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PSEUDOMONAS AERUGINOSA iZOLATLARININ ANTIiBiYOTIiKLERE
DIRENC MEKANIiZMALARINDA AKTIiF ATIM POMPALARI VE PORIN
PROTEINLERININ ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada ¢ogul ilag direngli, izole karbapenem ve izole kinolon direngli
Pseudomonas  aeruginosa izolatlarinin  antibiyotik duyarlilik  paternlerinin
degerlendirilmesi ve antibiyotik direncinde aktif atim pompalarinin ve porin
proteinlerinin etkisinin arastirilmasit amaclandi. Laboratuvarimiza Kasim 2010 ve
Kasim 2011 tarihleri arasinda rutin olarak gonderilen tiim klinik 6rneklerden izole
edilen izolatlar tiir diizeyinde tanimlandi. Caligmaya dahil edilen 50 klinik P.
aeruginosa izolatinin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemiyle yapilarak CLSI onerileri dogrultusunda degerlendirildi. Otomatize Vitek
2 sistemiyle (bioMerieux, Fransa) seftazidim, gentamisin, piperasilin, siprofloksasin,
imipenem ve meropenemin minimal inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK) belirlendi.
mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD bolgelerinin transkripsiyon iiriin seviyeleri
gercek zamanli polimerize zincir reaksiyonu (qPCR) yontemiyle belirlendi.
Birbiriyle baglantili suslar arasindaki benzerligi degerlendirebilmek i¢in arbitrarily

primed PCR (AP-PCR) kullanildu.

Calismamizda dort farkli gruba aywrarak inceledigimiz 50 izolat arasinda
oprD down regulasyonunu, atim pompa ve ampC asir1 ekspresyonlarini gosteren
genlerin goriilme siklig1 sirasiyla mexD (%88), mexB (%76), mexF (%46), ampC
(%46), mexY (%40), oprD (%38) olarak belirlendi. izolatlar arasindaki benzerligi
gosterebilmek i¢in kullandigimiz AP-PCR yontemiyle de 18 farkli patern tespit
edildi.

Calismamizdaki imipenem direngli 38 izolatin 32’sinde (%84) mexD,
26’sinda (%68) mexB, 23’iinde (%61) ampC, 19’unda (%50) mexY, 15’inde (%39)
mexF asirt ekspresyonu goriildii. oprD mRNA diizeyleri, imipenem direngli 38
izolatin 20’sinde diisiik bulundu. Dokuz izolatta ise oprD miktar1 tespit edilemedi.
Izole karbapenem direngli grupta oprD mRNA diizeylerinde anlamli azalma gériilen

4 izolattan birinde sadece oprD down regulasyonu goriiliirken diger 3 izolatta es
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zamanli olarak mexB asir1 ekspresyonu, birinde mexD asir1 ekspresyonu ve ikisinde

ampC asir1 ekspresyonu tespit edildi.

Calismamizdaki meropenem direngli 35 (%70) izolat arasinda MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM atim sistemlerinin asiri
ekspresyonu sirasityla 25 (%71), 28 (%80), 16 (%46) ve 19 (%54) bulundu.
Meropenem direngli bu izolatlarimizin 33’linde (% 94) atim sistemlerinden en az
birinin tespit edilmesi ise meropenem direncinde bu mekanizmalarin katkisini
gostermektedir. Meropenem direngli 35 (%70) izolat arasinda mexB asir1 ekpresyonu

olmayan 6 izolatin 5'inde oprD ekspresyonu anlamli sekilde diisiik tespit edildi.

Meropeneme direng gelisiminde OprD kaybi ve MexAB-OprM pompasinin
upregulasyonu rol oynadigindan meropeneme direng gelisimi imipeneme direng
gelisiminden daha zordur. Calismamizdaki imipenem direngli 38 izolatin 30’u
meropenem direncli bulunmustur. Izole karbapenem direncli 9 izolattan 7’sinde
oprD miktarindaki azalma ile imipenem ve meropenem MIK’lerinde goriilen es
zamanli artis, oprD’nin karbapenem direncindeki etkisini kuvvetle desteklese de
diren¢ genlerinin agir1 ekspresyonlarinin da es zamanli olarak goriilebilmesi direng

gelisimindeki sinerjistik etkiyi diisindiirmektedir.

Izole kinolon direngli gruptaki 12 izolatta oprD miktar1 6 izolatta diisiik
bulundu. Bu gruptaki mexF ekspresyonunun biri hari¢ diger tiim izolatlarda yiiksek
bulunmasi, imipeneme duyarli olan bu izolatlarda mexF asir1 ekspresyonu ile oprD
down regulasyonunun iligkili olabilecegini ve imipeneme diren¢ gelisimindeki

etkisinin ilave ¢aligmalarla desteklenmesi gerekliligini gostermektedir.

AmpC agir1 ekspresyonu goriilen suslarm 21’1 (%91) antipseudomonal -
laktamlara ve aminoglikozidlere direngli izolatlarin bulundugu birinci grupta
goriildii. Ugiincii ve dérdiincii gruptaki kinolon direngli izolatlarda asir1 ekspresyon

goriilmemesi ise AmpC’nin kinolon direncinde etkisi olmadigini diistindiirmektedir.

Calismamizda inceledigimiz direng genlerinin P. aeruginosa direng
mekanizmalarindaki yeri biiyliktir. Bu mikroorganizmayla meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde izlenen protokoliine tanimlanan bu mekanizmalar yol

gostermektedir.  Antimikrobiyal  direngle  miicadelede yeni  stratejilerin
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gelistirilmesinde  Oncelikle yapilmasi gereken bu direng¢ mekanizmalarinin

ekspresyonunun hangi mekanizmalarla diizenlendiginin agiklanmasi olmalidir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ACTIiVE EFFLUX PUMPS AND
PORINE PROTEINS IN ANTIiBiOTIC RESISTANCE MECHANISM OF
PSEUDOMONAS AERUGINOSA iISOLATES

SUMMARY

The aim of this study is to evaluate the antibiotic sensitivity patterns of
multiple drug, isolated carbapenem and isolated quinolone resistant Pseudomonas
aeruginosa isolates and to investigate the effects of active efflux pumps and porine
proteins in antibiotic resistance. The isolates isolated from all the other clinical
samples that are routinely sent to our laboratory between November 2010 and
November 2011 were identified according to their species. The antibiotic sensitivity
tests of 50 clinical P .aeruginosa isolates included in the study were carried out by
using the Kirby-Bauer disc diffusion method and evaluated in terms of
recommendations of CLSI. With Vitek 2 automated system (bioMerieux, France);
minimal inhibitor concentrations (MIC) of ceftazidime, gentamicine, piperacilline,
ciprofloxacin, imipenem and meropenem were determined. The transcription product
levels of mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD were identified with real-time
polymerase chain reaction (qQPRC) method. To be able to evaluate the similarity

among the strains, arbitrarirly primed PCR (AP-PCR) were used.

Among the 50 isolates that we divided into four different groups in our study,
the frequency of genes that belonged to oprD down regulation, efflux and ampC
overexpression are determined as; mexD (88%), mexB (76%), mexF (46%), ampC
(46%), mexY (40%), oprD (38%) respectively. With the AP-PCR method that we use

to show the similarity among isolates, 18 different patterns were determined.

Of imipenem resistant 38 isolates, in 26 (68%) mexB, in 32 (84%) mexD, in 15
(39%) mexF, in 19 (50%) mexY overexpression and in 23 (61%) ampC
overexpression were determined. oprD mRNA levels were found to be low in 20 of
38 isolates. No oprD were found in nine isolates. In isolated carbapenem resistant
group, while in one of the 4 isolates whose oprD mRNA levels showed significant
decrease were found to have only oprD down regulation, the other 3 isolates had
simultaneous mexB overexpression, one of them had mexD overexpression and in

two of them, ampC overexpression was determined.
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Among the 35 isolates (70%) that are morepenem resistant in our study, the
overexpression of MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM
efflux systems were found 25 (71%), 28 (80%), 16 (46%) and 19 (54%) respectively.
That determination of at least one efflux system in 33 (94%) of these isolates that are
meropenem resistant shows the contribution of these mechanisms in meropenem
resistance. Among these 35 (70%) isolates that are meropenem resistant, in 5 of 6
isolates that did not have mexB overexpression, oprD expression was significantly

found to be low.

Because of the fact that in meropenem resistance emergence, OprD loss and
up regulation of MexAB-OprM pump take part, emergence of meropeneme
resistance is more unlikely than emergence of imipeneme resistance. 30 of 38
isolates in our study were found to be meropenem resistant. Although the decrease in
the amount of oprD in 7 isolates of 9 that were isolated carbapenem resistant
together with simultaneous increase seen in imipenem and meropenem MICs,
strongly support the effect of oprD in carbapenem resistance, that simultaneous
presence of overexpressions of resistance genes were considered the synergistic

effect in resistance emergence.

In 12 isolates in isolated quinolone resistant group, oprD amount were low in
6 isolates. That mexF expression to be found high in all isolates but one in this group
show the possible relation between mexF overexpression and oprD down regulation
in these imipenem sensitive isolates and the necessity of further additional studies to

support its effect in emergence of imipenem resistance.

21 of strains (91%) in which ampC overexpression were seen, were
determined in the 1st group that contain isolates resistant to antipseudomonal B-
lactams and aminoglycosides. That overexpression not to be seen in the quinolone
resistant isolates in 3rd and 4th group considered that AmpC may not have effect in

quinolone resistance.

The resistance genes that we analyse in our study have importance in P.
aeruginosa mechanisms. These mechanisms that were identified lead to the treatment
protocol which is followed in the treatment of infections caused by this

microorganism. The very first thing to be done on the way to develop new strategies
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in struggle with antimicrobial resistance should be to explain which mechanisms

regulate the expression of these resistance mechanisms.
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1. GIRIS VE AMAC

Gram negatif bakteri tiirleri, toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarda sik
karsilasilan etkenlerdir. Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu hastaliklar
yiizeyel deri infeksiyonundan fulminan sepsise kadar genis bir grupta yer

almaktadr.*

P. aeruginosa diinya capinda nozokomiyal infeksiyonlarin %10-
15’inden sorumludur.? Bakterinin bir¢ok antibiyotik grubuna karsi dogal ya da

kazanilmis direncine bagl olarak bu enfeksiyonlarin tedavisi cogu kez zordur.?

P. aeruginosa yapisal olarak farkli olan ¢ogu antimikrobiyal ajana, dogal
direnglidir. Dis membraninin gegirgenliginin az olmasi (Escherichia coli dis
membranmin gegirgenliginin 1/100” 1 kadar), ¢esitli atim pompalarinin yapisal
ekspresyonu ve dogal olarak bulunan kromozomal AmpC B-laktamaz

(sefalosporinaz olarak da bilinir) olmasi bu direncin sebebi olarak kabul edilir.*

Pseudomonaslarda B-laktamazlardan sonra en onemli direng mekanizmalari
aktif disa pompalama sistemleridir. Giiniimiizde aktif disa pompalama sistemleri en
iyi P. aeruginosa ’da arastiritlmistir. Aktif disa pompalama sistemleri yapisal olup
normalde diizenleyici genler ile kontrol altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif
disa pompalama sistemlerinin asir1 ¢alismasini ve antimikrobiyallerin de disar
atilmasma neden olur.* P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN, MexXY-OprM aktif disa pompalama sistemlerinden en iyi tanimlanmis olani
MexAB-OprM aktif disa pompalama sistemidir. MexAB-OprM aktif pompalama
sistemi imipenem hari¢ tiim p-laktamlara ve kinolonlara direng olusturmasi ile
onemlidir. Porin proteinlerinden OprD’nin, temel aminoasitlerin ve bu aminoasitleri
igeren kiiciik peptidlerin ve karbapenemlerin hiicre i¢ine difiizyonunu kolaylastirdig:

gosterilmistir.”

Direng gelisimi yanlis ve uygun olmayan antibiyotik kullanimi ile artmakta,
hastanelerdeki yogun antibiyotik baskisi sonucunda direngli izolatlar secilmektedir.
Son yillarda artan ¢oklu antibiyotik direngli P. aeruginosa izolatlari, bu bakterilerle
olusan infeksiyonlarin tedavisinde sorun yaratmaktadir. P. aeruginosa ile olusan

enfeksiyonlarda tedavi sirasinda direng gelisimini dnlemek ve genis etki spektrumu
1



saglamak amaci ile kombinasyon 6nerilmekte, cogunlukla da bir antipseudomonal (-

laktam ile aminoglikozid veya kinolon kombinasyonu kullanilmaktadir.®

Calismamizda bir yillik siire igerisinde Zonguldak Karaelmas Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina rutin olarak kiiltiir
istemi ile gonderilen klinik Orneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin
antibiyotik duyarlilik paternlerinin degerlendirilmesi ve antibiyotik direncinde aktif

atim pompalarinin ve porin proteinlerinin etkisinin arastirilmast amaglandi.

I. Elde edilen tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) Onerileri dogrultusunda, Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi ile yapildi. izole edilen P. aeruginosa izolatlarindan c¢oklu ilag¢ direncli
(MDR), izole karbapenem direngli, izole kinolon direngli ve yalniz karbapenem ve

kinolon direncli olan 4 farkli grup calismaya dahil edildi.

Ii. Antibiyotik direnci i¢in otomatize Vitek 2 sistemi (bioMerieux, Fransa)
kullanilarak P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik minimal  inhibitor

konsantrasyonlar1 (MiK) belirlendi.

iii. mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD bdlgelerinin transkripsiyon iiriin
diizeyleri gergek zamanli polimerize zincir reaksiyonu (qPCR) yontemiyle belirlendi.
Genlerin transkripsiyon diizeylerini degerlendirmede referans gen olarak ribozomal

protein kodlayan rpsL kullanild:.”

iv. Izolatlar arasindaki klonal iliskiyi gdsterebilmek igin arbitrarily primed PCR (AP-
PCR) kullanildu.



2. GENEL BILGILER

2.1. PSEUDOMONAS

Cerrahi yara pansumanlarindaki renk degisikliginin transfer edilebilir bir
ajanla iliskili oldugunu ilk defa 1850 yilinda Sedillot gozlemlemistir. Mavi rengi
veren pigment 1860 yilinda Fordos tarafindan ekstrakte edilmis ve bu pigment ilk
defa 1862 yilinda Lucke tarafindan comak sekilli organizmalarla iliskilendirilmistir.8
Pseudomonas aeruginosa 1882 yilina kadar saf kiiltirde tam olarak izole
edilememistir. Carle Gessard 1882 yilindaki sargi bezlerindeki mavi ve yesil renk
degisikligiyle ilgili bir yayininda iki hastanin mavimsi-yesil cerahatli kutanoz
yarasindaki organizma liremesini bildirmistir. Bacillus pyocyaneus isimlendirmesini
1882 yilinda Gessard yapmls‘ur.9 Bunu izleyen gesitli yaymlarda P. aeruginosa yara
orneklerinde mavi-yesil cerahat toplanmasina neden olan ajan olarak

tanlmlanrms‘ur.10

P. aeruginosa’nin bir enfeksiyon etkeni olarak yetiskin kanindan izolasyonu
Brill ve Libman tarafindan 1889 yilinda yapilmistir. Patojen bir bakteri olarak
tanimlayanlar ise; Hitschman ve Kreibich (1897), Frenkel (1917) ve Osler (1925)
olmustur.ll’12 1916 yilindaki daha ayrintili bir ¢alismada, P. aeruginosa’nin
invazyonu ve yayilimi sonucunda meydana gelen akut ve kronik enfeksiyonlardan

bahsedilmistir.®

Pseudomonas (Yunanca: ‘pseudes’ , sahte; ‘monas’ , iinite) cinse 6zgii ismini
1990 yilinda Migula vermis ve P. pyocyanea olarak isimlendirmistir. Aeruginosa ise
(Latin: aeruginosus) yaygin olarak kullanildiktan sonra su an tiir ismi olarak kabul

edilmistir.**°



2.2. GENEL TANIMLAMA VE SINIFLANDIRMA

Pseudomonas cinsi bakteriler Pseudomonadaceae ailesinin bir {iyesidir.
Dooren de Jong Pseudomonas tiirlerini karbon ve enerji kaynagi olarak kullandig
bilesiklerin reaksiyonlarina dayali fenotipik oOzelliklere gore siniflandirmistir.*®
Palleroni ve ark. rRNA-DNA homoloji ¢alismalarina gére Pseudomonaslari bes
ribozomal RNA homoloji grubuna ayirmislardir. Gilardi ise pseudomonaslari
fenotipik o6zelliklerine gore yedi gruba ayirmustir; fluorescent, stutzeri, alcaligenes,

pseudomallei, acidovorans, facilis-delafieldi ve dimunata.*’

Tablo 1. Klinik énemi olan bazi Psendomonaslarin suuflandirilimasi

rRNA Homoloji Grup ve Subcins ve Tiir Adlarn

Floresan veren grup
(fBNA grupI)

. aeruginosa

. fluorescens
putida

. cholororaphis
. cichorii

. syringae

. viridiflava

. flavescens

jn~Ta-Aa~Ta - Rix - Bix ~ e v e o!

Floresan vermeyen grup
(RNA grup I)

. alcaligenes

. pseudoalcaligenes
. Stutzeri

. mendocina

. luteola

. oryvzihabitans

=TT~ e~ My -

RNA grup II Burkholderia pseudomallel
Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia
Burkholderia picketti

IRNA grup III Comamonas tiirleri
Acidovorax tiirleri

IRNA grup IV Brevundimonas tiirleri

RNA grup V Stenotrophomonas malfophila

Kaynak: Collier L. Balows A, Sussman M. (1997). Introduction to the acrobic Pseudomonas. Topley
and Wilson's Microbiology and Microbial Infections. 9th ed, Vol 2. Systematic Bacteriology. p.1091-
1108.



Pseudomonas tiirii bakteriler gram negatif, sporsuz, acrobik, nonfermentatif,
0.5-0.8 um genisliginde, 1.5-3.0 um wuzunlugunda, diiz veya hafif kivrimh
basillerdir. Bazi izolatlar anaerob ortamda da {ireyebilirler. Pseudomonas tiirleri
katalaz pozitif olup, P. luteola ve P. oryzyhabitans disinda klinik 6neme sahip ¢ogu

tiir oksidaz pozitiftir.*

2.3. KULTUR OZELLIKLERI:

2.3.1. Koloni

Pseudomonas tiirlerinin asgari besin ihtiyaci oldugundan %5 Koyun kanli
triptik soy veya Columbia agar, Cikolata agar ve MacConkey agar gibi kati
besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler. P. aeruginosa uygun besiyerinde optimum 35
°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda trer. Ayni zamanda 42 °C’de de
tireyebilirler fakat +4 °C’de ireyemezler. P. aeruginosanin 42°C'de ireyebilme
Ozelligi karakteristiktir. Floresans Pseudomonaslardan P. fluorescens ve P. putida 37

°C’de zayif tiremektedir ve aym zamanda +4 °C’de de tireyebilmektedir.'*

P. aeruginosa izole edildikleri besiyerlerine yayilan pigmentleri, koloni
morfolojisi ve iiziimsii kokusuyla kolaylikla taninir. Kolonileri genellikle diiz ve
yayilmig yapida olup, kenarlar diizensizdir. Otolize bagli olarak metalik bir refle
goriilebilir. Diizgiin, mukoid ve ciice (koloni varyant1) gibi degisik koloni
morfolojileri goriilebilir. Ozellikle Kistik Fibrozlu (KF) hastalardaki mukoid P.
aeruginosa suslari ile kronik pulmoner kolonizasyon arasindaki iligski yillar 6nce

tanimlanmaistir. 118

2.3.2. Pigment

P. aeruginosa izolatlarinin ¢ogu mavi renkli bir pigment olan piyosiyanin
iretirler. Suda ¢dzilinen fenazin tlirevi bir kimyasal madde olan piyosiyanin solunum
yolundaki siliyer hiicre fonksiyonlarin1 bozar, serbest radikal birikimine ve doku
hasarinda artisa neden olur.”® Piyoverdin (floresans), Pseudomonadaceae ailesinin
floresans grubunu olusturan bakteriler tarafindan iiretilir. Piyoverdin sari-yesil veya

sari-kahverengi renkte olup, suda ¢6ziinen ve UV altinda floresans veren bir
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pigmenttir. Piyoverdin, floresans vermeyen mavi renk pigmentli piyosiyaninle
birlesince P. aeruginosa’nin karakteristik parlak yesil rengi meydana gelmektedir.
Bu pigmentler Fe*®iin aktif transportunda rol oynayan sideroforlar olarak da gdrev
yaparlar. Dolayisiyla diisiik demir konsantrasyonu igeren kiltliir ortamlar1 gibi

bakterinin demir aliminin kisitli oldugu durumlarda pigment tiretimi artar.’

2.4. PATOGENEZ

P. aeruginosa hem invaziv hem de toksijenik etkili olmasi nedeniyle
enfeksiyon patogenezi de ¢esitli olan bir bakteridir. P. aeruginosa enfeksiyonu ti¢
asamada gelisir; kolonizasyon, invazyon ve sistemik yayilim. Kolonizasyonda
viriilans faktorleri, konagin immun direnci ve fiziksel savunma mekanizmalar
bakterinin yayilmasini kolaylastiran 6nemli etkenlerdir. Kolonize olan bakteri

sistemik enfeksiyona ilerleyebilir.>?%#"?!

