igin ICsy degeri
hesaplanarak c¢esitli ilaglarin 1Csy degerleri ile karsilagtirilarak etkinligi hakkinda daha

kesin sonuglar elde edilebilir.
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