Konak savunmasi tam olan kisiler ciddi P.aeruginosa enfeksiyonlari
acisindan bir risk altinda degil iken, kandaki noétrofil sayilart ciddi boyutta diisiik
olan kisiler (Ornegin kanser nedeniyle kemoterapi alan hastalar) invaziv
enfeksiyonlar agisindan risk altindadirlar. Yanik hastalar1 dermal tabaka hasara
ugradigindan invaziv hastalik agisindan risk altinda iken, mekanik ventilasyon
altindaki hastalar normal mukosilier aktivite bozuldugundan pnémoni agisindan risk

altindadirlar.’
2.4.1. Virulans faktorleri

Polisakkarit kapsiil; glikokaliks, ekzopolisakkarit veya aljinat olarak adlandirilir. -
1,4 ile baglh D-mannuronik asit ve L-glukuronik asitten olusur. Bu yapinin oranina
gore vizkozitenin derecesi degisir ve mukoid koloni goriinimii de bu oranla
iligkilidir.'* Hem adezyon faktorii hem de antifagositer olarak islev goren kapsiil,
aynt zamanda da immunojeniktir. Bakterinin epitel hiicre ylizeylerine tutunmasini
saglar. Biyofilm olusturarak bakteriyi viicudun immun sisteminden ve antibiyotik

etkisinden korur.t" %



Pili; organizmanin konak epitelyal hiicre yiizeyindeki GM-1 gangliozid
reseptOrlerine tutunmasinit saglayan yiizey uzantilaridir. Pililer en 6nemli adherans

faktoridiir.t"?2

Lipopolisakkarit; P. aeruginosa’ nin trettigi endotoksin olup ates, sok, oliguri,
l6kopeni veya l6kositoz, dissemine intravaskuler koagulasyon (DIC) ve metabolik
degisikliklerle ~ karakterize  septik  sok  sendromuna  sebep  olur.”
Enterobacteriaceae’deki lipopolisakkaritle karsilastirildiginda P. aeruginosa’daki
daha az toksisiteye sahiptir. Insan serumundaki kompleman aracili bakterisidal
olaylardan hiicreyi korumada biiyiik rolii vardir. Klinik 6rneklerdeki P. aeruginosa
izolatlarinin ¢ogu seruma direnc¢lidir ve bu dirence en sik kandan izole edilen
suslarda rastlanilir.® Bu organizma liposakkarid yapisindaki polisakkarid O yan
zincirini kaybederse, komplemana duyarli hale gelir ve invazif enfeksiyon,

bakteriyemi olusturabilme 6zelligini kaybedelr.18

Elastaz; elastin igeren dokularda hasara, immunglobulin yikimma neden olur ve
notrofil kemotaksisini engeller. Hemorajik lezyonlar yaparak karakteristik deri

bulgusu olan ektima gangrenozuma neden olur.*’

Hemolizinler; P. aeruginosa’da iki farkli hemolizin tanimlanmistir. Bunlardan
birincisi 1siya duyarli Fosfolipaz C’dir. Siirfaktam1 pargalayarak pulmoner
atelektaziye neden olur, opsoninleri inaktive eder. Isiya dayanikli glikopeptid olan
Rhamnolipid ise solunum yolundaki silier aktiviteyi baskilar. Siliyer aktiviteyi
azaltarak alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur.® Lesitin iceren dokulart
parcalayan bu iki hemolizin sinerjistik hareket ederek doku invazyonuna yardimci

olurlar.'®

Ekzotoksin A; hiicre dis1 bir enzim olup dnemli bir virulans faktoriidiir. Hiicre igi
etki mekanizmasi difteri toksinine benzer. Protein sentezini inhibe eder ve doku

yikimi yapar. Makrofaj cevabini engeller, bagisiklig baskilar.”**’

Ekzoenzim S; protein sentezini inhibe eder. Bakteri yayillmasini ve invazyonunu

kolaylas‘urlr.17

Norominidaz; GM-1 gangliozid reseptorlerinden sialik asidi uzaklastirarak pilinin

baglanmasini kolaylastlrlr.17



Lokosidin; sitopatik etkisinden dolay1 l6kosidin olarak adlandirilir. Notrofil ve

lenfosit fonksiyonlarini bozar ve akut akciger hasarinda rol alir.*"*°

Piyosiyanin; solunum yolundaki silier aktiviteyi bozar ve ozellikle akciger gibi
oksijenize dokularda oksidatif hasara neden olur. Piyosiyanin E. coli ve
Staphylococcus aureus’un da iginde bulundugu g¢ogu tiir igin bakterisidal ozellik

gosterir.™®

Enterotoksin; normal gastrointestinal aktiviteyi engelleyerek diyareye neden olur.*’
2.4.2. Klinik Olarak Etken Oldugu Enfeksiyonlar
2.4.2.1. Solunum sistemi enfeksiyonlari

P. aeruginosa, kronik akciger hastalarinda ve bagisiklik sistemi zayiflamis
kisilerde akut, hayati tehdit edici, bakteriyemik veya non-bakteriyemik pnémoniye
neden olur. Primer (non-bakteriyemik) pnomoni, hastane ortamiyla karsilasan
ozellikle yogun bakim biriminde yatip solunum cihazlarina bagli ve antibiyotik
kullanilan kronik akciger hastalig1 veya kalp yetmezligi olan kisilerde siklikla ortaya
cikar. Bakteyemik pndmoni ¢ogunlukla kanser kemoterapisinden sonra notropenik

hastalarda ortaya cikar.?
2.4.2.2. Kistik fibroz

KF’lu hastalarda P. aeruginosa’nin mukoid suslar1 yasla birlikte artan oranda
alt solunum yolu enfeksiyonuna neden olur. Bu oran bir yasin altinda %21 iken 26
yasin iizerinde %80’e kadar c¢ikar. P. aeruginosa progresif akciger enfeksiyonu
olusmasinda kritik bir role sahiptir. P. aeruginosa enfeksiyonu gecirenlerde KF un

akciger hastaligi daha agir seyirli olup progresyon gostermektedir.?
2.4.2.3. Bakteriyemi

Fokal bir enfeksiyon odagi olmadan bakterinin kanda bulunmasi primer
bakteriyemi olarak tanimlanir. Immun sistemi baskilanmis konaklarda siklikla primer
bakteriyemi ortaya cikar. P. aeruginosa bakteriyemisinde, diger gram negatif
bakterilerle olusan bakteriyemilerden farkli olarak sarilik ve ektima gangrenozum

gibi patognomonik deri lezyonlar1 goriiliir.”®



2.4.2.4. Santral sinir sistemi enfeksiyonlar:

P. aeruginosa menenjit veya beyin apsesine de neden olur. P. aeruginosa
kanserli hastalarda goriilen menenjitin Listeria monocytogenes’den sonra en sik
ikinci etkendir. Ayn1 zamanda beyin apsesinin de E. coli’den sonra en sik etkenidir.
P. aeruginosa’ya bagh gelisen menenjitte bakteriyemi varsa akut ve fulminan bir

gidis s6z konusudur.”®
2.4.2.5. Endokardit

P. aeruginosanin neden oldugu enfektif endokardit bu patojenin ilag
bagimlilarinda dogal kapaga ve digerlerinde de prostetik kalp kapagina yerlesimiyle
meydana gelir. Bakterinin kan akimindan direkt invazyonla veya eroin ile birlikte
karistirilan maddelerin yol actig1 subendotelyal hasar sonucu olusan yeni damarlar ile

endokardiyuma ulastig1 diisiiniilmektedir.?

2.4.2.6. Kulak enfeksiyonu

P. aeruginosa normal kulakta nadiren bulunur fakat yaralanma, maserasyon,
inflamasyon ve nem varliginda dis kulak yolunda siklikla yerlesir. Yiizmeyle
baglantili iyi seyirli eksternal otit gibi akut enfeksiyonlara neden olabildigi gibi
malign eksternal otit gibi kronik ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. P.
aeruginosa’nin neden oldugu kulak enfeksiyonlarindan bir digeri otitis media’dir.
Kronik siipiiratif otitis media olan ¢ocuk ve yetiskinlerde orta ve dis kulak yolundan

en sik izole edilen bakteriyel patojen P. aeruginosa’dlr.23' 24

2.4.2.7. Goz enfeksiyonlar

P. aeruginosa bakteriyel keratitin en sik etkenlerinden biridir. Bakteri,
trakeobronsiyal epitelde oldugu gibi, sialik asid (N-asetil norominik asid) spesifik
reseptorii araciliiyla okiiler epitele baglanir. Pseudomonas keratiti risk faktorleri
arasinda; kontakt lens kullanimi, agir yanik, koma, 6nceden géz radyasyonu almus,
yogun bakim biriminde yatan ve Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (AIDS)
olan hastalar vardir. Kirksekiz saat i¢inde biitlin korneay:1 kaplayarak perforasyona
gidebilir.?



2.4.2.8. Kemik ve eklem enfeksiyonlar:

Pseudomonas kemik ya da eklem enfeksiyonu ¢ocuklarda, yaslilarda, kronik
bir hastalifi olan ya da altta yatan hastaligt olan kisilerde goriliir. Daha c¢ok
cocuklarda tanimlanan bir diger enfeksiyon, ayaktaki ufak delici yaralardan sonra

gelisen osteokondrittir ve P. aeruginosa en sik saptanan etkendir.”
2.4.2.9. Uriner sistem enfeksiyonu

P. aeruginosa’ya bagli gelisen iriner sistem enfeksiyonlari genellikle
kateterizasyon, sonda veya cerrahi girisime bagli olarak hastane kokenli ve
iatrojeniktir. Uriner sistem, Pseudomonas bakteriyemilerinde %40 gibi yiiksek

- < 2
oranda primer odag1 olusturur.?®

2.4.2.10. Gastrointestinal enfeksiyonlar

Enfeksiyon en sik yenidoganlarda ve hematolojik malignitede kemoterapiye
sekonder nétropeni gelisen hastalarda ortaya g¢ikar. P. aeruginosa yenidoganda ve
notropenik hastalarda goriilen fatal seyirli olabilen nekrotizan enterokolitte primer
etkendir. Losemi hastalarinda goriilen tiflit cekumda nekroz ve gangren ile giden
lokal bir enfeksiyondur. Bu enfeksiyonda da P. aeruginosa en sik izole edilen bakteri

olmasina karsin diger bakteriler de etken olabilir.?®
2.4.2.11. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar:

Dekiibitis iilserleri, dermatit, yanik veya travma ile biitiinliigli bozulmus
deride, nem de varsa primer diffiiz veya lokalize Pseudomonas deri lezyonlari
meydana gelebilir. Pseudomonas bakteriyemisi sirasinda ektima gangrenozum adi
verilen deri lezyonlar1 disinda subkutan nodiiller, derin apseler, seliilit, vezikiiler ve

pustiiler lezyonlar, biil veya nekrotizan fasiit gelisebilir.23

2.5. ANTIMIKROBIYAL DIRENC

P. aeruginosa bir¢ok antimikrobiyal ila¢ grubuna karsi dogal direnglidir.
Bunun yaninda kromozomal mutasyonlarla veya plazmidler, transpozonlar veya

integronlar araciligiyla birgok antibiyotige karst kazanilmis ileri direng
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mekanizmalart gelistirebilmektedir. Hem dogal dirence hem de kazanilmis direng
mekanizmalart gelistirebilmesine bagli olarak bu enfeksiyonlarin tedavisi ¢ogu
zaman zordur. P. aeruginosa’da, bakteriyel direngte bilinen ve ¢ogu kez ayni anda

bulunan bir¢ok enzimatik ve mutasyonel mekanizma bulunmaktadir.™*
2.5.1. Kazanilmis Diren¢ Mekanizmalari

P. aeruginosa izolatlar1 B-laktamlara ve aminoglikozidlere karsi kazanilmis
direng gelistirir fakat florokinolonlara karst kazanilmis direng gelistirmez. P.
aeruginosa izolatlar1 arasindaki florokinolon direnci sadece kromozomal genlerle
baglantilidir ve florokinolon hedefleri DNA giraz (gyrA ve gyrB) velveya
topoizomeraz IV’deki (parC ve parE) mutasyonel degisikliklerle ve/veya ¢oklu ilag

atim pompalarinin asir1 ekspresyonuyla olabilir.*

B-laktamlara kazanilmis direngte -laktamlar1 inaktive edebilen enzim iiretimi
gerekir. P. aeruginosa’da enzim yapimi -laktam antibiyotiklere kazanilmig direngte
baglica mekanizmadir. B-laktamazlar olarak  adlandirilan  penisiloil-serin
transferazlar, B-laktam halkasindaki amid bagini kirarlar ve antibakteriyel aktivitesi
olmayan iiriinler elde edilir.* P. aeruginosa izolatlar1 arasinda en sik aktarilan B-
laktamazlar; molekiiler sinif A serin B-laktamazlarin (PSE, CARB, ve TEM aileleri)
iiyesi olan penisilinazlardir. Bu gruptaki PSE ailesinin {iyesi olan enzimlere daha sik
rastlanmaktadir.”®> Bu penisilinazlarin terapodik etkisi kismen simirlt oldugundan
genislemis spektrumlu sefalosporinlerin, monobaktamlarin veya karbapenemlerin
klinik yararlanimina etki etmezler. Daha az siklikta olsa da smif A genislemis
spektrumlu B-laktamazlar, P. aeruginosa suslarinda da tespit edilmistir ve TEM,
SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, ve IBC ailelerinden enzimler igcermektedir-
ler262728.2930313233 b aeryginosa’daki TEM ve SHV tipi GSBL (genislemis
spektrumlu beta laktamaz)’lerin genleri gen transferiyle gegen genlerdir ve

muhtemelen Enterobacteriaceae ailesinden koken almistir.*

PER-1, P. aeruginosa’da ilk tanimlanan GSBL’dir ve P. aeruginosa’ya
Ozgidir. Giintimiizde Tirkiye’deki nozokomiyal P. aeruginosa izolatlari arasinda
blaper.1’in yaygmn oldugu bildirilmistir.* Bulgaristan’da 2007 yilinda seftazidim
diren¢li nozokomiyal P. aeruginosa izolatlarinda VEB-1 GSBL’de yiiksek yayilim
bildirilmistir.* VEB enzimlerinin substrat profilleri PER-1 ile aymidir. 20. yiizyilin
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sonlarinda Guayana genis spektrumlu (GES) olarak adlandirilan GSBL’lerin yeni bir
ailesi tanimlanmistir. Yakin zaman 6nce ise Belgika’da Ambler smif A da BEL-1

olarak adlandirilan yeni bir GSBL tipi tanimlanmigtir.*

Karbepenemi parcalayan karbepenemazlar veya MBL olarak da bilinen
enzimler P. aeruginosa’daki GSBL’lerin diger grubunu olustururlar.® P.
aeruginosa’daki ilk smif B metallo-B-laktamaz 1991 yilinda Japonyada
tammlanmistir.>* Bundan sonra P. aeruginosa izolatlarindaki metallo B-laktamazlar

323637 ve dort biiyiik aile

nerdeyse diinyanin biitiin bolgelerinden izole edilmistir
tanimlanmistir; IMP, VIM, SPM ve GIM aileleri. 39404142 yakin zaman once
Klebsiella pneumoniae Karbapenemaz (KPC) ailesinin sinif A karbapenemazlari
tamimlanmistir. KPC iireten P. aeruginosa izolat1 ilk olarak 2007°de Kolombiya’da
izole edilmistir.*® Daha sonraki yayinlarda KPC genlerinin klonal yayilim gésterdigi
bildirilmistir.** P. aeruginosa’da ilk tanimlanan kazanilmis OXA-tipi karbapenemaz
2008’de rapor edilmistir ve A. baumannii’de oOnceden tanimlanan OXA-40
karbapenemazla ayni oldugu gosterilmistir.*!

Sinif A GSBL kodlayan genlerin yayginlig1 antibiyotik direncinde énemli bir
rol oynar ve P. aeruginosa’nin sebep oldugu hayati tehdit eden infeksiyonlarin
tedavisindeki antibiyotik seciminde imkanlar1 kisitlayabilir. Plazmidler ve
integronlar bu yayilimda onemli faktorlerdir. P. aeruginosa’daki TEM ve SHV
enzimlerini kodlayan genlerin ¢ogunda da plazmid lokalizasyonu gosterilmistir.
Ambler smif B (metalloenzimler) ve Ambler simif D (oksasilinazlar)’deki B-
laktamazlar kodlayan genler genellikle smif 1 integronlarda lokalize olur.* Smif
D’deki  genislemis spektrumlu B-laktamazlardan OXA-tipi enzimlere P.
aeruginosa’da da rastlanilmistir.”® Genis spekrumlu oksasilinazlarin ¢ogu plazmid
veya integron yerlesimli genlerle kodlanir ve bu 6zellik kolay yayilmalarina ve sinif

D GSBL’lerin artmis prevalansina katkida bulunur.*

Aminoglikozidler i¢in kazanilmis direng genellikle ila¢ molekiiliiniin
kimyasal modifikasyonla enzimatik inaktivasyonu olur. Aminoglikozid modifiye
edici enzimler (AMES), antibiyotik molekiiliine fosfat, adenil veya asetil radikali
baglar ve boylece modifiye edilen antibiyotigin bakteri hiicresinde hedefe (30S
ribozomal alt {inite) baglanma affinitesini azaltirlar. AMEs plazmid kaynaklidir ve ti¢

smifa ayrilirlar; aminoglikozid fosforiltransferazlar (APH), aminoglikozid
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adeniltransferazlar (niikleotidil transferaz-AAD veya ANT olarak da bilinir) ve
aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC)."* P. aeruginosa’mn siklikla eksprese ettigi
AMES’ler; AAC (6)-11 (gentamisin, tobramisin ve netilmisine direnci belirler), AAC
(3)-I (gentamisine direng), AAC (3)-11 (gentamisin, tobramisin ve netilmisine
direng), AAC (6°)-1 (tobramisin, netilmisin ve amikasine direng) ve ANT (2’)-I
(gentamisin ve tobramisine direng). Bu ailedeki spesifik enzimlerle farkli farkli
aminoglikozidler inaktive edilse de P. aeruginosa’nin ¢oklu aminoglikozid inaktive
eden enzim genlerini tasiyabilme yetenegi, biitlin aminoglikozidlere direng

potansiyeli olan suslarin gelisimini saglar.®

Cesitli aminoglikozid modifiye eden enzimlere ek olarak, yiiksek diizey ¢oklu
aminoglikozid direnci 16S rRNA’nin metilasyonuyla da baglantili olabilir. 16S
rRNA’nin metilasyonu, Enterobacteriaceae ailesine ait gram negatif patojenler arasinda
ve P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri gibi nonfermentatif bakteriler arasinda
aminoglikozidlere karst yeni bir diren¢ mekanizmasi olarak yakin zaman Once
gosterilmistir.*® RmtA olarak adlandirlan ilk 16S rRNA metilaz 2003 yilinda

Japonya’da aminoglikozid direncli bir P. aeruginosa klinik izolatinda bildirilmistir.*’

Giinimiizde P. aeruginosa ve Enterobacteriaceae klinik izolatlar1 arasinda
diinya genelinde bulunmus olan bes ribozomal metiltransferaz enzimi (RmtA, RmtB,

484950515253 Netiltransferazlar, amino-

RmtC, RmtD, ve ArmA) tanimlanmistir.
glikozid modifiye eden enzimler kadar yaygin gibi goriilmeseler de bu enzimleri
kodlayan genlerin tiimiiniin mobil genetik elemanlarla iligkili olmasi, P. aeruginosa

ve diger gram negatif basiller arasinda yayilimiyla ilgili endise uyand1rmaktad1r.43’44

2.5.2. Kromozomal Kaynakh Diren¢ Mekanizmalari

Kazanilmis diren¢ mekanizmalarina benzer olarak, P. aeruginosa kromozomu
tizerinde ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 kodlanmaktadir. Bu mekanizmalar arasinda
cesitli aminoglikozid inaktive eden enzimler™ ve bir simif D oksasilinaz olan OXA-
50> vardir. P. aeruginosa izolatlar arasindaki kromozomal genlerle smirli olan
tanimlanmis florokinolon diren¢ mekanizmalar1 arasinda hedef mutasyonlar1 ve aktif
aim da vardir. Diger gram negatif bakterilerdeki duruma benzer olarak,
P.aeruginosa’da DNA giraz (Topoizomeraz II) florokinolonlarin O6ncelikli

hedefidir.®® O yiizden ilk hedefe 6zel mutasyonlar, tipik olarak gyrA’nmn kinolon
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direncini belirleyen bolgesinde (quinolone resistant determinative region-QRDR)
gozlenir. Hem gyrA hem de topoizomeraz 1V geni parC’nin QRDR’sinde mutasyonu
olan suslarda yiiksek diizeyde diren¢ gdzlenmistir.>”*®>° Diger iki gen; gyrB ve
parE’ de mutasyonel degisiklikler tanimlansa da bu mutasyonlarin prevalansi daha

diisiiktiir.”®

2.6. DIRENC MEKANIZMALARI
2.6.1. OprD Iliskili Diren¢

Gram negatif bakterilerin dis membrani, antibiyotiklerin penetrasyonunu
yavaglatan yar1 gecirgen bir bariyer olusturur ve P. aeruginosa’nin dis membrani
E.coli’nin dis membraninin sadece %8’i kadar gegirgendir.®® Bununla birlikte P.
aeruginosa nin hayatta kalabilmesi i¢in besin maddeleri hiicre icine gecebilmelidir.
Bunun i¢in besin maddelerinin porin adi verilen su dolu protein kanallar1 i¢inden

gecmesi gerekmektedir.

P. aeruginosa genomunun dizi analizinde 163 dis membran proteini
saptanmis, bu dis membran proteinlerinin 64’i ii¢ porin ailesine gruplandirilmistir.
Bu porinlerin seker, aminoasit, fosfat, iki degerli katyon ve sideroforlarin

1

transportunda Onemli fizyolojik roli vardir.® Aynt  zamanda [-laktam,

aminoglikozid, tetrasiklin ve baz1 florokinolonlar gibi ¢esitli hidrofilik
antibiyotiklerin porin kanallar1 araciligiyla dig membran gectikleri gésterilmistir.el'62
P. aeruginosa s6z konusu porin kanallarinin kaybiyla belli antibakteriyel ajanlara

duyarhihigim azaltabilmektedir.*

P. aeruginosa’nin OprD porini, substrata spesifik bir porindir. Bu porinin,
temel aminoasitlerin ve bu aminoasitleri i¢eren kii¢iik peptidlerin ve karbapenemlerin
hiicre igine difiizyonunu kolaylastirdig gosterilmistir.®® Bu su dolu porin, E.coli’deki
nonspesifik porin OmpF’ye yakin homoloji gosterir. P. aeruginosa suslarinda
oprD’nin genetik dizisi ve OprD’nin aminoasit dizisinin farkliliklar gdsterdigi
bildirilmistir. Bu degisimin bazi ¢alismalarda niikleik asit benzerlikleri i¢in %91-
%093 arasinda, aminoasit dizi benzerligi i¢in %83-93 arasinda oldugu ifade edilmistir.

Bu durum tiirler aras1 rekombinasyon olayi ile aciklanmaktadir.®
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OprD iligkili direng, oprD transkripsiyonel ekspresyonunda azalma ve/veya
dis membrandaki fonksiyonel bir porinin translasyonel yapiminda bozulmaya yol
acan mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. oprD transkripsiyon diizeyinde

tanimlanan mekanizmalar agagida siralanmistir.

i- oprD promoterin (baslatic1) aksamasi

ii- oprD transkripsiyonunun erken sonlanmasi

iii-  eser metallerin diren¢ mekanizmalariyla birlikte diizenleme
iv- salisilat aracili azalma

V- MexEF-OprN atim pompastyla birlikte diizenlenen mekanizmalar araciligiyla

.. 5
transkripsiyonel ekspresyonun azalmasi.

2.6.2. Atim Aracih Diren¢

Hiicre igine ilag girisinde OprD gibi proteinlerin kaybi aktif bir bariyer
gorevini goriirken membran iliskili pompalarla yapilan aktif transport araciliiyla da
hiicre i¢i ilag birikiminde bir azalma saglanir. Atim pompalari;; aminoasit dizi
benzerligi, disar1 atim1 saglamak i¢in gerekli olan enerji kaynagi ve farkli pompalarin

substrat spesifitelerine bagli olarak bes iist aileye ayrilir. Ust aileler;

ATP baglayan kaset / “ATP binding casette” (ABC) ailesi
“Small multidrug resistance” (SMR) ailesi

“Major facilitator superfamily” (MFS) ailesi
“Resistance-nodulation-division” (RND) ailesi

“Multidrug and toxic compound extrusion” ailesi

P. aeruginosa genomunun dizi analizinde bes iist aileden atim sistemleri
gosterilmekle birlikte pompalarin ¢ogu RND ailesine aittir ve bu ailede de toplam 12

RND sistemi vardir.’
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Sekil 1: P. aeruginosa’daki RND atim pompalarinin yapisi ve fonksiyonu

RND pompalart tipik olarak; bir periplazmik membran fiizyon proteini
(MFP), bir dis membran faktorii (OMF) ve bir stoplazmik membran transport
proteininden (RND) meydana gelen ti¢lii bir sistemden olusur. Bu bilesik biitiin
membrani kapsayan bir kanal olusturarak lipofilik ve ampifilik ilaclarin periplazmik
aralik ve stoplazmadan hiicre disina transportunu saglar. Bu pompalar1 kodlayan

genler P. aeruginosa kromozomu tizerindeki operonlara yerlesmislerdir.5

Her operon MFP ve RND transport proteinlerini kodlayan en az iki genden
olusur. 12 operonun alt1 tanesinde {i¢lii sistemi tamamlayan OMF geni varken diger
operonlarda OMF geni yoktur. Bazi operonlarin yaninda operonun ayni veya farklh
bolgesinde transkribe edilen diizenleyici genler vardir ve bunlar pompa
ekspresyonunun aktivatorii veya baskilayicisi olarak gorev alirlar. Operonlar bu
genlerin disinda baska ilave ek genler igerebilirler. Ornegin mexGHI-opmD
operonundaki mexG, bir integral membran proteini kodlar ve PA2528-PA2527-
PA2526-0pmB’de ikinci bir RND transport protein geni (PA2526) vardir.”

P. aeruginosa’ daki 10 RND pompasi; MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN, MexXY, MexJK, MexGHI-OpmD, MexVW, MexPQ-OpmE,
MexMN ve TriABC olarak adlandirilir (Tablo 2). Mex; ¢oklu atim (multiple efflux),

Tri; triklozan atim (triclosan efflux) kelimelerinin temsili kisaltmalari olarak
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kullanilir. Bu pompalarin bazilarinin substratlar1 ortak iken kendi ekspresyonlarina
0zgli benzersiz fenotiplere de sahiptirler. Bu pompalarin substratlar1 antibiyotikler,
biosidler, boyalar, deterjanlar, organik c¢oziciiler, aromatik hidrokarbonlar ve
homoserin laktonlardir®®(Tablo 2).

P. aeruginosa’ daki bu pompalarin antimikrobiyallere karsi koruyucu
etkisinin yaninda hiicreden hiicreye iletisim ve patojenite gibi fizyolojik bir rolii de
vardir.” P. aeruginosa eksopolisakkarit bir matriksle ortiilii bir topluluk olarak
yasayabilirken son zamanlardaki c¢alismalar RND atim pompalarinin tipik
antipseudomonal ajanlara direngte biofilm olusumuna katkida bulunmadigini ileri
siirmektedir.®

Tablo 2. P. aeruginosa’daki RND atim pompalarinin dzellikleri

Operon Komponent Fonksiyon Regulator Substratlar
primer sekonder Antibiyotikler Ek bilesikler
mexAB-oprM MexA MFEP MexR NalC Florokinolonlar B-laktamlar Biyosidler (6r/triklosan),
MexB RND NalD ve B-laktamaz inhibitorler, deterjanlar, boyalar HSL,
OprM OMF tetrasiklinler, kloramfenikol, aromatik hidrokarbonlar

makrolidler, novobiyosin,
trimetoprim ve sulfonamidler

mexCD-oprJ MexC MFP NixB Floroinolonlar, B-laktamlar, Bivosidler (6r/triklosan),
MexD RND kloramfenikol, tetrasiklin, deterjanlar, boyalar,
OprT OMF novobiyosin, trimetoprim aromatik hidrokarbonlar

ve makrolidler

mexEF-oprN MexE MFP MexT MexS Floroinolonlar, Biyosidler (6r/triklosan),
MexF RND MvaT kloramfenikol, trimetoprim aromatik hidrokarbonlar
OprN OMF

mexXY MexX MEFP MexZ Floroinolonlar, B-laktamlar,
MexY RND tetrasiklin, aminoglikozidler
OptM/Opm  OMF makrolidler ve kloramfemikol

mexJK Mex] MEFP MexL Tetrasiklin, eritromisin Biyosidler (6r/triklosan),
MexK RIND

OprM/OpmH OMF

mexGHI-opmD MexG ? SoxR Floromolonlar
MexH MFP
MexI RND
OpmD OMF

mexVwW MexV MFP Floromolonlar, Tetrasiklin
MexW RND eritromisin ve kloramfenikol
OprM OMF

mexPQ-opmE MexP MFEP Floroinolonlar, Tetrasiklin
MexQ RND makrolidler ve kloramfenikol
OpmE OMF

mexMN MexM MEFP Kloramfenikol, tiamfenikol
MexN RIND
OprM OMF

ridBC TriA MEFP Triklozan
TriB MFP
TriC RIND
OpmH OMF

Kaynak: Lister PD, Wolter DJ. Hanson ND. (2009). Antibacterial-Resistant Pseudomonas aeriuginosa:
Clinical Impact and Complex Regulation of Chromosomally Encoded Resistance Mechanisms.

Clinical Microbiology Reviews, p.582—610.
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2.6.2.1. MexAB-OprM Atim Pompasi

P. aeruginosa’daki ilk ¢coklu ilag atim pompasi olan MexAB-OprM, siderofor
aracilt demir transportunun incelendigi bir ¢alisma sirasinda, Poole ve ark. tarafindan
bulunmustur.®® MexAB-OprM atim pompast; florokinolonlar, tetrasiklinler,
kloramfenikol, B-laktamlar, B-laktamaz inhibitorleri, makrolidler, novobiyosin,
trimetoprim ve sulfonamidler gibi farkli smiflardaki ilaglarin hiicreden disari
atilmasimi saglamaktadir.” RND atim pompalarindan MexAB-OprM, B-laktam
siifinda en genis substrat profiline sahiptir; karboksipenisilin, aztreonam, genis
spektrumlu sefalosporinleri (seftazidim ve sefotaksim), penemleri (faropenem) ve
karbapenemlerden meropenemi ve panipenemi (imipenem ve biapenem harig) disari
atabilme Ozelligindedir. MexAB-OprM, sokak susu (wild type) hiicrelerde yapisal
iiretim araciligiyla yukarida bahsedilen ajanlara karst P. aeruginosa nin intrensek

66

direncine katkida bulunur.” mexAB-oprM’ nin yalmz veya diger direng

mekanizmalar1 ile kombinasyonlariyla ilgili ¢aligmalarda intrensek direngte

pompalarn rolii dogrulanmugtir.”® """

mexAB-oprM operonunun ekspresyonunu cesitli diizenleyici gen bolgeleri
etkilemektedir. mexR geni direkt akis yukarisinda (upstream) lokalizedir. Fakat
mexAB-oprM’ den farkli olarak transkribe edilir ve diizenleyici proteinlerden MarR
ailesinden bir represor protein kodlar.”® MexR, mexAB-oprM operonunun
transkripsiyonunu baskilar ve kendi ekspresyonunda negatif yonde 6zdiizenlenim

yapar (autoregulate).”*"

mexAB-oprM operonunun ikinci bir diizenleyici faktorii
olan NalD, insersiyon mutasyonlarina ugrayan nalD geniyle kesfedilmistir.”® NalD,
TetR ailesinden bir baskilayicidir ve NalD, mexAB-oprM’ nin akis yukarisinda fakat
mexR baglanma bdlgelerinin akis asagisinda bir diziye baglanlr.77 NalD operatori,
mexAB-oprM’ nin ikinci bir baglaticisiyla {ist iiste biner ve NalD’nin baglanmasi bu

proximal mexA baslaticisindan itibaren ekspresyonu sinirlar.
2.6.2.2. MexCD-OprJ Atim Pompasi

MexCD-OprJ’yi kodlayan operon 1996 yilinda klonlanmis, sekanslanmis ve
MexAB-OprM’ye yiiksek derecede benzerligi oldugu gosterilmistir.”® MexCD-OprJ;
florokinolonlar, 3-laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklin, novobiyosin, trimetoprim ve

makrolidler gibi ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin hiicreden disar1 atilmasini
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saglamaktadir.” MexAB-OprM’den farkli olarak MexCD-OprJ’nin B-laktamlarda
genis bir substrat profili yoktur, daha dogrusu tercihen 4. kusak sefalosporinlerin
(sefepim, sefpirom ve sefozopran) hiicreden disar1 atimini saglamaktadir. mexCD-
oprJ'nin transkripsiyonu sokak suslarinda (wild type) g('izlenebilir,79 fakat
cogunlukla tespit edilebilir seviyede protein olusturmaya yetecek diizeyde degildir.”
Ayrica mexCD-oprJ delesyonunun, sokak susunun duyarliligina bir etkisi olmamasi,
bu pompanin intrensek dirence katkisinin olmadigini gostermektedir. mexCD-oprJ
ekspresyonunun benzalkonyum klorid, klorheksidin glukonat, tetrafenilfosfonyum
klorid, ethidyum bromid, rodamin 6G, ve akriflavin’e yanit olarak indiiklenebildigi
gosterilmig, fakat ilgili  antibiyotiklere klinik  yanitta indiiklenebildigi

g0 sterilmemistir.*

mexCD-oprJ’ nin ekspresyonu, nfxB geninin {irliniiyle kontrol altinda tutulur,
bu gen mexCD-oprJ’ nin akis yukarisinda lokalizedir fakat operondan farkli olarak

transkribe edilir. NfxB, mexCD-oprJ ekspresyonunu negatif yonde diizenler.’®
2.6.2.3. MexEF-OprN Atim Pompasi

mexEF-oprN olarak adlandirilan operondaki ii¢ agik okuma penceresi 1997
yilinda tanimlanmistir. Aminoasit dizilimleri kiyaslandiginda mexEF-oprN
tirtinlerinin, MexAB-OprM ve MexCD-Opr] bilesenlerine aminoasit benzerligi
gosterdigi  belirlenmistir.®> MexEF-OprN; florokinolonlar, kloramfenikol ve
trimetoprimin hiicreden disar1 atilmasini saglamaktadir. Fakat pompanin kullanimda
olan B -laktamlara belli bir affinitesi yoktur. mexEF-oprN ekspresyonu baslangicta
sessiz (quiescent) olarak bildirilmistir fakat sonraki ¢alismalarda duyarli fenotipteki

8L 8 intrensek dirence

sokak suslarinda diislik diizey ekspresyon tespit edilmistir.
katilmadigindan sokak suslarindaki mexEF-oprN’ nin bozulmas: duyarliliga etki

etmez.8!

mexEF-oprN regulasyonunda, mexAB-oprM nin ve mexCD-oprJ nin operon
ekspresyonunu baskilayan negatif regulator proteinler goérev almamaktadir. Birgok
faktor mexEF-oprN transkripsiyonunu kontrol edebilmektedir. Akis yukarisinda
lokalize ve mexEF-oprN ile ayn1 yerde transkribe edilen mexT, transkripsiyonel
aktivatorlerin LysR ailesinden olan ve mexEF-oprN ekspresyonunu pozitif yonde

diizenleyebilen bir protein kodlar®®84. Farkli P. aeruginosa sokak suslarmin mexT
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genlerindeki dizi varyasyonlarindan dolayr MexT’nin aktivasyonu farkli yollar
araciligiyla olabilir. Baz1 P. aeruginosa suslarinda kodlama boélgesinde mutasyonlar
baskilandigindan dolayr MexT aktif olmayan (dormant) formda bulunur. Fakat
mexT’ deki cis mutasyonlar1 veya delesyonlar1 inaktif MexT’yi aktif formuna

déniistiirebilir.®®

Diger suslarda mexT’de baskilanan mutasyonlar yoktur, fakat MexT nin
uyarilmasi igin efektdr molekiil diizeyinde potansiyel degisiklikler olmasi gerekir.®
Bu suglardaki mutasyonlar, mexT’nin akis yukarisinda lokalize olan mexS geninin
icinde meydana gelir. MexS’nin inaktivasyonunun MexT i¢in efektor molekiil
vazifesi goren metabolitlerin yapimina sebep olduguna inanilmaktadir. Bu da toksik
metabolitleri ortadan kaldirmak i¢in mexEF-oprN ekspresyonunu upregule eder.®® Bu

yiizden bu yolda mexEF-oprN upregulasyonu i¢in aktif bir MexT proteini gereklidir.

mexEF-oprN ekspresyonu, histon benzeri niikleotid diizenleyici protein
ailesinin bir liyesi olan MvaT tarafindan da kontrol edilir. MvaT; virulans genlerinin,
housekeeping genlerin ve biofilm olusumunda gerekli olan genlerin global
diizenleyicisi olarak vazife goriir.®”®® MvaT, DNA’ya baglanir ve adenin-timinden
(AT) zengin bolgenin karsisinda yiiksek bir affiniteyle oligomerlesir. Sonu¢ olarak

belli genlerin ekspresyonu susturulur.®’

mvaT’nin delesyonu mexT veya mexS’ye
bagimli olmayan mexEF-oprN ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. MvaT,
mexEF-oprN’nin akis yukarisma baglanmaz.®® Bu yiizden bu regulator proteinin
kaybinin mexEF-oprN ekspresyonunun diizenlenmesinde biiyiik ihtimalle indirek bir

etkisi vardir.
2.6.2.4. MexXY Atim Pompasi

mexXY, P. aeruginosa kromozomundan 1999 yilinda klonlanmistir. Pompa,
MexAB-OprM, MexCD-OprJ ve MexEF-OprN atim pompa sistemleriyle benzer
ozellikler gostermektedir.®® Fakat diger atim pompa sistemlerindeki operonlardan
farkli olarak mexXY’de dis membran proteini kodlayan gen yoktur. Bunun yerine
MexXY fonksiyonel bir iiclii sistem olusturmak i¢in OprM ile ve muhtemelen
OpmB, OpmG, OpmH ve Opml gibi diger dis membran proteinleriyle de baglanti

%31 Florokinolonlar, spesifik B-laktamlar  (Or;  sefepim),

kurabilmektedir.
aminoglikozidler, tetrasiklin, kloramfenikol ve eritromisin ~ MexXY ’nin
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substratlaridir.”® Hiicreler tetrasiklin, eritromisin, gentamisin varliginda iiredigi
zaman mexXY ekspresyonu indiiklenir. Sokak suslarinda mexXY delesyonu bu
antibiyotiklere olan duyarliligi arttirir. Bu durum bu pompanin intrensek dirence
katkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. MexXY nin florokinolonlara kars1 intrensek

dirence katkis1 yoktur. Ciinkii bu ajanlar mexXY ekspresyonunu indiikleyemezler.”

Akis yukarisinda lokalize olan fakat mexXY’de farkli yerde transkribe olan
mexZ geni lrlinli, operonun ekspresyonunu negatif yonde diizenler. MexZ,
transkripsiyonel regulatorlerden TetR ailesine aittir ve karakteristik bir N-terminal

sarmal-kivrim-sarmal (helix-turn-helix) DNA baglanma bolgesi igerir.**
2.6.2.5. MexJK Atim Pompasi

mexJK operonunda da OMF kodlayan gen bulunmaz, fakat ii¢ bilesenli sistem
ya OprM ya da OprH’m ilavesiyle olusturulur. MexJK-OpmH triklozani hiicreden
disar1 atarken, MexJK-OprM eritromisini ve tetrasiklini disar1 atar. mexJK’nin sokak

susu hiicrelerinde eksprese edilmedigi bildirilmistir.*
2.6.2.6. Diger RND Atim Pompalan

Diger RND atim pompalarinin dirence katkilar1 ve ekspresyonlarini kontrol
eden faktorler yeni tamimlanmaya baslanmistir. Cesitli fenotiplerdeki klinik
izolatlardaki up veya down regulasyonlari yeni bildirilmektedir. mexGHI-opmD
ekspresyonu sokak susu hiicrelerinde bulunmaktadir ve transkripsiyonel
regulatorlerden MerR ailesine ait olan SoxR, redoks aktif proteininin kontrolii
altindadir.®® °" Norfloksasin, mexGHI-opmD’ nin antibiyotik olarak tek substrati
olarak bildirilmistir fakat bu pompa vanadium gibi antibiyotik dis1 bilesikleri de
disar1 atabilmektedir. Ilging olarak mexGHI-opmD eksprese edebilen bir mutantta
tetrasiklin ve tikarsilin-klavulanata duyarlilikta azalma goriilmiistiir.”® Diger bir
calismada mexl ve opmD mutantlar1 da kanamisin, spektinomisin, karbenisilin,
nalidiksit asit, tetrasiklin ve kloramfenikole duyarlilikta azalma géistermistir.98
Muhtemelen P. aeruginosa’daki mexAB-oprM mutantlarinda goriilen mexCD-oprJ
ve mexEF-oprN asir1 ekspresyonu gibi, mexGHI-opmD’nin kaybi, diger RND atim

pompasinin asir1 ekspresyonuna neden olmustur.®
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MexVW; florokinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve eritromisini disar1 atmak
igin OprM’yi ve heniiz tammlanmamis dis membran proteinlerini kullanmaktadir.*®
MexPQ-OpmE, alic1 (recipient) izolatta florokinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve
baz1 makrolidlerin MIK degerlerini yiikseltmistir. MexMN’nin OprM’nin bilesimini

iceren alicida kloramfenikole ve tiamfenikole kars1 duyarlilik azalmistir.'®

TriABC, P. aeruginosa’da en son tanimlanan RND atim pompasidir. triABC,
substrat eksportunda her ikisi de gerekli olan MFB’leri kodlayan triA ve triB yoniiyle
diger RND operonlarindan ayrilir. OMF OpmH, TriABC ile birlikte triklosan1 disar1
atabilen bir pompa olusturur. Bu pompa igin substrat olarak bir antibiyotik

bildirilmemistir."**
2.6.3. AmpC lliskili Direnc
2.6.3.1. AmpC ve B-laktamlara Diren¢

P. aeruginosa, Enterobacteriaceae ailesinin gesitli tiyelerindeki kromozomal
kaynakli AmpC’ye benzeyen indiiklenebilir bir AmpC sefalosporinaz tagimaktadir.
P. aeruginosa sokak suslar1 bazal seviyede AmpC {iretir ve antipseudomonal
penisilinlere, penisilin  inhibitdr = kombinasyonlarina, sefalosporinlere  ve
karbapenemlere duyarhidir. Fakat AmpC iiretimi anlamli derecede arttiginda,

P.aeruginosa karbapenemler harig biitiin 3-laktamlara direng gelistirir.102’103

2.6.3.2. AmpC Asir1 Uretim Yollar

P. aeruginosa ve Enterobacteriaceae bazi iiyelerindeki kromozomal kaynakli
AmpC enziminin asir1 tiretimi; ya ampC gen indiiksiyonuyla ya da yapisal yiliksek
diizey ekspresyona yol agan derepresyon yoluyla meydana gelir. indiiksiyon yoluyla
asir1 ekspresyon, spesifik B-laktamlarin ve B-laktamaz inhibitorlerinin (Or; sefoksitin,
imipenem, klavulanat) kullanimi1 esnasinda meydana gelir fakat indiikleyici ajanlar
ortadan kaldirildiginda geri doniisiimii olan bir siirectir.’**!%°  Tersine, AmpC
derepresyonu, indiiksiyon yolunda gerekli olan proteinler kromozomal
mutasyonlardan etkilendiginde meydana gelir ve sefalosporinaz, indiikleyici bir B-
laktam olmadig1 halde yiiksek bir seviyede yapisal olarak iiretilir. P. aeruginosa

izolatlart  arasindaki, AmpC derepresyon fenotipleri, Enterobacteriaceae
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arasindakilere gore daha farklidir. P. aeruginosa suslari, AmpC’nin tam

derepresyonu olmadan kismi dereprese bir fenotipe gecis yapabilir.*%*%’

2.6.3.3. ampC Ekspresyonun Diizenlenmesinde Gerekli Olan Faktorler

ampC ekspresyonun regulasyonunda gerekli olan Onemli yapilar
bulunmaktadir. ampC indiiksiyonunun diizenlenmesinde ii¢ major gen iriinii
gerekmektedir. Bunlar AmpG olarak bilinen i¢ membran permeazi, sitozolik amidaz
AmpD, transkripsiyon faktorii olan AmpR. Bu {i¢ protein Enterobacteriaceae ve P.
aeruginosa’nin her ikisinde de ampC gen indiiksiyonunda gereklidir fakat AmpG’nin

P. aeruginosa’daki ampC gen indiiksiyon yoluyla baglantisi gosterilememistir, %%

Enterobacteriaceae’de AmpR, ampC ekspresyonunu negatif yonde
diizenler.™™® P. aeruginosa PAO1’nin ampR’si ile ampC ekspresyonunun direk bir
analizine dayali bir ¢alismada, P. aeruginosa’da da AmpR’nin ampC’nin negatif

diizenleyicisi oldugu sonucuna varilmstir.***
2.6.3.4. ampC Indiiksiyon Mekanizmasi

ampC ister diisiik yapisal diizeyde ister indiiksiyonla artmig diizeyde eksprese
edilsin, AmpR’ye baglanan kofaktdriin tipine (Or; hiicre duvari prekursor peptidi)
bagimlidir. Bu bakimdan AmpC regulator yolu, AmpD ve AmpR araciliiyla hiicre
duvari geri doniisiim yoluyla yakin iliskilidir. P. aeruginosa sokak susundaki diigiik
bazal ampC  ekspresyonunun  diizenlenmesinde = genel = mekanizma,

Enterobacteriaceae’den elde edilen verilerden tahmin edilmistir.**#*3114

AmpC indiiksiyonu i¢in penisilin baglayan proteinlere (PBP) indiikleyici bir
B-laktam veya B-laktamaz inhibitériiniin (Or; sefoksitin, imipenem veya klavulanat)
baglanmasi gerekmektedir.'"®> Spesifik B-laktamlarla selektif AmpC indiiksiyonun-
dan sorumlu ayrintili mekanizmada, sonugta stoplazmada bulunan ‘baskilayict’
UDP-pentapeptid miktariyla karsilastirlldiginda  ‘indiikleyici’ muropeptidlerin

konsantrasyonunda artig olur,?2!3114

AmpR’ye baglanan baskilayict UDP-
pentapeptidin, indiikleyici muropeptid formuyla yer degistirerek AmpR’nin yapisini
degistirdigine inanilmaktadir. Bu yapisal degisikligin RNA polimerazla daha hizli bir
etkilesim saglayarak, ampC ekspresyonunda anlamli bir artisa yol actigi ileri

siiriilmektedir. Indiikleyici B-laktam veya B-laktamaz inhibitorleri kaldirildiginda,
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normal hiicre duvari sentezi ve hiicre duvari geri doniisiimii eski haline getirilir.
Sonu¢ olarak AmpR’ye bagli ‘indiikleyici’ muropeptidin, su an daha yiiksek
konsantrasyona ulasmis olan ‘baskilayici” UDP-pentapeptidle yer degisimiyle basal
ampC ekspresyonu normal hale getirilmektedir. "%
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. IZOLATLARIN TOPLANMASI

Bu calismaya, Zonguldak Karaelmas Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Kasim 2010 ve Kasim 2011 tarihleri
arasinda rutin olarak gonderilen g¢esitli klinik orneklerden izole edilen 50 P.
aeruginosa susu dahil edildi. Farkli direng fenotiplerine sahip olan suslar ileri

caligmalar i¢in skim milk besiyeri (Oxoid, Ingiltere) i¢inde -20°C’de saklandh.

3.2. IZZOLATLARIN CALISMAYA DAHIL EDILME KRiTERLERI

Calismaya dahil edilen izolatlar antibiyotik duyarlilik test profillerine gore
dort gruba ayrildi. Birinci grupta ¢oklu ilag direngli 22 izolat, ikinci grupta izole
karbapenem direncli 9 izolat, {i¢iincli grupta yalniz karbapenem ve kinolon direngli 7
izolat, dordiincii grupta izole kinolon direngli 12 izolat incelendi. Birinci grup igin
secilen izolatlar SENTRY siirveyans programinda belirtilen kriterlerlere gore ¢oklu
ilag direngli''® (seftazidim, piperasilin, imipenem, gentamisin direngli) olarak kabul
edilen izolatlar arasindan secildi. Izole karbapenem direngli olan ikinci grup;
caligilan antibiyotikler arasinda imipeneme direngli olan, meropeneme ise duyarli,
orta duyarli veya direngli olan izolatlardan olusmaktadir. Yalniz karbapenem ve
kinolon direncli olarak adlandirilan {i¢lincii grup; imipenem direngli, meropenem orta
duyarl veya direngli, siprofloksasin orta duyarli veya direncli, levofloksasin direngli
olan izolatlardan olusmaktadir. Izole kinolon direncli olarak adlandirilan dérdiincii
grupta ise calisilan antibiyotikler arasinda siprofloksasin ve levofloksasin direngli

izolatlar yer almaktadir.
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3.3. KULTUR VE BAKTERI TANIMLAMASI

Belirtilen tarihler arasinda laboratuvara rutin olarak gonderilen tiim klinik
orneklerin Kanli agar (Oxoid, Ingiltere), Cikolata agar (Oxoid, Ingiltere) ve Eozin
Metilen Blue (EMB) agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerlerine ekimleri yapilarak 37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, gram negatif, basil morfolojisinde ve
oksidaz pozitif olan bakterilerin tanimlamalari, biyokimyasal 6zelliklerine (sitrat
kullanimi, glikoz, laktoz, siikroz fermentasyonu, indol/iire hidrolizi, hareket, lizin
dekarboksilaz aktiviteleri) gore yapildi.® Bakterilerin ileri tanimlanmasi i¢in ayrica
otomatize Vitek 2 sisteminin Vitek 2 GN (kolorimetrik) (bioMerieux, Fransa)

identifikasyon kart1 kullanildi.

3.4. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI
3.4.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen tiim izolatlarin konvansiyonel antibiyotik duyarlilik testleri,
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda, Kirby-
Bauer disk diflizyon yontemi ile yapildi ve P. aeruginosa ic¢in Tablo 3’te 6nerilen
zon caplarina gore yorumlandi. Kalite kontrol susu olarak P. aeruginosa ATCC
27853 susu kullanildi.**®

Antibiyotik duyarlilik testlerinde, siprofloksasin (CIP, 5pg), levofloksasin
(LEV, 5ug), piperasilin (PIP, 100ng) , piperasilin/tazobaktam (TZP, 100/10 pg),
sefepim (FEP, 30png), imipenem (IPM, 10png), meropenem (MEM, 10pg), gentamisin
(CN, 10pg), amikasin (AK, 30ug), tobramisin (TOB, 10ug), seftazidim (CAZ, 30
ug), aztreonam (ATM, 30 ng) antibiyotik diskleri (Becton Dickinson, ABD)
kullanildi.
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Tablo 3. P. aeruginosa i¢in Zon Caplar1 Yorumlama Standartlari

Antibiyotik Zon capi sinir degerleri (mm)

Duyarhh  Orta Duyarh Direncli

PIP (100 pg) >18 - <17
TZP (100/10 pg) >18 - <17
CAZ (30png) >18 15-17 <14
FEP (30pg) >18 15-17 <14
ATM (30pg) >22 16-21 <15
IPM (10pg) >16 14-15 <13
MEM (10pg) >16 14-15 <13
AN (30png) >17 15-16 <14
CN (10pg) >15 13-14 <12
TOB (10ug) >15 13-14 <12
CIP (5pg) >21 16-20 <15
LEV (5ng) >17 14-16 <13

Kaynak: CLSI. (2011). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing;
Twenty-First Informational Supplement. CLSI document M100-S21.Wayne, PA: Clinical and
Laboratory Standards Institute.

3.4.2. Indiiklenebilir Beta-Laktamaz (IBL) Tam Yéntemi

Calismaya dahil edilen izolatlardaki IBL iiretimi disk yakinlastirma
yontemiyle tespit edildi. Bu yontemde; sefoksitin ya da imipenem gibi giiglii beta-
laktamaz indiikleyicilerinin ¢evresine merkezden merkeze 1.5-2.0 c¢cm uzaklikta
olacak sekilde aztreonam veya 3. kusak sefalosporin gibi zayif indiikleyici disk
yerlestirildiginde, zayif indiikleyici disklerdeki inhibisyon zonunun en az 4 mm’lik

kiigiilmesi IBL varligini gostermektedir.'?

3.4.3. MiK’lerin Belirlenmesi

Elde edilen 50 izolatin seftazidim, gentamisin, piperasilin, siprofloksasin,
imipenem ve meropenem icin MIK’leri otomatize Vitek 2 sistemi (bioMerieux,
Fransa) kullanilarak belirlendi. 37 °C’de 18 saatlik inkiibasyonun ardindan 3-5
koloni %0,45’lik NaCl icine aktarildi. Serum fizyolojik i¢inde hazirlanan bakteri
suspansiyonu, Densi-Check 2 sistemi (bioMerieux, Durham, NC) kullanilarak 0,5

McFarland standardindaki bulaniklikta ayarlandi. Solusyon Vitek 2 sistemine
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kartryla birlikte yiiklendi. Gram negatif antimikrobiyal duyarlilik test karti AST-
N174 kullanildu.

Tablo 4. MiK’lerin yorumlama standartlar:

Antibiyotik MIiK Yorumlama Standardi (ng/ml)
Duyarh Orta Duyarh Direncli
CAZ <8 16 >32
PIP <64 _ >128
CN <4 8 >16
IMP <4 8 >16
MEM <4 8 >16
CIP <1 2 >4

Kaynak: CLSI. (2011). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing;
Twenty-First Informational Supplement. CLSI document M100-S21.Wayne, PA: Clinical and
Laboratory Standards Institute.

3.5.gPCR

qPCR; niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli artig gosteren floresans
sinyalin 6lclilmesiyle kantitatif sonug¢ veren bir yontemdir. Cogaltmakta oldugumuz
DNA’y1 floresan boyalar sayesinde bilgisayar ortamindan takip edebildigimiz bu
sistemde, ¢ift sarmalli DNA’ya baglanan Syber Green boyasinin floresanin

1s1mastyla birlikte cogalmakta olan DNA’nin miktar1 tespit edilmektedir.

3.5.1. RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu, Kanli agar (Oxoid, ingiltere) besiyerine ekimleri yapilan ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilen 6rneklerden High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak yapildi. Hazirlanan 0,5 ml’lik hiicre (10%) suspansiyonu
2000g’de 5 dk santrifiij edildi. Orneklerin iizerine 4ul lizozim eklendi ve 37°C’de 10
dk inkiibe edildi. Orneklerin iizerine 400ul Lysis/Binding Buffer (4,5 M guanidine-
HCL, 50mM TrisHCL, %30 Triton X-100) eklendikten sonra filtreli tiipe aktarildu.
15 sn 8000 g’de santrifiij edildi. Sonra 6rneklerin iizerine 90 ul DNase Incubation
Buffer ve 10 ul DNase I eklendi ve 60 dk oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra yikama
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soliisyonlariyla yikanan orneklerin iizerine Elution Buffer eklendi ve 1 dk 8000 g’de
santrifiij edildi. Boylece RNA izolasyonu elde edildi.

Bu yontemde kisaca; asit gQuanidin ile hiicre duvari eritilip DNAz
enzimlerinin etkisizlestirilmesinden sonra  asit-fenol ve kloroform ile hiicre
artiklarinin ve kromozomal DNA'nin ¢oktiiriilmesi saglanmaktadir. Daha sonra
izopropranol ve tuz yogunlugu sayesinde ¢oziinlrligii azalan RNA santrifiij ile
coktiiriilmekte, %70 yiiksek saflikta alkol ile ¢okelti yitkanmakta, oda derecesinde
kurutulmakta ve 50 ul RNAz-DNAz igermeyen yiiksek saflikta HO ile
cozlilmektedir. RNA igeriginde yapisal RNA, tRNA ve mRNA bulunmaktadir ve bu

mRNA ¢ok dayaniksizdir, hemen cDNA'ya doniistiirilmesi 6nerilmektedir.'?*

3.5.2. cDNA Sentezi:

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak yapildi. Sogutucu blok iizerindeki total RNA numunelerine
Random Hexamer Primer eklendi ve 65°C’de 10 dk inkube edildi. Sogutucu blok
tizerine dizilen tiiplere 0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase, 4 ul Transcriptor
Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 0,5 ul Protector RNase Inhibitor, 2 ul dNTP
karigimindan eklendi ve 25°C’de 10 dk, 55°C’de 60 dk, 85°C’de 5 dk inkube edildi.
Elde edilen cDNA ornekleri sogutucu blok {izerine dizildi. Hemen ¢alisilamayacak

ornek -20°C’de muhafaza edildi.

3.5.3. ¢cDNA Cogaltilmasi (Amplifikasyon)

gPCR c¢aligmalar i¢in LightCycler cihazi (Roche, Almanya) kullanildi. PCR
deneyleri +4°C’deki sogutucu bloklar iizerinde LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green | kiti (Roche, Almanya) kullanilarak kapiller cam tiiplerde g¢alisildi.
PCR c¢alismasinda kullanilan primer dizileri National Center for Biotechnology
Information (NCBI) BLAST progranmi kullanilarak (www.nchi.nlm.gov/BLAST)
elde edildi. Primerlerin dizileri Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer ciftleri

Gen  Primer  Dizi(5-3) Bant Biiyiikligi

oprD oprD-F CGACCTGCTGCTCCGCAACTA 301
oprD-R  TTGCATCTCGCCCCAGAAGAC

ampC ampC-F CTGTTCGAGATCGGCTC 166
ampC-R CGGTATAGGTGCGCTC

mexB mexB-F CAAGGGCGTCGGTGACTTCCAG 273
mexB-R  ACCTGGGAACCGTCGCCTAACT

mexD mexD-F GGAGTTCGGCCAGGTAGTGCTG 236
mexD-R  ACTGCATGTCCTCGGGCTTCTT

mexF mexF-F CGCCTGGTCACCGAGGAAGAGT 342
mexF-R  CACCACCAGCACCAGGCGAAGC

mexY mexY-F GGACCGCGCCATCAGCGAACG 288
mexY-R ATCGCCCGCTGCATGGCCGC

rosL rpsL-F GCTGCAAAACTGCCCGCAACG 250

rpsL-R - ACCCGAGGTGTCCACGCTTGG

Kontrol ¢cDNA’s1 P. aeruginosa PAO1’den elde edildi. RNA ekstraksiyonu
yapildiktan sonra biitiin 6rneklerde son konsantrasyon 100 ng/ul olarak ¢alisildi. Her
izolat i¢in ii¢ farkli cDNA 6rneginden tli¢ kez amplifikasyon yapildi ve elde edilen {i¢

ayr1 ekspresyon degerinin ortalamasi alindu.

PCR reaksiyonu i¢in 25mM MgCI2, primer (100 pmol/ul), LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | (FastStart Tag DNA Polimeraz, reaksiyon
buffer, SYBR Green I boya, dNTP karisimi) ve steril distile su igeren karisim
hazirlandi1 ve lizerine 2 pl cDNA konularak son reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde

tamamlandi ve kapiller tiiplerin i¢inde karistirildi.

Amplifikasyon kosullari:

ampC geni i¢in; 95°C’de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonun ardindan, 45
dongii olarak 95 °C/20 sn denatiirasyon, 52°C/10 sn baglanma ve 72°C/15 sn uzama
olarak uygulandi ve sonrasinda 95 °C/0 sn denatiirasyon, 65°C/15sn baglanma ve 95

°C/0 sn erime seklinde erime 1s1s1 analizi yapildi.

mexY geni i¢in; 95°C’de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonun ardindan, 45
dongii olarak 95 °C/20 sn denatiirasyon, 68°C/10 sn baglanma ve 72°C/15 sn uzama
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olarak uyguland1 ve sonrasinda 95 °C/0 sn denatiirasyon, 65°C/15sn baglanma ve 95

°C/0 sn erime seklinde erime 1s1s1 analizi yapildi.

mexB, mexD, mexF ve rpsL genleri i¢in; 95°C’de 10 dakikalik baslangi¢
denatiirasyonun ardindan, 45 dongii olarak 95 °C/15 sn denatiirasyon, 60°C/10 sn
baglanma ve 72°C/15 sn uzama olarak uygulandi ve sonrasinda 95 °C/0 sn
denatiirasyon, 65°C/15sn baglanma ve 95 °C/0 sn erime seklinde erime 1sis1 analizi

yapild.

“FastStart Tag DNA Polimeraz” 1siya dayanikli rekombinant Taq DNA
polimerazin 75°C’ye kadar aktivite gostermeyen kimyasal olarak modifiye edilmis
formudur. Siklus baglamadan 6nce 95°C’de 10 dk inkiibasyonun ardindan enzim tam

olarak aktive olmaktadir.

Olugan PCR fiiriinleri SYBR Green I floresans sinyalinin 6l¢iilmesiyle tespit
edilmektedir. SYBR Green | ¢ift sarmalli DNA’ya baglanir. Bagli olmayan SYBR
Green I boyasi ¢ok diisiik floresans verse de DNA baglanmalarinda verdigi floresans
(dalgaboyu, 530 nm) ¢ok yiiksektir. Bu nedenle PCR siiresince SYBR Green I
floresansindaki artig, meydana gelen ¢ift zincirli DNA miktartyla dogru orantilidir.
LightCycler cihazinda gqPCR siiresince SYBR Green I ile DNA tespitinin ana

basamaklari:

I- Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon karigimi denature DNA, primer ve
SYBR Green I boyasi icerir. Bagli olmayan SYBR Green I boyasi, zayif floresans

verir ve bu sinyal bilgisayar analizinde ¢ikarilir.

I1- Primerin baglanmasindan sonra az miktarda SYBR Green I boyasi ¢ift zincire
baglanabilir. DNA baglanmasiyla SYBR Green I boya molekiillerinde yiiksek

miktarda 1s1ma meydana gelir.

I1l- Cok fazla miktardaki SYBR Green I boya molekiilii yeni sentezlenen DNA’ya
uzama esnasinda baglanir. Eger reaksiyon devamli monitorize edilirse, floresanstaki
artis es zamanli olarak gozlenir. Diger 1sitma siklusuyla SYBR Green I boya

molekiilleri serbest kalir ve floresans sinyali biter.

IV- Her PCR siklusunun uzama basamaginin sonunda floresans ol¢iimii yapilir ve

amplifiye DNA’nin artan miktar1 monitorize edilir.'??
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Sadece istenen PCR iirlinlerinin ¢ogaltildigini gdstermek amaciyla qPCR
sonrast erime egrisi analizi yapildi. Tim Orneklerde ayni erime derecesinde pik
olustugu goriildi (Sekil 4). Bu yontemde; reaksiyon karisiminin yavasga 95 °C’ye
isitilarak, ¢ift zincirli DNA’nin erimesi ve SYBR Green I floresansinda azalma
saglanir. Cihaz bu floresanstaki azalmalar1 monitorize etmekte ve erime pik degerleri
olarak gosterir. Her erime pik degeri 6zel bir DNA {iriiniin karakteristik erime 1sisini
(Tm) gostermektedir. dSDNA’nin erime derecesini belirleyen en onemli faktorler
PCR fiirtiniiniin uzunlugu ve GC igerigidir. Eger qPCR’da yalniz bir amplikon
meydana geldiyse, erime egrisi analizi sadece bir erime piki gostermektedir. Eger

primer dimerleri veya diger non spesifik iirlinler varsa baska erime pikleri goriiliir.
3.5.4. qPCR’daki Gen Ekspresyon Analizi
3.5.4.1. Gercek Zamanh Kantifikasyon Yontemi

Kantifikasyonun gesiti mRNA gen ekspresyon diizeyinin tespitinde 6nemli
bir faktordiir. mMRNA transkripsiyonunun kantifikasyonu mutlak (absolute) veya
goreceli (relative) kantitatif gercek zamanli PCR ile Slgiilebilir.*#1241% Mutlak
kantifikasyon 6rnegin i¢indeki hedef dizinin kopya sayisini tam olarak 6lgmemizi
saglayan bir analiz yontemidir. Goreceli kantifikasyon ise mRNA ekspresyon
diizeyindeki goreceli degisiklikleri, kullandigimiz hedef dizi miktarmi kontrol ile
analiz edilen 6rnege oranlayarak gostermektedir.!?*%*12® Daha basit bir ifadeyle
goreceli kantifikasyon ornekle kontrol arasindaki katlik degisimleri tespit etmemize
imkan saglamaktadir. Eger amag¢ bir hedef dizinin kopya sayisini tam olarak
O0lcmekse, bilinen kopya sayilarindaki standartlar1 kullanan mutlak kantifikasyon
yontemi uygulanmahdlr.127 Bu iki yontemde siklikla kullanilmakla birlikte goreceli
kantifikasyon daha kisa kurulum zamani oldugu icin ve standart egriye gerek
duymadigi i¢in mutlak kantifikasyondan daha kolay uygulanrnaktadlr.126’128’129
Ayrica gen ekspresyonlarini incelerken mRNA’nin mutlak miktarin1 bilmemize

cogunlukla gerek olmamaktadir, ' %

3.5.4.2. Goreceli (Relative) Kantifikasyon:
Goreceli veya karsilagtirmali (comparative) kantifikasyon mRNA ekspresyon

diizeylerindeki goreceli degisiklikleri 6lger. Bir genin kararli haldeki mRNA diizeyi

32



ile ¢oklu Grneklerin eksprese ettigi mRNA diizeyindeki degisiklikleri tespit eder.'?
Goreceli kantifikasyonda kopya sayilariin bilindigi standartlara gerek olmadigindan
standart kalibrasyon egrisi olusturmaya da gerek yoktur.'?®*?°

Bu yontemde internal standart miktar1 bilinmediginden sadece goreceli

degisiklikler tespit edilebilir."*!

Bu durum c¢ogu arastirma projesinde sorun
olusturmaz c¢iinkii gen ekspresyon diizeyindeki fizyolojik degisiklikleri arastirirken
mRNA’nin katlik degisimleri yeterlidir ve mRNA’nin mutlak degeri ¢ogunlukla
gerekmemektedir 12>12%-13!

Ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in esik dongiisii (threshold cycle) (Cy) ve
crossing points (C,) hesaplanir. Bu yontemler AC, yontemleri olarak adlandirilir.
132133 Pakat goreceli kantifikasyon prosediirii goreceli parametreler eklenerek daha
karmagik bir hale de gelebilir. Bu karmasik goreceli kantifikasyon yontemlerine de

AAC, yontemleri denir."*

3.5.4.3. Amplifikasyon Etkinligi

Amplifikasyon etkinligi (efficiency) (E) tam bir goreceli kantifikasyon i¢in
onemli bir faktordiir. Optimal bir PCR reaksiyonunda (%100 etkinlik) her amplikon
replike olmalidir ve {irlin miktar1 her dongli sonrasi ikiye katlanmalidir ve dongi

sayisina karsilik kopya numarasini gosteren ¢izgisel grafik olusmahdlr.128
3.5.4.4. Normalizasyon

Optimal goreceli ekspresyon sonuglari elde edebilmek icin uygun
normalizasyon stratejileriyle qPCR siiresince deney hatalariin kontrolii yapilmali ve
birbiriyle ayn1 dongii performansi saglanmalldlr.134’135 Ozdes baslama kosullarin
saglamak icin goreceli ekspresyon verileri asagidaki degiskenlerden en az birine gore
dengelenmeli ve normalize edilmelidir;*
> ekstrakte RNA’nin total miktari
> genomik DNA’nin total miktar
> referans ribozomal RNA (Or: 18S veya 28S rRNA)
> referans mesajc1t RNA (MRNA)
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3.5.4.5. Matematiksel Yontem

lgili genin referans gen karsindaki goreceli ekspresyonu ‘delta Cp> (ACp)
veya ‘delta delta C;’ (AAC;) degerleri temel alinarak hesaplanabilir. Giiniimiizde

goreceli ekspresyon oranini (R) hesaplamak i¢in dongii farkliliklarini karsilastirmaya

dayali ¢esitli matematiksel yontemler bulunmustur.136

I- Etkinlik (efficiency) (E) diizeltmesi olmadan ‘delta Cy (ACy) (Ornek 1-2) veya
‘delta delta Cy’ (AACy) (Ornek 3-4) ydntemi. Bu ydntemde her RT-PCR déngiisiinde
hedef DNA’da optimal ikiye katlanma (doubling) oldugu varsayilmistir.*** %

R= 2[Ct dmek - Ct kontrol] ((") rnek 1)
R= 24 (Ornek 2)
R= 2-[ACt ornek - ACt kontrol] (Ornek 3)
R= 244¢ (Ornek 4)

II- Tek 6rnege dayah etkinlik diizeltmeli hesaplama modelleri (Ornek 5-6)'2* 1% : ve

coklu drnege dayal: etkinlik diizeltmeli hesaplama modelleri (Ornek 7).135

ACp hedef (kontrol-6rnek)
(Ehedef)

Oran (R) = — (Ormek 3)
(Eref) ACp ref (kontrol-rnek)

ACp hedef (kontrol ortalamasi-6rek ortalamas)
(Eheder) = ° (

Oran (R) = (Ornek 6)

E ACp ref (kontrol ortalamasi-6rnek ortalamasi)
( 1‘ef)

(Erep) Cp ormek (Ex) Cp kalibratér )
Oran (R) ) Cp ek - Cp kalibrattr (OTHEk 7)
(Ehedef) (Ehedef)

Il1- Coklu o6rnege dayali ve en az ii¢ referans gen igeren REF index olarak

adlandirilan ¢oklu referansa dayali etkinlik diizeltmeli hesaplama modelleri (Ornek
8) 135
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ACp hedef (kontrol ortalamasi-ornek ortalamasi)
(Ehedef)

Oran (R) = (Ornek 8)

ACp ref index (kontrol ortalamasi-6rnek ortalamasi)
(Eref indeks)

3.6. ARBITRARILY PRIMED POLIMERIZE ZINCiR REAKSIYONU (AP-
PCR)

Suglar arasindaki genotipik benzerlik iliskisini gdsterebilmek i¢in AP-PCR
yontemi kullanildi. Bu yontemde PCR amplifikasyonu, hedef DNA’nin baz
diziliminin bilinmesine gerek duyulmadan segilen standart bir primer kullanarak,

diisiik baglanma derecesinde gergeklestirilmektedir.
3.6.1. DNA Eldesi

AP-PCR yonteminde oOncelikle DNA eldesi islemi gerceklestirildi ve
kaynatma yontemi kullanildi. Bu yonteme gore, oncelikle 500 pl steril distile su,
ependorf tiiplere koyuldu. Daha sonra, Kanli agar besiyerinde iireyen bakteri
kolonilerinden 5-6 koloni alinarak, 500 ul steril distile su igeren ependorf tiipiiniin
icinde homojenize edildi ve 95 °C’lik 1s1 blogunda 20 dakika tutuldu. Bu siirenin
sonunda 1s1 blogundan ¢ikarilan ependorf tiipleri, 1800 g’de 2 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasinda, siipernatan kismi alinarak yeni ependorf tiiplerine aktarildi.

-20°C’de saklandu.
3.6.2. DNA Cogaltilmasi (Amplifikasyon)

AP-PCR ile DNA c¢ogaltilmasinda 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’ dizilerine
sahip M13 primeri kullanildi. PCR reaksiyonu i¢in; 2X amplifikasyon karigimi
(25mM MgClI2, 2mMol dNTP, 10X Amplifikasyon tamponu, Steril DNaz ve RNaz
icermeyen su) hazirlandi. Her reaksiyon i¢in, 25 pl 2X amplifikasyon karigimi, 0,5
ul Taq DNA polimeraz (5U/ul) (Bioron, ingiltere), 1 ul primer (100 pmol/pl), 5 ul
DNA konularak son reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde steril distile su ile

tamamlandi, 314
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Amplifikasyon kosullari:

2 siklus 94°C’de 5 dakika denatiirasyon, 40°C’de 5 dakika baglanma ve
72°C’de 5 dakika uzamanin ardindan 40 siklus olarak 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 40°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama olarak
uygulandi. Amplifikasyon i¢cin Gene Amp PCR System 9700 Termal Cycler
(Applied Biosystems, Singapur) cihazi kullanildi.

3.6.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Amplifikasyon iiriinlerinin gériintiilemesi, 1X TBE tamponu igindeki % 2’lik
agaroz jelde (Sigma, Almanya) 120 V akimla 60 dakika elektroforez sonrast Gel Doc
UV goriintiileme sistemi (BioRad, Italy) ile yapildi. Amplifikasyon iiriinii brom fenol
mavisi i¢inde 3/4 oraninda seyreltildi. Belirleyici olarak ise, 100-bg¢’lik “DNA
ladder” (Bioron, Almanya) kullanildi.

Amplifikasyon iriinlerinin ~ goriintiilenmesinde kullanilan tampon ve

cozeltiler asagida belirtildigi gibi hazirlandi:
TBE (Tris-borik asit-EDTA) tamponu
Stok soliisyon (10 X, p H 8.0)
5.84 gr EDTA (pH:8) (Amresco, A.B.D)
61.83 gr Borik asit (Riedel de Haen, Almanya)
121.1 gr Tris (Sigma, Almanya)

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanip, pH’s1 8.0’e ayarlanarak elde

edilen bu soliisyon +4°C’de saklandi.**
Etidyum Bromiir (5 mg/ml stok)

2 ml distile suya, 10 mg etidyum bromiir karistirilarak, manyetik ¢alkalayici
izerinde birkag¢ saat siireyle ¢ozlinmesi saglandi. Sonra bu, renkli siseye kondu ve
sisenin etrafi aliminyum kagit ile kapatilarak oda sicakliginda saklandi. Her 100 ml

agaroz i¢ine, hazirlanan bu ¢ozeltiden 10 pl eklendi.
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Agaroz jel

100 ml 1X TBE tamponu igerisinde, 2 gr agaroz (Sigma, Almanya) iyice
eritildi. Jelin sicakligi 60°C’ye gelince stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 10 pl

eklenerek, iyice karistirildiktan sonra jel kabina dokiildii.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme SPSS 13.0 programi kullamlarak yapildi.
Tamimlayic1 istatistikler say1r ve yiizde olarak ifade edildi. incelenen genlerinin
ekspresyonlarinin analizi i¢in yazilim (LightCycler® Relative Quantification
Software) kullanilarak goreceli (relative) kantitatif degerleri olusturuldu.
Calismamizdaki hesaplamalarda asagidaki ‘delta-delta C;” metodu kullanilmigtir:

(E,ep) CP Ok (E, ) CP Klibrat

Oran (R) = — = .
omek calibrator
(Ehcdcf) . (Ehcdcf) .

Genlerin transkripsiyon diizeylerini degerlendirmede standart sus olarak
PAOL1, referans gen olarak ribozomal protein kodlayan rpsL geni kullanildi. ampC,
mexD, mexF, veya mexY i¢in PAOI ile karsilastirildiginda izolatlarin mRNA
diizeyinde 10 katlik artis bu genlerdeki asir1 ekspresyon olarak kabul edildi.
[zolatlarn mRNA diizeyinde 5 katin altindaki artis ise asir1 ekspresyon olmadig
seklinde yorumlandi. 5-10 kat arasi artista ise sinirda ekspresyon olarak kabul edildi.
mexB icin ise PAOI ile karsilastirildiginda izolatlarin mRNA diizeyindeki 3 katlik
artis bu gendeki asir1 ekspresyon olarak kabul edildi. Izolatlarm mRNA diizeyindeki
2 katin altindaki artis ise asir1 ekspresyon olmadigr seklinde yorumlandi. 2-3 kat
arasi artista ise sinirda ekspresyon olarak kabul edildi. oprD ekspresyonunda ise

>%70 azalma oldugunda down regulasyon olarak kabul edildi.”**
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4. BULGULAR

4.1. iZOLAT OZELLIKLERI

Calismaya 50 P. aeruginosa klinik izolat1 dahil edildi. Calismaya dahil edilen
izolatlarin hepsinin IBL fiirettigi tespit edildi. izolatlarin elde edildikleri klinik

orneklere gore dagilimlarina bakildiginda % 42’sinin trakeal aspirat oldugu gozlendi.
(Tablo 6)

Tablo 6. P. aeruginosa izolatinin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1 %

[
N

Trakeal aspirat
Bronkoalveoler lavaj
Balgam

Kan

Plevra

Periton

Yara

Doku

Idrar

PONNRERBRERNODN
N B

NFRPRFRPRAOONODD

Izolatlarin elde edildikleri hastalarin basvurduklari kliniklerin dagilimi Tablo
7°de gosterilmistir. Izolatlarin %66’s1 (n=33) yogun bakim fiinitelerinden elde

edilmistir.
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Tablo 7. P.aeruginosa suslarinin izole edildikleri kliniklere gore dagilimi

Klinik Say1

%
Reanimasyon 7 14
Gogls hastaliklart 11 22
Acil 2 4
Yogun bakim tiniteleri ~ NOrosiriirji 2 4
Genel cerrahi 4 8
I¢ hastaliklar 2 4
Noroloji 4 8
Plastik cerrahi 1 2
Plastik cerrahi 6 12
Cerrahi Kklinikler Genel cerrahi 1 2
Uroloji 1 2
Kalp damar cerrahisi 1 2
I¢ hastaliklari 2 4
Gogiis hastaliklar 3 6
Dahili klinikler Dermatoloji 1 2
Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon 2 4
Toplam 50 100

4.2. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI
4.2.1. Konvansiyonel Duyarhhik Sonugclar:

Caligmaya alinan 50 izolatin disk diffiizyon yontemi ile belirlenen antibiyotik
duyarlilik sonuglar1 Tablo 8°de gdsterilmistir. Izolatlarin tiimiinde indiiklenebilir beta
laktamaz tespit edilmistir. Disk difiizyon yontemiyle Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda yapilan antibiyotik duyarlilik test
profillerine gore tiim izolatlar dort gruba ayrilarak incelenmistir. Birinci grup, ¢oklu
ilag direngli olarak kabul edilen 22 izolattan, ikinci grup izole karbapenem direngli
dokuz izolattan, ii¢iincli grup yalniz karbapenem ve kinolon direngli yedi izolattan,

dordiincii grup ise izole kinolon direngli 12 izolattan olusmaktadir.

Birinci gruptaki ¢oklu ilag direngli izolatlarin timii seftazidime, piperasiline,
imipeneme ve gentamisine direngli bulunmustur. Bu grupta sadece piperasilin-
tazobaktam (%59) ve amikasin (%46) duyarli bulunmustur. ikinci gruptaki izole
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karbapenem direngli izolatlarin tiimi imipenem direngli olup ii¢ izolat (%33)
meropenem direngli bulunmustur. Ugiincii gruptaki izolatlarin tiimii imipenem ve
levofloksasin direngli olup dort izolat (%57) meropenem ve siprofloksasin direngli
bulunmustur. Dordiincti grupta ise izolatlarin tiimii siprofloksasin ve levofloksasin

direngli, calisilan diger antibiyotikler ise duyarli bulunmustur.
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Tablo 8. Calismaya alinan izolatlarin antibiyotik duyarliliklari

izolat Sayisi(%)[n=50]

Grup 1(%)[n=22]

Grup 2(%)[n=9]

Grup 3(%)[n=7]

Grup 4(%)[n=12]

S(%) (%) R(%) S(%) (%) R(%) S(%) (%) R(%) S(%) (%) R(%) S(%)

IPM (10pg) 12(24) o  38(76) 0 0 22(100) 0 0 9(100) 0 0 7(100) 12(100)
MEM (10ug) 15(30)  6(12) 29(58) 0 0 22(100) 3(33) 3(33) 3(33) 0 3(43) 4(57) 12(100)
CAZ (30 pg) 28(56) 0 22(44) 0 0 22(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12(100)
FEP (30pg) 28(56)  8(16) 14(28) 0 8(36) 14(64) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12(100)
PIP (100pg) 29(58) 0 21(42) 0 0 22(100) 9(100) © 0 7(100) 0 0 12(100)
TZP (100/10 pg) 41(82) 0 9(18) 13(59) 0  9(41) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12(100)
ATM (30 pg) 27(54)  1(2) 22(44) 0 0 22(100) 9(100) © 0 7(100) 0 0 12(100)
CIP (5pg) 9(18) 3(6) 38(76) 0 0 22(100) 9(100) O 0 0  3(43) 4(57) 0

LEV (5ug) 9(18) 0  41(82) 0 0 22(100) 9(100) O 0 0 0 7(100) 0

AK (30pg) 38(76)  4(8)  8(16) 10(46) 4(18) 8(36) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12(100)
CN (10pg) 28(56) 0 22(44) 0 0 22(100) 9(100) © 0 7(100) 0 0 12(100)
TOB (10pg) 28(56) 0 22(44) 0 0 22(100) 9(100) O 0 7(100) 0 0 12(100)

1(9%)

o

o O O O O O

0
0
0

0
0

R(%)

o

o O O o o

0
12(100)
12(100)

0

0

0

S:Duyarli I:Orta duyarli R:Direngli

Grup 1: Coklu ilaca direngli P. aeruginosa klinik izolatlar1

Grup 2: Izole karbapenem direngli P. aeruginosa izolatlar

Grup 3: Izole karbapenem ve kinolon direngli P. aeruginosa izolatlari
Grup 4: izole kinolon direngli P. aeruginosa izolatlar
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4.2.2. Otomatize Sistemle Belirlenen MiK Diizeyleri

Disk diflizyon test sonuglarina gore antibiyotik duyarlilik profilleri belirlenen
izolatlarin  seftazidim, gentamisin, piperasilin, siprofloksasin, imipenem ve

meropenem i¢in MIK sonuglar1 Tablo 9°da gdsterilmistir.

Tablo 9. Minimal Inhibitor Konsantrasyonlar (MIK)
MIK (mg/L) Degerleri

izolat Grup CAZL PIP CN IPM MEM CIP

1 1 =64 =128 =16 =16 8 =4
2 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
3 1 >64 =128 =16 =16 >16 =4
4 1 >64 =128 =16 =16 =16 =4
5 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
6 1 =64 =128 =16 =16 >16 =4
7 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
8 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
) 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
10 1 >64 =128 =16 =16 >16 =4
11 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
12 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
13 1 =64 =128 =16 =16 >16 =4
14 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
15 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
16 1 =64 =128 =16 =16 8 =4
17 1 >64 =128 =16 =16 >16 =4
18 1 >64 =128 =16 =16 =16 =4
19 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
20 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
21 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
22 1 =64 =128 =16 =16 =16 =4
23 2 2 8 <1 =16 4 <0.25
24 2 2 8 <1 =16 8 <0.25
25 2 4 32 <1 =16 =16  =0.25
26 2 4 8 <1 =16 4 <0.25
27 2 4 16 <1 =16 >16  =0.25
28 2 2 8 < =16 4 <0.25
29 2 2 =4 <1 =16 =025 =0.25
30 2 4 =4 <1 =16 4 <0.25
31 2 4 64 2 =16 =16  =0.25
32 3 8 64 4 =16 =16 =4
33 3 4 32 <1 =16 =16 =4
34 3 4 16 <1 =16 >16 =4
35 3 4 16 <1 =16 =16 =4
36 3 8 32 <1 =16 =16 =4
37 3 4 16 <1 =16 =16 =4
38 3 4 16 2 =16 >16 =4
39 4 4 16 4 <1 0.5 =4
40 4 4 16 <1 2 4 =4
41 4 8 64 4 2 4 =4
42 4 4 16 4 2 1 2
43 4 4 32 <1 2 4 =4
44 4 4 16 <1 2 2 =4
45 4 4 32 <1 <1 4 =4
46 4 4 8 <1 <1 4 =4
47 4 4 16 <1 2 4 =4
48 4 4 32 2 2 4 >4
49 4 4 32 4 <1 2 =4
50 4 4 32 4 <1 1 =4

PAO1 1 2 8 <1 2 1 <0.25
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4.3. MOLEKULER CALISMALAR
4.3.1. qPCR Sonuglari

oprD, ampC, mexB, mexD, mexF ve mexY gen bdlgelerinin qPCR yontemiyle

belirlenen goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Goreceli Gen Ekspresyonu
Giireceli Gen Ekspresyonu (PAO1"in Katlar:)

Izolat Grup oprD ampC mexB mex mexF mex¥
1 1 0,165 1.308 9 1.003 182 4416
2 1 0,285 1.785 21 19410 175 7.7835
3 1 0 12718 133 90.833 2.143 36.636
4 1 0 15245 290 24 294 3.554 32232
5 1 0,005 9.354 50 8384 227 5.595
6 1 0 3.902 222 26.038 1.011 385
7 1 1.524 1.235 31 25.004 157 262
8 1 0 342 22 11.658 543 7.202
9 1 0 806 0.293 44 2.5 347
10 1 0.3 422 10 2.125 0 368
11 1 0 1.986 148 1.282 2548 312
12 1 0 9179 14 1.401 74 4 852
13 1 0.0001 4 0.23 0.7 0.004 0.52
14 1 1.01 3.244 43 30.205 13712 2. 873
15 1 0 2,017 14 T2 34 4 882
16 1 0,002 4740 20 2.650 372 396
17 1 0 1.892 69 10.894 93 3.379
18 1 0,011 126 2.4 100 11 241
19 1 0,168 143 26 270 0 21
20 1 0,001 10 0.6 22 0 1.6
21 1 0,003 2142 0.36 4 0 204
22 1 0,014 5.475 24 76 0.017 0
23 2 0,029 41 17 1.7 0 0
24 2 0,034 1.59 061 3.5 0.31 0
25 2 0.04 14 3.44 217 0 0
26 2 0,509 4 14 21 0 0
27 2 0,28 0 4.4 4 0 0
28 2 2 0.004 13 11 002091 O
29 2 0,736 0.13 22 8.6 0 0.076
30 2 14,256 0.206 1.9 41 0 0,044
31 2 0875 1.72 3.07 80 0.17424 022
32 3 0.29 4 13.7 466 0.05742 048
33 3 7.06 0.81 6.5 151 4 0.16
34 3 0,824 0.71 4.4 47 2.5 0.08
35 3 4,487 1.02 11 261 4 0.55
36 3 1.555 0.28 4.1 40 3 0.05
37 3 3.699 1.84 7.1 652 17 1.97
38 3 2 888 022 22 129 6.9 0.58
39 4 1.421 0.82 3.5 47 g4 3.49
40 4 2,183 1.06 10 201 81 414
41 4 0,0006 0.18 42 47 6.7 0.5
42 4 0,00007 0.69 11 324 30 3.03
43 4 0.3 0.7 5 150 56 11.4
44 4 1.918 0.28 3.2 48 5 0.64
45 4 1.499 0.41 6.1 85 20 3.28
46 4 0.888 0.39 54 97 11 3.58
47 4 4,632 0.64 4.1 57 10 6.54
48 4 4.626 0.92 3.7 79 14 3
49 4 0.714 034 4 T4 89 217
50 4 0,518 0.1 3.1 44 2.8 1.64

=
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4.3.1.1. oprD Gen Ekspresyonu

oprD miktari; 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 26’sinda diisiik bulundu.
Fakat bunlar arasinda 19 izolat referans sus PAOI ile karsilastirildiginda %70 ve
lizeri azalma gosterdiginden anlamli kabul edildi. Dokuz izolatta oprD miktar1 tespit
edilemedi. Onbes izolatta ise oprD miktari referans sus ile karsilastirildiginda ytiksek
bulundu. Birinci gruptaki ¢oklu ilag direngli 22 izolattan 11 izolatta oprD
miktarindaki azalma anlaml tespit edildi. Dokuz izolatta ise oprD miktar1 tespit
edilemedi. Geri kalan iki izolattan birinde oprD miktar1 degismeden kalirken
digerindeki oprD miktar: yiiksek (1,5 kat) bulundu. Ikinci gruptaki izole karbapenem
direngli dokuz izolattaki oprD miktar1 yedi izolatta azaldi ve bunlarin dordiinde
anlamli bulundu. Iki izolatta ise artis saptandi. Ugiincii gruptaki karbapenem ve
kinolon direngli yedi izolattaki oprD miktar1 iki izolatta azaldi ve bunlarin biri
anlamli bulundu. Diger bes izolatta ise oprD miktarinda artis goriildii. Dordiincii
gruptaki izole kinolon direngli 12 izolattaki oprD miktar1 alt1 izolatta azaldi ve
bunlarin ti¢li anlamli bulundu. Bu gruptaki diger alt1 izolatta ise oprD miktart yiiksek

bulundu.
4.3.1.2. ampC Gen Ekspresyonu

ampC asirt ekspresyonu; 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 23’iinde
belirlendi. Bu izolatlarda referans sus PAOI ile karsilagtirlldiginda 10 kat artis
anlamli kabul edildi. Bir izolatta ampC miktari tespit edilemedi. Referans sus ile
karsilastirildiginda 26 izolatta ise asir1 ekspresyon goriilmedi. Birinci gruptaki coklu
ilag direngli 22 izolattan 21’inde ampC asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir izolattaki
arts ise anlamli kabul edilmedi. Ikinci gruptaki izole karbapenem direngli dokuz
izolattan ikisinde ampC asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir izolatta da ampC miktari
tespit edilemedi. Ugiincii gruptaki karbapenem ve kinolon direncli yedi izolatta asir1
ekspresyon goriilmedi. Dordiincti gruptaki izole kinolon direngli oniki izolatta asiri

ekspresyon goriilmedi.
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4.3.1.3. Atim Pompa Genlerinin Ekspresyonlari
4.3.1.3.1. mexB Gen Ekspresyonu

mexB asir1 ekspresyonu, 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 38’inde belirlendi.
Bu izolatlar referans sus PAOI ile karsilastirildiginda 3 katlik artis anlamli kabul
edildi. Bes izolatta ise sinirda ekspresyon (referans susla karsilastirildiginda 2-3 kat
aras1 artis) belirlendi. Yedi izolatta ise asir1 ekspresyon goriilmedi (referans susla
karsilastirildiginda 2 katin altindaki artig). Birinci gruptaki ¢oklu ilag direngli 22
izolattan 15’inde mexB asir1 ekspresyonu belirlendi. Ug izolatta ise sinirda
ekspresyon belirlendi. Dért izolatta ise asir1 ekspresyon goriilmedi. Ikinci gruptaki
izole karbapenem direngli dokuz izolattan besinde mexB asir1 ekspresyonu belirlendi.
Bir izolatta smirda ekspresyon belirlendi. Ugiincii gruptaki karbapenem ve kinolon
direngli yedi izolatin altisinda mexB asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir izolatta ise
simirda ekspresyon belirlendi. Dordiincii gruptaki izole kinolon direngli 12 izolatin

tiimiinde mexB asir1 ekspresyonu belirlendi.
4.3.1.3.2. mexD Gen Ekspresyonu

mexD asir1 ekspresyonu 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 44’tinde belirlendi.
Alt1 izolatta ise asir1 ekspresyon goriilmedi. Birinci gruptaki ¢oklu ilag direncgli 22
izolattan 20’sinde mexD asir1 ekspresyonu belirlendi. iki izolatta ise agir1 ekspresyon
goriilmedi. Ikinci gruptaki izole karbapenem direncli dokuz izolattan besinde mexD
asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir izolatta ise sinirda ekspresyon belirlendi. Ug izolatta
ise asir1 ekspresyon goriilmedi. Ugiincii gruptaki karbapenem ve kinolon direngli
yedi izolatin hepsinde mexD asir1 ekspresyonu belirlendi. Dordiincii gruptaki izole

kinolon direngli 12 izolatin hepsinde mexD asir1 ekspresyonu belirlendi.
4.3.1.3.3. mexF Gen Ekspresyonu

mexF asir1 ekspresyonu 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 23’iinde belirlendi.
Bes izolatta ise smirda ekspresyon belirlendi. On iki izolatta ise asir1 ekspresyon
goriilmedi. On izolatta ise mexF miktar: tespit edilemedi. Birinci gruptaki ¢oklu ilag
direngli 22 izolattan 15’inde mexF asir1 ekspresyonu belirlendi. Dort izolatta ise
mexF miktar1 tespit edilemedi. ikinci gruptaki izole karbapenem direngli dokuz

izolattan altisinda mexF miktari tespit edilemedi. Ugiincii gruptaki karbapenem ve
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kinolon direngli yedi izolatin birinde mexF asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir izolatta
ise sinirda ekspresyon belirlendi. Dordiincii gruptaki izole kinolon direngli 12
izolatin yedisinde mexF asir1 ekspresyonu belirlendi. Dort izolatta ise smirda

ekspresyon belirlendi.
4.3.1.3.4. mexY Gen Ekspresyonu

mexY asir1 ekspresyonu 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 20’sinde belirlendi.
Bir izolatta ise sinirda ekspresyon belirlendi. Yirmi iki izolatta ise asir1 ekspresyon
goriilmedi. Yedi izolatta ise mexY miktar1 tespit edilememistir. Birinci gruptaki
¢oklu ilag direngli 22 izolattan 19’unda mexY asir1 ekspresyonu belirlendi. Bir
izolatta ise mexY miktar1 tespit edilememistir. Ikinci gruptaki izole karbapenem
direncli dokuz izolattan altisinda mexY miktar1 tespit edilememistir. Uglincii gruptaki
karbapenem ve kinolon direngli yedi izolatin higbirinde asir1 ekspresyon goriilmedi.
Dordiincii gruptaki izole kinolon direngli 12 izolatin birinde mexY asir1 ekspresyonu

belirlendi. Bir izolatta ise sinirda ekspresyon belirlendi.

Caligmamizda dort farkli gruba ayrilarak incelenen izolatlarin oprD down
regulasyonu, ampC geni ve atim pompa genlerinin asir1 ekspresyonlar: Tablo 11°de
gosterilmistir. 50 izolat arasinda incelenen genlerin goriilme sikligi sirasiyla mexD
(%88), mexB (%76), mexF (%46), ampC (%46), mexY (%40), oprD (%38) olarak

belirlenmistir.

Tablo 11.Cesitli Direng Fenotiplerindeki Izolatlarda Direng Genlerinin Asini Ekspresyomu ve Down regulasyonu

MiK(ng/ml) aprD Down-regulasyon ve Atun Asiry Ekspresyon Savisy(%)

Tzolat Savia(%) CAZ PIP CN IPM MEM CIP LVX oD ampC mexB mexD mexF mext
30(%100) STR SIR STR STR STR STR STR 1938)  23(46)  35(76)  M(38)  I23(dg)  20(40)
22(%d4) R R R R R R R 1I(50) 21(934) 15(68,1) 200909) 15(68.1) 19(86.3)

9(%18) S § S R SIR S S 444 2022 5555 3555 0 0
7%14) $ § S R IR IR R 1042 0 687 7100 1042 0
120%24) $ § § § 8§ R R 329 0 1200 120000 7583) 1(83)

Sekil 2’de SYBR Green I boya molekiiliiniin yeni sentezlenen DNA’ya
baglanmasiyla olusan reaksiyonun monitorizasyonunda floresans miktarindaki artig

es zamanli olarak gozlenmektedir.
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Amplification Curves
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Sekil 2. Doéngiilere karsilik gelen Floresans Degerlerinin Olgiimiiyle Elde edilen
Amplifikasyon Egrileri

LightCycler cihazinda real-time PCR siiresince niikleik asit amplifikasyonu
ile es zamanli artis gosteren floresans sinyalin Olglilmesiyle elde edilen kantitatif
sonuglar Sekil 3’te gosterilmistir. Yazilim kullanilarak hesaplanan kantitatif degerler

incelenen genlerin ekspresyonlarinin analizinde kullanilmustir.

Relative Quantfication Results
3
R
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Sekil 3: Incelenen genlerin ekspresyonlarmin ‘delta-delta C;’ metoduyla hesaplanan

kantitatif degerlerinin analizi

PCR sonrasi yapilan Erime Egrisi analizinde sadece hedeflenen PCR firiin-
lerinin ¢ogaltildig1 gosterildi. Tiim 6rneklerde ayn1 erime derecesinde pik olustudugu
gortldi (Sekil 4). Erime egrisi analizi sadece bir erime piki goriildiigiinden PCR’da
yalniz bir amplikon meydana geldigi ve diger non spesifik {irlinler olmadig: kabul
edildi.
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Melting Peaks
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Sekil 4. gPCR sonras1 Erime Egrisi analiziyle PCR iiriinlerinin tanimlanmasi

4.3.2. AP-PCR Sonuglar

50 klinik izolat arasindaki benzerligi gosterebilmek i¢in kullanildigimiz AP-
PCR yonteminde amplifikasyon iiriinii agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Suslar
arasindaki benzerlikler, olusan bant profilleri karsilastirilarak degerlendirildi ve 18
farkli patern tespit edildi. Farkli paternleri gosteren amplifikasyon {iriinleri Resim

1°de gosterilmistir.

Resim 1: AP-PCR sonras1 amplifikasyon tiriinlerinin agaroz jel elektroforez

goruntiisu
AP-PCR ¢aligmasi sonrasinda 18 farkli paternde gruplandirilan P.aeruginosa
izolatlarinin MIK ve goreceli mRNA ekspresyon diizeyleriyle birlikteki verileri

Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. P.aeruginosa izolatlarin AP-PCR calismasi sonrasinda gruplandirilmas: ve mRNA
ekspresyon diizeyleri

MiK(ug/ml) Giireceli Gen Ekspresyonu (PAO1'in Katlar)
Izolat Grup* CAZ PIP CN IPM MEM CIP oprD ampC mexB mexD mexF  mexY

1 1 =64 =128 =16 =16 g =4 0165 1308 © 1003 182 4416
2 2 >64 =128 =16 =16 =16 =4 0285 1785 121 19410 175 7785
3 2 =64 =128 =16 =16 =16 = 0 12.718 133 00833 2143 36.636
4 2 =64 =128 =16 =16 =16 = 0 15245 290 24204 3554 32232
5 2 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0005 9354 50 8384 227 5595
20 2 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0,001 10 0.6 2 0 1.6
6 3 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0 3902 222 26038 1011 385
7 4 =64 =128 =16 =16 =16 =>4 1524 1235 31 25064 157 262
8 4 =64 =128 =16 =16 =16 = 0 342 22 11658 543 7202
0 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0 806 0203 44 25 347
10 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 03 422 10 2125 0 368
11 4 =64 =128 =16 =16 =16 = 0 1986 148 1282 2548 312
12 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0 0170 14 1401 74 43852
13 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 00001 4 0.23 0,7 0,004 052
15 4 =64 =128 =16 =16 =16 = 0 2017 14 72 34 4882
17 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0 1892 69 10894 93 3379
18 4 =64 =128 =16 =16 =16 >4 0,011 126 24 100 11 41
19 4 =64 2128 =16 =16 =16 >4 0,168 143 26 270 0 21
2 4 =64 =128 =16 =16 =16 =4 0,014 5475 24 76 0,017 0
14 5 =64 =128 =16 =16 =16 = 10 324 4 30205 13712 2873
16 6 >64 =128 =16 =16 8 >4 0002 4740 20 2650 372 396
21 ] =64 =128 =16 =16 =16 =4 0003 2142 036 4 0 204
23 7 2 8 <1 =16 4 =025 0029 41 17 1,7 0 0
24 3 2 8§ =1 =16 8 =025 0034 159 061 35 031 0
25 9 4 32 =1 =16 =16 <025 0,04 14 3.44 217 0 0
26 10 4 8 <1 =16 4 =025 0509 4 14 21 0 0
27 11 4 16 <=1 =16 =16 =025 023 0 44 4 0 0
28 12 2 8 <1 =16 4 =025 2 0004 13 11 0,021 0
29 12 2 =4 <=1 =16 =025 =025 0736 013 22 8.6 0 0,076
30 12 4 =4 =1 =16 4 =025 14256 02006 19 41 0 0,044
31 12 4 64 2 =16 =16 =025 0875 172 3.07 80 0174 022
33 13 4 2 <1 =16 =16 =4 706 081 65 151 4 0.16
34 13 4 16 <=1 =16 =16 =4 0824 071 44 47 25 0,08
36 13 g 32 =1 =16 =16 =4 1555 028 41 40 3 0,05
32 14 3 64 4 =16 =16 =4 020 4 137 466 0057 048
35 14 4 16 <=1 =16 =16 =4 4487 102 11 261 4 0,55
37 14 4 16 <=1 =16 =16 =4 5600 134 7.1 652 17 1,97
38 14 4 16 2 =16 =16 =4 238388 022 22 129 6.9 058
39 15 4 16 4 =1 0.5 >4 1421 032 3.5 47 8.4 340
40 4 16 = 2 4 =4 2183 106 10 201 81 414
41 8 64 4 2 4 =4 00006 0.18 42 47 6,7 0.5
42 4 16 4 2 1 2 0,00007 069 11 324 30 3,03
43 4 2 <1 2 4 >4 03 0.7 5 150 56 114
45 4 32 <1 <=1 4 =4 1490 041 6.1 85 20 328
46 4 8 <1 =1 4 =4 0888 039 54 97 11 358
47 4 16 =1 2 4 =4 4632 064 41 57 10 6,54
48 4 32 2 2 4 =4 4626 092 3.7 79 14 3
44 16 4 16 =1 2 2 =4 1918 028 32 48 5 0,64
49 17 4 32 4 = 2 =4 0714 034 4 74 39 2,17
50 18 4 32 4 =1 1 >4 0518 0.1 3.1 44 28 1.64

* Tiim izolatlarin AP-PCR sonrasi 18 farkli paterndeki gruplandirmas:
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5 TARTISMA

P. aeruginosa bitkileri, hayvanlari ve insanlar1 kapsayan farkli yasam
formlarindan izole edilebilen ve sik¢a rastlanan bir mikroorganizmadir. P.
aeruginosa’nin asgari besin ihtiyaciyla hayatta kalabilmesi ve farkli fiziksel
kosullara toleransi bu mikroorganizmanin hem toplumun yasam alanlarinda hem de
hastane ortaminda hakim olmasina imkan saglamistir. P. aeruginosa’nin yasam
alanlarinda izole edildigi yerler arasinda; ylizme havuzlari, jakuziler, kiivetler,
kontakt lens soliisyonlar1 ve ev nemlendiricileri sayilabilir. Hastanelerde izole edilen
yerler arasinda ise solunumsal tedavi cihazlari, antiseptikler, sabunlar, lavabolar,

paspaslar, ilaclar, fizyoterapi aletleri ve hidroterapi havuzlari sayilabilir.”

Insanda P. aeruginosa’ya mikrobiyal florada pek sik rastlanmamaktadir.
Insanda belli bolgeler icin degisen kolonizasyon oranlari ciltte %0-2, nazal
mukozada %0-3.3, bogazda %0-6.6 ve fekal Orneklerde %2.6-24 seklinde
bildirilmistir.'** Fakat 6zellikle travmaya maruz kalan hastalarda veya kateterler,
trakeostomi, mekanik ventilasyon, ameliyat veya ciddi yanik yiiziinden kutanéz
veya mukozal bariyerlerde bir aciklik meydana gelen hastalardaki kolonizasyon
oranlari  hastanede yatis silireci boyunca %50’yi gecebilir. P. aeruginosa’yla
kolonizasyon riski immunitesi bozuk hastalarda daha fazladir ve antimikrobiyal
tedavi sonrast normal mikrobiyal floradaki bozulmanin P. aeruginosa

kolonizasyonunu arttirdigi da gosterilmistir.”

P. aeruginosa’nin toplum kaynakli enfeksiyon potansiyeline ragmen P.
aeruginosa’yla meydana gelen ciddi enfeksiyonlar genelde hastane kaynaklidir. CDC
Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyonlar Siirveyans Sistemi tarafindan 1986-1998 yillar

144

arasindaki verilere gore yapilan bir siirveyans c¢aligmasinda nozokomiyal

enfeksiyonlar agisindan P. aeruginosa pnomoninin 2. (%14-16), iriner sistem
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enfeksiyonlarinin 3. (%7-11), cerrahi alan enfeksiyonlarinin 4. (%8) ve kan dolagimi

enfeksiyonlarinin 7. nedeni (%2-6) oldugu belirtilmistir.

Diinya genelinde yapilan siirveyans caligmalarinda farkli {tilkelerden ve
bolgelerden izole edilen P.aeruginosa izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik oranlari
zamanla degismektedir. SENTRY antimikrobiyal siirveyans programinin 1997-2007
tarihleri arasindaki ¢alismasinda Avrupa ve Latin Amerika iilkelerinde piperasilin-
tazobaktam en etkili antipseudomonal ilag olarak bulunurken 2003-2008 yillart
arasinda Cin’de yapilan bir silirveyans c¢alismasinda ise meropenem en etkili

15146 Ulkemizde yapilan c¢ok merkezli

antipseudomonal olarak bulunmustur.
slirveyans c¢alismalarinda da benzer olarak piperasilin-tazobaktam en etkili
antibiyotik olarak bildirilmesine ragmen bolgesel ¢calismalarda elde edilen sonuglarda

147,148

amikasin de etkili antibiyotikler arasinda gdsterilmekte, amikasine direng

19150 (Jlkemizdeki ¢ok merkezli

oraninin % 1-34 arasinda oldugu bildirilmektedir.
slirveyans calismalarina™® benzer olarak calismamizdaki izolatlar arasinda da en
etkili antibiyotigin piperasilin-tazobaktam (% 82 duyarl) oldugu gozlenmistir.
Piperasilin-tazobaktama benzer sekilde amikasine de yiiksek duyarlilik (%76)
saptanmustir.

Ulkemizdeki ¢esitli calismalarda P.aeruginosa izolatlarindaki siprofloksasin
direnci % 9 ™ ila % 46 ** arasinda degismektedir. Genis kapsamli bir siirveyans
calismasi olan SENTRY calismasinin 1997-2007 tarihleri arasindaki verilerine gore
siprofloksasin  duyarliligit % 71.5 olarak degerlendirilmistir. Calismamizda

degerlendirilen izolatlarda gozlenen siprofloksasine ve levofloksasine duyarlilik

orant ise % 18 olarak bulunmustur.

Kuster ve ark.’nin g¢aligmasinda P. aeruginosa izolatlarinin yogun bakim
tinitelerindeki antibiyotik duyarlilik oranlar1 hastanenin diger servisleriyle
karsilastirildiginda  genellikle diisiik bulunmustur.”*  Ozellikle imipeneme ve
meropeneme duyarlilik orant anlamli olarak diistiktiir. Bizim ¢aligmamizdaki
duyarlilik oranlarimin da diisiik olmasinin bir sebebi, kullanilan 6rneklerin biiyiik
oranda (% 66) yogun bakim finitelerinden izole edilen 6rnekler olmasidir. Bunun
yaninda c¢alismamizdaki izolatlarda kombine tedavide kullanilan aminoglikozid

grubu ajanlara kars1 genellikle duyarli olmalar literatiirle uyumludur.
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Antimikrobiyal ajanlarin duyarlilik oranlar1 ayni hastane igindeki servisler
arasinda bile degisim gosterebilmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin yanlis kullanimi
ya da kullanim politikalar1 arasindaki farklilik bunun en sik nedeni olmakla birlikte
hastanenin yapisi, infeksiyon kontrolii, hastalarin 6zellikleri de direng profillerini
degistiren sebeplerdir.®® Bu sebeplerin yaninda antimikrobiyal direncle miicadelede
bakteriye ait faktorleri de ayr tutmamak gerekir. P. aeruginosa, bakteriyel direncgte
bilinen bir¢ok enzimatik ve mutasyonel mekanizmalara sahiptir ve bu mekanizmalar

cogu kez es zamanli olarak bulunmakta ve suslarda ¢oklu dirence neden olmaktadir.
156 157

Dis membran proteini OprD’nin karbapenemler i¢in ana giris kapis1 vazifesi
gordiigli ve imipenemin, belirli diizeylerde de meropenemin OprD araciligiyla
P.aeruginosa’nin igine girdigi diisliniilmektedir. Dig membranda OprD kaybi, P.
aeruginosa’nin karbapenemlere duyarliligini anlamli derecede azaltmaktadir%21°81>
Bu membran proteininin kaybinin imipeneme kazanilmig direngte, daha diisiik
oranda da meropeneme direngte  biiyilk bir rol oynadigi gdsterilmistir.'®
Inceledigimiz 50 klinik P. aeruginosa izolat: arasindan imipenem direngli 38 izolatin
20’sinde oprD mRNA diizeyleri diisiik bulundu ve oprD ‘deki bu azalma 16 izolatta
anlamli bulundu. Dokuz izolatta ise oprD tespit edilemedi. izole karbapenem direncli
(imipenem MIK’i >16 , meropenem MIK leri degisken) 9 izolatin 7’sinde goriilen
oprD mRNA diizeylerinde azalma, PAOI1 referans susuyla karsilastirildiginda 4
izolatta anlamli bulundu. Coklu ila¢ direngli 22 izolattaki oprD mRNA miktarinda
goriilen azalma ise 11 izolatta anlamli bulundu. Dokuz izolatta ise oprD miktar1
tespit edilemedi. Bu izolatlarin hepsinde imipenem MIK’i >16 ve meropenem MIK’i
8 ve >16 gibi yiiksek degerlerde bulundu. oprD miktarin1 tespit edemedigimiz
izolatlar ise sadece coklu ila¢ direngli izolatlarin oldugu birinci grupta goriildi.
Bunun sebebi olarak RT-PCR calismamizda kullanilan primerlerle g¢ogaltmay1
hedefledigimiz bolgede mutasyon bulunmasi veya oprD’nin kullanilan sistemle
tespit edilemeyecek kadar diisiik miktarda eksprese edilmesi diisiiniildii. Ayrica
¢oklu atim sisteminin de es zamanli ekspresyonun goriildiigii bu grupta ¢oklu

mutasyon ihtimali de yiiksektir.

Quale ve ark.’nin ¢aligmasinda 33 izolat arasindan oprD mRNA ekspresyonu-

nu tespit edemedikleri 7 izolatta tim oprD genini amplifiye edip sekans ¢alismalari
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yapildi. Primerlerle ¢ogaltmay1 hedefledikleri bolgede bu 7 izolattan 2’sinde mutas-
yon tespit edildi. Diger 5 izolatla ilgili ¢alismalarin basarisiz olmasi ise bu genlerde
¢oklu mutasyon oldugunu diisiindiirmektedir.*** oprD gen ekspresyonunun arastiril-
dig1 bir baska calismada ise 32 izolatin 24’tinde oprD geninin inaktive mutasyon-

larina rastlandi.*?

Molekiiler mekanizmalarla meydana gelen oprD iliskili direngte; oprD
transkripsiyonel ekspresyonunda azalma ve/veya dis membrandaki fonksiyonel bir
porinin translasyonel yapiminda bozulmaya yol agan mutasyonlar bulunmaktadir.
oprD transkripsiyon diizeyinde tanimlanan mekanizmalar arasinda ise oprD
promoterin aksamasi, OprD transkripsiyonunun prematiir terminasyonu, eser
metallerinin diren¢ mekanizmalarinin ko-regulasyonu, salisilat aracili azalma ve
MexEF-OprN atim pompasiyla birlikte diizenlenen mekanizmalar araciligiyla

transkripsiyonel ekspresyondaki azalma gosterilmektedir.*

oprD promoter aksamalar1 oprD akis yukari kismindaki insersiyon veya
delesyonlar sonucunda meydana gelir. Yoneyama ve Nakae, promoter ve baslatma
kodonunda biiyiikk bir delesyonun oprD’nin transkripsiyonunu engelledigini
bildirmislerdir.'®® Azalmis oprD ekspresyonu gosteren imipenem direngli P.
aeruginosa izolatlarinda oprD kodlayan bolgenin akis yukarisinda 1S1394 ve bir

ISPal16-benzeri insersiyon (IS) elemanlar1 tanimlanmistir.>"*%*

El Amin ve ark. P. aeruginosa klinik izolatlar1 arasindaki oprD
transkripsiyonunu, yapisal genin akis yukar1 ve akis asagi bolgelerinden amplifiye
edilmis iki takim primer kullanarak degerlendirmistir.leo Iki P. aeruginosa susu, akis
yukar1 primerlerdeki deneyde normal oprD transkripsiyon diizeyleri gostermis, fakat
akis asagisindaki primerlerde oprD transkriptleri tespit edilememistir. Dort susta ise
2 primer takiminda da 6l¢iilen oprD transkript miktarinin anlaml farklar gosterdigini
ifade etmislerdir. Ayrica bu suslarda transkripsiyonun prematiir terminasyonu oldugu
sonucuna varmis ve bunun yapisal gen dizisindeki mutasyonlarla iliskili oldugunu

bildirmislerdir.**°

Eser metallerden ¢inko ve bakirin, P.aeruginosa’da oprD ekspresyonunu
azaltarak imipenem direncine neden oldugu gsterilmistir.'®® Bu negatif regulasyon,

metal diren¢ mekanizmasini aktive eden sirasiyla ¢inko ve bakir varliginda tepki
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gosteren CzcR ve CopR diizenleyici proteinleri ile iligkili oldugu ifade edilmistir.
CzcR ve CopR’nin her ikiside tanimlanmamis faktorler aracilifiyla direk veya
indirek olarak oprD transkripsiyonunu down regule ederler. Zayif aromatik asit olan
salisilatin tanimlanmamis bir mekanizmayla oprD transkripsiyonunu baskilayarak
salisilata maruziyeti olan P. aeruginosa izolatlarinda imipeneme dirence neden

oldugu gosterilmistir.®*

oprD transkripsiyonuna etkiyen mekanizmalardan en kompleks olan1 mexEF-
oprN atim pompasinin ekspresyonu ile baglantili olanlardir. Bu ko-regulasyon
mekanizmalar1 P. aeruginosa’nin ¢oklu diren¢ mekanizmalarinin ekspresyonunu
diizenleyebilme 0Ozelligini gostermekte ve fenotipleri spesifik bir mekanizmadaki

degisikliklere baglamanin ne kadar zor oldugu konusunda bize fikir vermektedir.*®

OprD, transkripsiyon diizeyindeki mekanizmalardan farkli olarak dis
membrandaki fonksiyonel bir porinin translasyonel yapiminda bozulmaya yol acan
mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir. Aktif bir porinin translasyonu ile ilgili
OprD eksikligi mekanizmalar1 arasinda ¢ergeve kaymasi ve prematiir stop kodonlari
olusturan mutasyonlar, insersiyonlar ve/veya delesyonlar vardir.® IS elemanlarinin
insersiyonuyla oprD yapisal geninin bozulmasi ise translasyonel yapimindaki

bozulmayla ilgili gelisen direncin bir diger mekanizmasidir.'®®

Karbapenemler iizerinde OprD iliskili diren¢ iki yolla degerlendirilebilir.
Birincisi MIK lerdeki artiglarla dlgiilen antibakteriyel potensine oransal etkisi, digeri
ise klinik etkisidir. Yakin zamanda yapilan bir calismada MIK ’lerdeki artislarla elde
edilen verilere gore izogenik sokak susu ve OprD’si eksik olan mutant suslardaki
OprD kaybinin, P. aeruginosa min duyarliligini meropeneme 4-32 kat, imipeneme 4-
16 kat, doripeneme 8-32 kat azalttigi gosterilmistir.”® Bu ¢alismada OprD’si eksik
olan mutantlardaki, meropenem potensine olan etki, diger karbapenem potenslerine
olan etkiden daha fazladir. Bu veri meropenemin P. aeruginosa dis membranindan
girmek i¢in alternatif yollar kullandigini 6ne siiren Perez ve ark.’nin sonuglariyla
celismektedir.’®” Fakat Perez ve ark. calismalarinda izogenik mutantlar
degerlendirmemistir. Daha ¢ok imipenem direngli ve meropenem duyarli fenotipteki

birbiriyle iliskisiz klinik izolatlarla ¢alismiglardir. Bununla birlikte laboratuvarda
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tiretilen izogenik mutantlarla yapilan deneyler 6zenle planlanmig olsa da klinik

ortamin aynen kopyalanamayacagi akilda tutulmalidir.

OprD iligkili direncte ikinci onemli nokta ise karbapenemlerdeki klinik
etkisidir. OprD kaybi; imipeneme duyarliligt meropeneme oldugundan daha az
(MIK’lerdeki degisimlere bagl olarak) etkileyebilir ancak bu direng mekanizmasi
imipenem MIK lerini siklikla diren¢ simir degerlerinin {izerine cikartir. Sakyo ve
ark.’nin bir ¢alismasinda OprD’si eksik olan 10 mutantin tiimiinde imipenem MIK
degerleri 4 pgr/ml’nin {izerine ¢ikarak duyarhiliklarini kaybetmistir. imipenemdeki
durumun tam tersi olarak meropenem MIiK’leri 10 mutant susun 4’iinde ve
doripenem MIK’leri 10 mutant susun 8’inde 4 pgr/ml’mn altinda kalmigtir.™
Meropenem ve doripenem, imipenemin gosterdiginden 4 kat daha fazla intrensek
potens gt')sterir.168 O yiizden OprD eksikliginin bu karbapenemlerin potensi iizerine
olan etkisi, MiK’leri duyarli smir degerlerin iizerine her zaman ¢ikarmaz ve bu iki
karbapeneme direngte ilave direng mekanizmalart (atim pompasi ve/veya

karbapenemaz) gerekebilir.

Imipenem ve meropenem hem antipseudomonal etkinligi olan hem de B-
laktamaz stabilitesi alisilmisin disinda olan B-laktam antibiyotiklerdir. Cogu
Pseudomonas izolatinda farkli penisilin ve sefalosporin MiK’leri arasinda sik1 bir
baglant: bulunurken P. aeruginosa izolatlarindaki imipenem MIK’leri diger p-
laktamlarinkiyle iliskisizdir. Bunun sebebi olarak kromozomal ~AmpC
derepresyonunun penisilin ve sefalosporin MIK’lerinin belirlenmesinde ¢ok etkili bir
faktorken, imipenem MIK lerine etki etmemesi g(isterilrnistir.169 Bir bagka yayinda
ise AmpC p-laktamazin karbapenemlerdeki intrensek dirence etkisi tek basina ¢ok
diisiik olsa da MexAB-OprM atim sistemi ile birlikteliginde olduk¢a 6nemli oldugu
bildirilmistir.170 Daha da 6nemlisi bu mekanizma penisilin ve sefalosporinin yaninda
kinolon, tetrasiklin ve kloramfenikol gibi daha bir¢ok antibiyotik sinifinin MiK ’lerini
giiclii bir sekilde etkiliyorken, imipenem MIK’leri ¢ogu P. aeruginosa izolatinin

eksprese ettigi genis spektrumlu intrensek direncten etkilenmez.

Intrensek direng biitiin P.aeruginosa izolatlarinda degisen diizeylerde
eksprese edilir ve bu izolatlar ¢ogu antibiyotige Enterobacteriaceae’dan daha az

duyarhidir. Bunun sebebi olarak uzun siire impermeabilite diisiiniildi fakat
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giiniimiizde impermeabilite ile birlikte ¢oklu ilag atim pompalariin etkilesiminin
gerekli oldugu gosterilmistir."® Calismamizda ikinci grupta incelenen izole
karbapenem direncli (imipenem MIK’i >16 ve meropenem MIK leri degisken) 9
izolatin 7’sindeki oprD mRNA diizeylerinde azalma, PAOI referans susla
karsilagtirildiginda 4 izolatta anlamli bulundu. Bu 4 izolattan birinde sadece oprD
down regulasyonu goriilirken oprD down regulasyonu ile es zamanli olarak 3
izolatta mexB asir1 ekspresyonu, 1 izolatta mexD asir1 ekspresyonu, 2 izolatta ise
ampC asir1 ekspresyonu tespit edilmistir. 50 klinik P. aeruginosa izolati arasindan
imipenem direngli 38 izolatta atim pompalarina ait genler; mexD 32 (%84), mexB 26
(%68), mexY 19 (%50), mexF 15 (%39) izolatta asir1 eksprese olarak tespit edilmistir.
Elde edilen veriler impermeabilite ile ¢oklu ilag atim pompalarinin birlikteligi

konusundaki literatiirle uyumludur.

Meropenemin atim pompalariyla etkilesimi imipenemden kismen farklidir.
Meropenemin imipenem gibi OprD yolunu kullanabildigini sOyleyebiliriz fakat
imipenemden farkli olarak meropenem MexAB-OprM’nin de bir substratidir ve
MexB aracili atim tarafindan da disar1 atildigi bilinmektedir."* MexAB-OprM
pompasiin imipeneme karsi aktivitesinin olmamasinin sebebi imipenemin

111 fz0latlarin

meropenemin aksine heterosiklik yan zincire sahip olmamasidir.
%78’inde meropeneme direng goriilen bir ¢alismada MexAB-OprM, MexCD-OprJ
ve MexXY-OprM atim sistemlerinin asir1 ekspresyonu sirasiyla %28, %31, %37

bulundu. 2

Bu ¢alismadaki izolatlarin %60’inda atim sistemlerinden herhangi biri
tespit edildigi i¢in meropenem direncinde bu mekanizmanin katkist oldugu
bildirilmistir. Ayrica meropenem direngli izolatlarin tiimiinde OprD protein kayb1 da
belirlenmistir.*®* Calismamizdaki meropenem direngli 35 (%70) izolat arasinda
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY-OprM atim sistemlerinin
asir1 ekspresyonu sirasiyla 25 (%71), 28 (%80), 16 (%46) ve 19 (%54) bulundu.
Meropenem direngli bu izolatlarimizin 33’tinde (% 94) atim sistemlerinden en az

birinin tespit edilmesi ise meropenem direncinde bu mekanizmalarin katkisini

gostermektedir.

Imipenem ve meropenem arasindaki bu farkliliklar P. aeruginosa’daki
dirence hangisinin daha az sebep oldugunu diisiindiirmektedir. imipenem; bu
antibiyotikle tedavi goren hastalarda OprD’si eksik olan mutantlar1 se¢cmesine
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ragmen bunlar diger ilaglara tamamen duyarlidirlar. Meropenem direnci ise ayni
zamanda MexAB-OprM pompasinin up-regulasyonuna bagimlidir ve bu mekanizma
florokinolonlara ve diger p-laktamlara direnci de belirlemektedir.'®® Meropeneme
direng gelisiminde OprD kaybi ve MexAB-OprM pompasinin upregulasyonu rol
oynadigindan meropeneme direng gelisimi imipeneme direng gelisiminden daha
zordur.”> Calismamizda 50 klinik P. aeruginosa izolat1 arasindan imipenem direngli
(MIK >16) olan 38 izolatin 30’u meropeneme direngli (MIK >16) bulunmustur.
Cabot ve ark.’nin calismasinda da meropenemin (%77 duyarl) aktivitesi

imipenemden (%68) daha yiiksek bulunmustur.'*?

Aslinda meropenem direncinde sdylenebilecek en kuvvetli ihtimal imipeneme
daha sik direng gelisiyor olmasidir. Antipseudomonal karbapenem olarak imipenem
tercih edilmesi durumunda, biiyiik ihtimalle direng gelisecek ve ardindan bir sonraki
antibiyotige ihtiya¢ duyulacaktir. Bu durumda zamanla seleksiyon gelisecektir.
Boyle ard arda kullanimlarda ilaca duyarli bir bakteriyel populasyonda ¢oklu dirence
sahip mutant gelisme riski fazladir ve bu riskin azaltilmasi i¢in daha ilk seferde
kullanilacak ilacin bakterinin ancak ¢ift mutasyon gelistirerek direng gelistirebilecegi

bir ilag olmalidir.*®®

Imipenem direnci ile oprD eksikligi arasindaki baglanti birgok yaymda
bildirilmistir. oprD ekspresyonu ile karbapenem duyarliligi arasinda literatiirle
uyumsuzluk gdsteren suslarin tanimlanmasi ise P.aeruginosa gibi genetik ¢esitliligi
ve ¢oklu diren¢ mekanizmalarini birlikte diizenleyebilme 6zelligi olan bir patojen

i¢in sasirtici degildir.5

Imipenem duyarlilig: ile oprD ekspresyonu arasindaki uyumsuzluga ilk drnek
P. aeruginosa Tokai#1’den levofloksasin ile secilen izogenik bir mutant olan P.
aeruginosa 410L’dir. Tokai#1 susu, P. aeruginosa PAO1’in izogenik bir mutantidir
ve levofloksasine ve imipeneme duyarli degildir. Tokai#1’in imipenem MIK’i 8
ng/ml , PAOI1 susunda ise 1 pg/ml’dir. Duyarliliktaki bu azalma oprD ekspresyon
diizeyindeki 5 katlik azalma ile uyumludur. 410L mutant susundaki oprD
ekspresyonunda azalma daha fazladir; Tokai#1’deki diizeylere gore 3 kat ve PAO1’
deki diizeylere gore 17 kat azalmistir. oprD ekspresyonunda daha fazla azalma

olmasma ve OprD’nin dis membranda tespit edilememesine ragmen mutant 410L
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imipeneme direncini kaybetmistir ve orjinal PAO1’e benzer duyarlilik diizeyine geri

o v e 172
donmiistiir.

Imipenem duyarliigi ile oprD ekspresyonu arasindaki uyumsuzluga
gosterilebilecek ikinci Ornek; imipenem asir1 duyarli izogenik bir mutant olan
P.aeruginosa 244-921C’dir. Bu 6rnek imipenem direngli bir klinik izolat olan P.
aeruginosa sug 244’den siprofloksasini kullanarak segilmistir.'”® P. aeruginosa
244’{in imipeneme (MiK= 16 pg/ml) diren¢ mekanizmasinda; premature bir stop
kodon olusturan bir baz degisimi sonucunda biitiin OprD’nin translasyonunun
engellendigi gosterilmistir. Bu mutasyon izogenik 244-921C mutantinda da devam
etmistir. Bu mutasyona bagli olarak dis membranda aktif bir OprD porini
bulunmamasina ragmen P. aeruginosa 244-921C’nin imipeneme (MIK=2 pg/ml)

duyarliliginda 8 katlik artis bulunmustur.'”

Giske ve ark.’nin caligmasinda 27 karbapenem direngli izolatin ¢ogunda
diisiik diizey oprD mRNA bulundugu ve normal miktarda oprD mRNA bulunan
karbapenem direngli 6 izolatin 3’tinde anlamli oprD sekans degisiklikleri goriildiigii
bildirilmistir."* Bir baska calismada ise imipenem duyarli 4 izolatta oprD mRNA’
da anlamli azalma bulunmus ve bu izolatlarda ¢erceve kaymasi veya translasyonel
durmaya neden olan oprD mutasyonlari tespit edilmistir. Ayrica oprD mRNA
diizeylerinin imipenem direng diizeyiyle her zaman korele olmadig1 ve farkliliklarin
oprD degisiklikleriyle veya atim pompa genleriyle agiklanamayacagi bildirilmistir.leo
Bununla birlikte azalmis oprD transkripsiyon diizeyi olan izolatlarda da normal
miktarlarda OprD olabilecegi daha dnceden g(isterilmistir.64 Bizim ¢aligmamizda da
50 klinik P. aeruginosa izolati arasindan imipenem direngli 38 izolatin 9’unda oprD

mRNA diizeylerinde artig goriilmiistiir.

Imipenem duyarliligi ile oprD ekspresyonu arasindaki bu uyumsuzluk P.
aeruginosa’da karbapenemlerin etkilesimleriyle ilgili hala bilinmeyenler oldugunu
gostermektedir. Bu suslardaki imipeneme artmis duyarliliktan sorumlu mekanizmalar
hala aciklanamamigtir fakat bu mekanizmalarin tanimlanmasi, karbapenemlerin
etkisini arttiran tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yol gosterici olabilecegi

distiniilmektedir.
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P. aeruginosa’da karbapenemlere diren¢ MexAB-OprM atim pompasinin
asir1 ekspresyonu sonucu meydana gelebilir. Bu atim pompast kinolonlar1 ve (-
laktamlar1 (imipenem hari¢) disar1 atabilmektedir. Imipeneme etkisiz olusunu asiri
{iretim yapan mutantlardaki meropenem MIK degerlerinde artis goriilmesine ragmen
imipenem MIK degerlerinde artis olmamasi agiklamaktadir.> Cabot ve ark.’min

calismasinda*

meropenem direngli izolatlar arasinda attm pompa genlerinden en
fazla siklikta mexB asir1 ekspresyonu bildirildi. Bir baska c¢alismada ise, mexB asir1
eksprese eden izolatlarin %62.5’inde meropeneme direng, %90’inda ise oprD
ekspresyonunda azalma goriildii. mexB asir1 eksprese eden biitiin meropenem duyarli
izolatlarda ise oprD ve ampC ekspresyonu PAOI ile karsilastirildiginda normal
bulundu.” Calismamizdaki izole karbapenem direncli 9 izolattan (imipenem
MIK>16) 5’inde mexB asir1 ekspresyonu belirlendi. Bu 5 izolattan 3’iinde
meropenem MIK degerleri >16 ve es zamanl olarak oprD diizeylerinde anlaml
sekilde azalma belirlendi. izole karbapenem direncli 9 izolattin 7’sinde oprD
miktarindaki azalma ile imipenem ve meropenem MIK degerlerinde gériilen es
zamanli artig, 0prD’nin karbapenem direncindeki etkisini kuvvetle desteklese de atim

pompalarinin asirt ekspresyonlarinin da es zamanli olarak goriilebilmesi direng

gelisimindeki sinerjistik etkiyi diistindiirmektedir.

Giske ve ark.'™ meropenem direngli 23 izolatin 16 tanesinde mexB’nin
transkripsiyonunda artis gozledigi ¢alismalarinda meropenem direncli izolatlarda
mexB transkripsiyonunda ¢ogu kez artis oldugunu bildirmislerdir. 27 karbapenem
direngli izolatta MexAB-OprM ve MexCD-Opr] atim pompalarini inceledikleri
calismada, 8 meropenem direngli izolatta mexB’de ve mexD’de artis goriilmemis
fakat bu izolatlarin 3 tanesi atim pompa inhibisyon testinde pozitif bulunmustur ki
bunun sonucunda baska atim pompalarinin bu izolatlarda aktif olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Geriye kalan 5 izolatin 2 tanesinde yiiksek diizey meropenem direnci
gozlenmis ve bunlarda azalmig oprD transkripsiyonundan baska bir direng

mekanizmasi tespit edilmemistir.

Calismamizdaki meropenem direncli 35 (%70) izolat arasinda 25’inde (%71)
mexB asir1 ekspresyonu goriildii. 4 izolatta ise mexB’de sinirda ekspresyon (PAO1’in
2-3 kat1 artig) goriildi. mexD, mexF ve mexY genlerinin asir1 ekspresyonu ise
strastyla 28 (%80), 16 (%46) ve 19 (%54) izolatta tespit edildi. Meropenem direngli
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35 (%70) izolat arasinda mexB asir1 ekpresyonu tespit edilmeyen 6 izolatin 5'inde
oprD ekspresyonu anlamli sekilde diisiik tespit edildi. oprD down regulasyonu
goriilmeyen izolatta ise arastirdiZimiz genlerden sadece mexD asir1 ekspresyonu
goriildii. Sinirda ekspresyon tespit ettigimiz 4 izolattan 3'iinde de oprD ekspresyonu
anlamli sekilde diisiik tespit edildi. oprD down regulasyonu goriilmeyen izolatta da

sadece mexD asir1 ekspresyonu tespit edildi.

mexB transkripsiyonundaki artisin genel olarak meropenem direnciyle
oldukega iliskili bulundugu bir ¢alismada, mexB mRNA’da anlamli bir degisiklik
gostermeyen yiiksek diizey meropenem direngli bir izolatin dizi analizinde nalB

mutasyonu gosterilmistir.'*

mexB mRNA’da daha yiiksek bir artis olmasi beklenen
bu izolatta incelenen diger atim pompa genlerinden mexF ve mexY asiri1 ekspresyonu
da tespit edilmemis ve atim pompa inhibitoriiniin de etkisine rastlanilmamistir. Bu
bulgulara bakildiginda ¢ogu izolatin muhtemelen birka¢ direng mekanizmasina sahip
oldugu ve boyle izolatlarda atim iliskili direncin bu mekanizmalardan sadece bir
tanesi olabilecegi sonucuna varmislardir."®® Yalniz imipeneme direngli olan ve mexR
mutasyonu bulunmayan bir susta ise artmig mexB transkripsiyonu bulunmustur.
Fakat bu sustaki meropenem MIK degeri beklenmeyecek kadar diisiik tespit
edilmistir (MIK: 1 pg/ml). Bu izolatta goriilen yiiksek mexB transkripsiyon diizeyiyle
ilgili mRNA’nin mutasyonel olarak defektif olmas1 ve fonksiyonel olarak anormal
MexB yapmasi ihtimalinin yiiksek oldugu bildirilmistir.’® Alternatif olarak bu
izolatta meropenem igin alternatif bir giris kapist olabilir. P. aeruginosa’da

5

meropenem girisi i¢in baz1 porinlerin varlig1 bildirilmistir.'” Ayrica P. aeruginosa

genomunun analizi  OprD veya OprE’nin her ikisiyle de anlamli homolojileri

paylasan 14 acik okuma penceresinin (ORF) varligim gé')stermistir.176

mexAB-oprM ekspresyonuna iliskin iki 06zellik gosterilmistir. Birincisi,
mexAB-oprM’nin iireme faz1 bagimli ekspresyonudur.’’” Ureme déngiisii ilerledikce
ve hiicre yogunlugu arttikga, ge¢ log faz/erken sabit fazda maksimum ekspresyon
olusana kadar mexAB-oprM transkripsiyonu da artar. Ureme fazi bagimli up-
regulasyonun bir quorum sensing sinyali gerektirdigi ileri siiriilmektedir. Hiicreler
aras1 sinyal gdnderme, homoserin lakton molekiilleri olarak bilinen diffuze olabilen

indiikleyiciler araciligiyla olur. N-Butiril-L-homoserin lakton (C4-HSL), rhl quorum
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sensing sisteminin bir parcasi olarak sentez edilir ve bunun mexAB-oprM’nin

ekspresyonunu arttirdig gosterilmistir.'’8"

mexAB-oprM ekspresyonuyla iliskili gosterilen ikinci 6zellik; OMF geni
oprM’nin mexAB’den bagimsiz eksprese edilmesidir. mexB kodlayan bolgede
oprM’nin akis yukarisinda zayif bir promoter bulunmustur. Bu promoterin mexA akis
yukarisindaki promotere gore daha az aktif oldugu ve biitiin transkriptin sadece
kiigiik bir parcasina katkist oldugu ileri siiriilmektedir. OprM; MexXY, MexJK ,
MexVW ve MexMN sistemlerinde ve muhtemelen diger RND pompalarinda OMF
gorevi gorebilir. mexAB-oprM’nin C4-HSL iliskili tireme fazi diizenlemesi mexR’den

bagimsiz olarak meydana gelir.’

mexCD-oprJ’nin ekspresyonu, nfxB geninin iriiniiyle kontrol altinda tutulur,
bu gen mexCD-oprJ ekspresyonunu negatif yonde diizenler. nfxB’deki
mutasyonlarin; NfxB’nin baskilayici aktivitesini degistirerek mexCD-oprJ’nin asir1
ekspresyonuna sebep oldugu ileri siiriilmektedir; bunlara da nfxB tipi mutantlar
denilmektedir. Laboratuvar ve klinik izolatlarda nfxB’de baz yer degistirmeleri,
delesyonlar ve bir IS elemaniyla kesintiler gibi ¢esitli mutasyonlar tanimlanmustir.”
P. aeruginosa’ da Tip A ve B olmak iizere farkli MexCD-Opr] iiretim diizeyi ve
farkli duyarlilig1 olan 2 ¢esit asir1 ekspresyon yapan mutant tanimlanmistir. Tip B
mutantlart daha fazla miktarda MexCD-Opr] iiretirler ve duyarhilikta tip A
mutantlarinin  yaptiklarindan daha oOnemli degisiklikler meydana getirirler.180
mexCD-oprJ ekspresyonunun diizenlenmesi NfxB ile sinirlandirilamayabilir.
PAOI’in mexAB-oprM ve oprM delesyonu olan tlirevlerinde mexCD-oprJ
ekspresyonunda onemli diizeyde artis olmasi MexAB-OprM’in mexCD-oprJ
ekspresyonuna etki ettigini diisiindiirmektedir.® MexAB-OprM olmayan suslardaki
mexCD-oprJ up regulasyonundan sorumlu mekanizma daha belirlenememistir.
Florokinolonlar, B-laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklin, novobiyosin, trimetoprim ve

makrolidler MexCD-OprJ pompasinin substratlaridir.

Giske ve ark.’nin 27 karbapenem direngli izolatin ¢ogunda mexD diizeyini
diisiik bulduklar1 ¢aligmada sadece 2 izolatta asir1 ekspresyon tespit edilmistir.

174

Bununla birlikte bagka bir ¢alismada™"" ise karbapenem direncli izolatlarda MexXY -

OprM  (%37,5)’den sonra ikinci siklikta MexCD-Opr] (%31) asirt ekspresyonu
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goriilmiistiir. Oh ve ark.'®! florokinolon direncli 20 P.aeruginosa izolatindan 5’inde
mexD asir1 ekspresyonu tespit etmis ve suslarin tiimiinde topoizomerazdaki
mutasyonlarla agiklanamayan yiiksek florokinolon MIK degeri olmasi sebebiyle
mexCD asir1 {liretiminin antibiyotik direnci itizerine etkisini anlamli bulmuslardir.
Bizim caligmamizda ise mexD asir1 ekspresyonu izole kinolon direngli 4. gruptaki
izolatlarin tiimiinde tespit edilmistir. Ayrica yalniz kinolon ve karbapenem direngli 3.
grupta incelenen genlerden oprD, mexB ve mexF genlerinde sadece birer izolata
anlaml degisiklik, mexD asir1 ekspresyonunun ise tiim izolatlarda tespit edilmesi
kinolon direnciyle bu pompanin iligkili oldugunu gostermektedir. 50 klinik P.

aeruginosa izolatinin 44’tinde (%88) mexD asir1 ekspresyonu belirlenmistir.

P. aeruginosa PAOI1 suslarinda MexCD-Opr] c¢oklu ilag atim pompa
indiiksiyonunun arastirildigi bir ¢calismada MexCD-OprJ’nin 6nemli dezenfektanlarla
indiiklendigi gosterilmistir. Bu sonuclar dezenfaktanlarin sik olarak kullanildig:
hastanelerde MexCD-OprJ’nin P. aeruginosa’daki intrensek ¢oklu ilag¢ direncinde
6nemli rol oynadigim gostermistir.’®* Klinikle iliskili biosidler MexCD-OprJ’yi
indiiklediginden P. aeruginosa’da kullanilan antibiyotiklere direnci de arttirmaktadir.
Muhtemelen bunun disinda ¢esitli  bilesenlerde mexCD-oprJ operonunu
indiikleyebilir. Bu nedenlerden dolayr MexCD-OprJ, MexAB-OprM ve MexXY-
OprM’e ilave olarak P. aeruginosa’da kinolonlara ve diger antibakteriyel ajanlara
direngte 6nemli bir rol oynayabilir. Calismamizda da ¢oklu ilaca direngli 22 izolatin
20’sinde ve izole kinolon direngli yedi izolatin timiinde mexD asir1 ekspresyonu

tespit edildi.

mexCD-oprJd asir1 ekspresyonu bazi antibakteriyel ilaclara karsi direncten
sorumluyken, aminoglikozidlere ve diger B-laktamlara karsi yiiksek duyarlilikta
gozlenir. Duyarhiliktaki 4 kat ve tizeri artis yiiksek duyarlilik olarak tanimlanir ve
yiiksek duyarliligin diizeyi MexCD-Opr] iiretim diizeyiyle alakalidir.”® Masuda ve
ark. Tip B mutantlarinin (yiikksek MexCD-OprJ iiretimi) Tip A mutantlarina gore
(orta derece MexCD-Opr] iiretimi) duyarlilikta daha fazla artis sergiledigini
gostermislerdir."® Bununla birlikte yiiksek duyarliliktan sorumlu mekanizmalar,
MexCD-OprJ iiretimiyle alakali olanlardan daha komplekstir. mexCD-oprd asiri
eksprese eden mutantlarla yapilan fenotipik ¢aligmalar; bazi antibiyotiklere karsi

yiiksek duyarliligin mexCD-oprJ asir1 ekspresyon diizeyiyle her zaman iliskili
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olmadigini géstermistir.5 Ayrica biitlin antibiyotiklere kars1 yliksek duyarlilik tek bir
mekanizmayla aciklanamaz ve imipeneme karsi yiiksek duyarliliktan sorumlu

mekanizmalar heniiz tanimlanamamustir.

Laboratuvar tiretimi nfx-B tipi mutantlarinin karbenisilin ve aztreonama
(MexAB-OprM’nin substratlar) karsi yiiksek duyarliligi, onceleri MexAB-OprM
liretiminin aynt zamana rastlayan down regulasyonuna baglanmigtir.  Bununla
birlikte nfx-B tipi klinik izolatlarin analizi boyunca, mexB transkripti ve MexB
protein diizeyleri, bu ilaglara kars1 asir1 duyarliliga ragmen down regule olmamastir.
Buna karsiik bu suslarda MexAB-OprM pompa aktivitesindeki bir azalma
mekanizma olarak ileri siiriilmiistiir. Bu sonuglara gore, oprM’nin transkripsiyonu
mexAB’ninkinden bagimsiz olabildigi i¢in, muhtemel bir mexCD-oprJ ve oprM

ekspresyonunun ko-regulasyonu mutlaka dikkate alimmalidir.”

MexCD-Oprl] asir1 iireten mutantlar; sulbenisilin, sefpodoksim, seftriakson,
imipenem ve biapeneme asir1 duyarl hale gelir, fakat bu ilaglardan hi¢biri MexAB-
oprM tarafindan disar1 atilmamaktadir. AmpC’nin indiiksiyon yolundaki bir
aksamanin bu [B-laktamlara asir1 duyarliliga neden oldugu ileri siiriilmektedir.
Imipeneme asir1 duyarhiliktan sorumlu mekanizmalar tanimlanmamistir. Bazi
arastirmacilar'® imipenem asir1 duyarliliginin ampC indiiksiyonundaki bir aksama
sonucu oldugunu ileri silirmiis olsalarda, AmpC asir1 yapiminin imipenem
MiK’lerinde anlamli artis yapmadigimi gdsteren g¢alismalar™®'® bu hipotezin
aleyhindedir. Ayrica asir1 duyarli mutantlar oprD ekspresyonunda veya dis
membrandaki OprD proteininde herhangi bir degisiklik gostermedigi i¢in, imipenem
asir1 duyarhiliginin OprD diizeyiyle iligkisiz oldugunu géstennistir.173 mexCD-oprJ
asir1 cksprese eden P. aeruginosa suslarindaki imipenem asirt duyarliligindan
sorumlu mekanizmalarin aydinlatilmas1 potansiyel ila¢ hedeflerinin ortaya

cikarilmasiyla karbapenemlerin etkinligini arttirabilir.

Aminoglikozidlere asir1 duyarlhiliktan sorumlu mekanizmalar
bilinmemektedir. Onceden tartigildigi gibi aminoglikozidler MexXY atim
pompasinin substratlaridir ve MexCD-OprJ asir1 lireten suslarda mexXY supresyonu

ileri stiriilmektedir fakat bu ters iliski klinik izolatlarda gézlenmemistir.5
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MexEF-OprN  substratlar1 olarak  florokinolonlar, kloramfenikol ve
trimetoprim bildirilmistir. Kompleks bir ko-regulatdr yol olan MexEF-OprN atim
pompasmin asirt yapimi ile OprD porininin down regulasyonunun veya up
regulasyonunun es zamanli oldugu yolda florokinolon ve karbapenemlerin her
ikisinin potensine etki eden mutasyon meydana gelir. Giiniimiizde P. aeruginosa’da
MexEF-OprN ve OprD’nin ko-regulasyonu ile direkt veya indirek baglantili olarak 3

protein; MexT, MexS ve MvaT tatmmlammlstlr.5

MexT araciligiyla mexEF-oprN asir1 eksprese eden P. aeruginosa suslari,
atim pompasinin substratlar1 olan antibiyotiklere direncli hale gelir. Fakat bu suslar
MexEF-OprN atim pompasi tarafindan ¢ikarilmayan imipeneme de duyarliligimi da
kaybederler. Daha dogrusu, imipeneme olan duyarliligin kaybi, es zamanli olan oprD
ekspresyonunda ve OprD’de azalmayla iliskilidir.2*®  Atim pompasinin  asir1
ekspresyonu ile porin kaybi arasindaki baglanti igin MexT ile koregulasyon
gerekmektedir. Calismalar MexT’nin tek basmna, transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel diizeyde oprD’yi down regule edebildigini ve OprD miktarinda

anlamli bir azalmaya yol agabildigini gdstermigtir.®*®

Calismamizda incelenen izole
kinolon direngli 12 izolattaki oprD miktar1 6 izolatta azaldi1 ve bunlarin 3’ anlaml
bulundu. Fakat bu 3 izolat sasirtici olarak imipeneme duyarli bulundu (MiK=2
pg/ml). 12 izolatin 7’sinde mexF asir1 ekspresyonu, 4 izolatta sinirda ekspresyon
belirlendi. Sadece bir izolatta mexF asir1 ekspresyonu bulunmadi. Tim izolatlarin
23’iinde (%46) mexF asir1 ekspresyonu belirlendi. 5 izolatta ise sinirda ekspresyon
belirlendi. mexF asir1 ekspresyonu olan 23 izolat arasinda ise 9 izolatta oprD down
regulasyonu bulundu ve 8 izolatta oprD miktar1 tespit edilemedi. Bu ko-regulasyon
mekanizmasi ile ilgili diger calismalar, trankripsiyonun prematur terminasyonunun
veya transkript stabilitesindeki degisikliklerin, oprD transkript diizeyindeki
azalmadan sorumlu olmadigin1 gostermistir. Buna karsilik, oprD ekspresyonundaki

MexT aracili azalmada oprD promoterinde transkripsiyon baslatmasinda azalma

olmas: gerektigi bildirilmistir.*®*

mexS’deki mutasyonlar, es zamanli olarak mexEF-oprN asir1 ekspresyonu ve
oprD ekspresyonunun down regulasyonu ile iligkilidir. MexEF-OprN’nin
regulasyonunda yukarida tartisildigi gibi, MexS’nin inaktivasyonu ile MexT ig¢in
efektor molekiil vazifesi goren ve aktivasyonu takiben oprD ekspresyonunun down
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regulasyonuna aracilik eden metabolitlerin  olusumuna neden oldugu
diisiiniilmektedir.®® oprD ekspresyonunun MexT iliskili down regulasyonu ile Mex$S
iliskili down regulasyonu Kkarsilastirildiginda global regulator MvaT nin
inaktivasyonu hem MexEF-OprN hem de oprD transkripsiyonunda bir up
regulasyona neden olur.®® Ancak oprD upregulasyonundan sorumlu mekanik yol

tanimlanmamustir.

mexEF-oprN ekspresyonunun MexT (mexS inaktivasyonu ile veya mexS
inaktivasyonu olmadan) ve MvaT ile regulasyonu, oprD ko-regulasyonuyla
imipenem duyarliligina etki edebilir. Fakat mexEF-oprN ve oprD’nin ko-regulasyonu
her zaman gozlenmez. Ornegin yakin zaman onceki bir ¢calismada, mexEF-oprN’yi
asir1 eksprese eden izogenik bir mutant, imipenem duyarliliginda, oprD transkript
diizeylerinde veya dis membrandaki OprD diizeylerinde higbir degisiklik
gostermemistir. mexT, mexS ve mvaT regulator genlerinin dizi ve ekspresyon
analizinde, mutantta her hangi bir genetik degisiklik goriilmemesi es zamanli oprD
regulasyonu olmadan mexEF-oprN regulasyonunun alternatif bir yolu oldugunu akla
getirmektedir.'® Son zamanlardaki cahismalar P. aeruginosa’da mexEF-oprN’nin
regulasyonunun daha kompleks oldugunu ve daha tanimlanmamis yollarinin

oldugunu ileri siirmektedir.”

AmpC ve atim pompalarinin asir1 ekspresyonunun etkisinin ve prevalansinin
degerlendirildigi ¢ok merkezli bir ¢alismada 190 P. aeruginosa izolati incelendi.**?
En sik (%24) rastlanilan mekanizma AmpC agir1 ekspresyonu bulundu. Piperasilin-
tazobaktama ve seftazidime direngli izolatlarin ¢ogunda (sirasiyla %96 ve %84)
AmpC agsir1 ekspresyonu goriildii. AmpC asir1 ekspresyonunun prevalansi sefepim
(%52) ve meropenem (%60) gibi diger B-laktamlara direngli izolatlarda da yiiksek
bulundu. Bunun yaninda florokinolon ve aminoglikozid direngli suslarda atim pompa
asir1 ekspresyonuyla AmpC asir1 ekspresyonu arasindaki baglanti anlamli bulundu.
Siprofloksasin direngli izolatlarin %52’sinde AmpC asir1 ekspresyonu tespit edildi.

Tobramisin direncli izolatlar arasindaki AmpC asir1 ekspresyonunun prevalansi %63

bulundu.

Bizim ¢alismamizda ise 50 klinik P. aeruginosa izolatinin 23’iinde (%46)

AmpC asir1 ekspresyonu goriildii. AmpC asir1 ekspresyonu goriilen suslarin %91’i
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(n=21) birinci gruptaki ¢oklu ilaca direngli grupta goriildii. Geri kalan suslar ise izole
karbapenem direngli grupta rastlanildi. Fakat {i¢iincii gruptaki karbapenem ve
kinolon direncgli 7 izolatta ve dordiincii gruptaki izole kinolon direngli 12 izolatta
asirt ekspresyon goriilmedi. Calismamizdaki oranlara baktigimizda AmpC asir
ekspresyonunun  %91’ini  olusturan grupta antipseudomonal [B-laktamlara ve
aminoglikozidlere direngli izolatlarin olmasi 6nemlidir. izole kinolon direngli grupta
asir1 ekspresyon goriilmemesi ise AmpC’nin kinolon direncinde etkisi olmadigin

diistindiirmektedir.

AmpC asir1 yapimi sonucunda c¢ogu [-laktama direng gelisirken P
aeruginosa’daki AmpC ile karbapenem duyarliligi arasindaki iliski tam olarak
anlagilamamistir. P. aeruginosa’nin allel degisimiyle olusturulan AmpC olmayan
suslari, imipenem ve panipenem duyarliliginda (meropenem hari¢) 4 katin {izerinde
olan anlamli bir artis gostermistir.”* Fakat AmpC olmayan P. aeruginosa izolatlari
hala AmpC iiretmekte ve de imipenem ve doripenem duyarliliginda (meropenem
harig) artma gostermektedir.”® ¥ Bu veriler P.aeruginosa’nin karbapenemlerdeki
intrensek duyarlilik diizeyine AmpC’nin bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Tam tersine, yaymlanmis veriler P. aeruginosa izolatlari arasinda karbapenem
direnci gelisiminde, AmpC asir1 {iretiminin fark edilebilir bir rol oynamadigint ileri
stirmektedir. B-laktamlarla se¢ilen izogenik mutantlar arasindaki AmpC asir1 yapimu,
P.aeruginosa’nin karbapenemlere duyarliligini anlamli derecede diisiirmemek-
tedir.*®"318 Bynun yaninda P. aeruginosa’nin karbapenem duyarl klinik izolat-
larinda AmpC asir1 yapimu bildirilmistir. AmpC asir1 lireten 47 klinik izolatin oldugu
bir calismadaki veriler, sadece 7 tanesinin (%15) imipeneme direngli oldugunu
gésterrnistir.187 Gutierrez ve ark. yakin zaman oOnceki ¢alismalarinda, karbapenem
direngli P. aeruginosa klinik izolatlarmin %351’inin AmpC asir1 liretimi yaptigini
bildirmislerdir.  Istatistiksel analizler meropenem direncli suslarda AmpC asir1
tiretiminin, meropenem duyarli suslara gére daha muhtemel oldugunu ileri stirdiigii
halde, Gutierrez ve ark. meropeneme direncte AmpC asir1 liretiminin yeterli olmadig

aym1 zamanda AmpC agir1 iiretimine gerek de olmadigi sonucuna varmuslardir.”

AmpC asint iiretimi ile karbapenem direnci arasindaki baglantiyla ilgili asil
problem, P. aeruginosa direng mekanizmalarinin birbirleriyle kompleks etkilesimiyle

ve ko-regulatuar yollariyla ilgili bilgilerimizin yeterli olmamasidir. Simdiye kadar
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elde edilen veriler, AmpC asir1 liretiminin P. aeruginosa’nin karbapenemlere olan
duyarliligmmi tek basina anlamli olarak diisiirmedigini fakat ilave direng
mekanizmalar1 (attm pompa asir1 iretimi, azalmis OprD ve/veya simifA/sinifB
karbapenemaz {iretimi) ile eslik ettiginde elbette ki dirence katkida bulunabildigini
ileri stirmektedir. Bunun disinda daha ilging olan sey ise, kromozomal kaynakli
AmpC enziminin (genislemis spektrumlu varyantlari) mutasyonel varyantlarinin P.
aeruginosa’ya karbapenem direnci saglamasldlr.188 Geniglemis spektrumlu
AmpC’ler ilk defa Serratia marcescens ve Enterobacter spp.’de tanimlanmistir ve
daha sonrasinda E. coli’de tanimlanmistir. Bu enzimlerin aktif bolgelerinin yanindaki
aminoasit degisiklikleri, sefepim, seftazidim ve imipeneme kars1 hidrolitik aktivitede
artisa yol agabilir. Ancak bu enzimlerin artmig katalitik aktiviteleri sadece sefepime
ve imipeneme duyarliligi azaltir. Sefepim ve/veya karbapenem direncinde bu

genislemis spektrumlu AmpC’lerin asir1 yaptmimin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.”

P. aeruginosa’daki AmpC asir1 tretiminin klinik etkisini degerlendirmek
coklu diren¢ mekanizmalarinin kompleks etkilesimi dolayisiyla zordur. Bununla
birlikte, Tam ve ark. P. aeruginosa bakteriyemisi olan hastalari, izole edildikleri
suslardaki AmpC iiretimine gore iki gruba ayirarak incelemiglerdir. AmpC asir1
tiretimi olan suslarin izole edildigi hastalarda ampirik tedavideki yanlis antibiyotik
kullanimi, AmpC agir1 liretimi olmayan suslarin izole edildigi hastalara gore belirgin
olarak ytiksek bulunmustur.*® Ayrica AmpC asir1 iiretimi olan hastalarda ¢cogu kez
persistan bakteriyemi (%45’¢e karsilik %6 ) olmasi, AmpC asir1 tireten P. aeruginosa
izolatlarinin hizli identifikasyonunun ve AmpC agir1 iiretim mekanizmalariyla ilgili

calismalarin gerekliligini gostermektedir.

Tedavi esnasinda direngli P. aeruginosa izolatlarinin ortaya ¢ikabilme
Ozelligi biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Bu durumda hastalar, AmpC iliskili direng
gelisip tedavi basarisiz olana kadar, ilk duyarlilik verilerine gére uygun bir B-
laktamla tedavi edilir. Bu durum antipseudomonal penisilinler, penisilin-inhibitor
kombinasyonlari, aztreonam ve genislemis spektrumlu sefalosporinlerle tedavi edilen
hastalarin %14 ila %56’sinda gozlenmistir. Direng gelisimi veya klinik basarisizlik
cogunlukla iiriner sistem disindaki enfeksiyonlarda ve altta yatan Kistik Fibroz ve
notropenili hastalarda goézlenir. Bir antipseudomonal B-laktamla bir aminoglikozid
kombinasyonu, AmpC-iliskili direncin gelisimini Onlemede bir strateji olmanin
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yaninda, her zaman bu amag i¢in efektif degildir.5 AmpC iliskili direngle miicadelede
yeni stratejilerin  gelistirmesinde oOncelikle yapilmasi gereken bu direng
mekanizmalarinin ~ ekspresyonunun  hangi mekanizma ile diizenlendiginin

acgiklanmasi olmalidir.

Klinik izolatlardaki diren¢ mekanizma c¢esitlerine gére bazi izolatlar hala
herhangi bir tanimlanmis mekanizmay1 gostermemektedir. Yiiksek diizey direncli
izolatlarda cesitli mekanizmalarin sinerjistik etkisiyle olusan diren¢ genlerindeki
degisikliklere bakarak inceledigimiz fenotip, izolatin genetik kokenini biitiiniiyle
temsil etmeyebilir.

Antibiyotik duyarliliklarinin iilke ve bolgeler hatta hastaneler arasinda farkl
zamanlarda degisebilecegi unutulmamalidir. Direng gelisiminin siirekli izlenmesi ve
duyarlilik egilimlerinin belirlenmesi tedavi politikalarinin olusturulmasinda faydali

olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

1-Calismaya dahil edilen izolatlarin tiimiinde IBL iiretimi saptanmuistir.

2-Tim izolatlarin %66’s1 (n=33) yogun bakim {initelerinden elde edilmistir.
[zolatlarin elde edildikleri klinik orneklere gore dagilimlarna bakildiginda %

52’sinin solunum sistemi 6rnegi oldugu tespit edilmistir.

3-Calismamizdaki izolatlar arasinda en etkili antibiyotigin piperasilin-tazobaktam (%
82 duyarl) oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde amikasine de yiiksek duyarlilik
(%76) saptanmistir. Siprofloksasine ve levofloksasine duyarlilik orani ise %18 olarak

bulunmustur.

4-Tium Klinik P. aeruginosa izolatlar1 arasindan imipenem direngli 38 izolatta atim
pompalarina ait genler; mexD 32 (%84), mexB 26 (%68), mexY 19 (%50), mexF 15

(%39) i1zolatta asir1 eksprese olarak tespit edilmistir.

5-Imipenem direngli 38 izolattaki oprD ekspresyonu ise 16 (% 46) izolatta anlamli
olarak azalmis ve dokuz (%26) izolatta tespit edilememistir. Izole karbapenem
direngli dokuz izolatin yedisinde oprD miktarindaki azalma ile imipenem ve
meropenem MIK degerlerinde goriilen es zamanli artis, oprD’nin karbapenem
direncindeki  etkisini  kuvvetle desteklese de atim pompalarinin  asirt
ekspresyonlarinin da es zamanl olarak goriilebilmesi direng gelisimindeki sinerjistik

etkiyi diisiindiirmektedir.

6-Calismamizdaki meropenem direngli 35 (%70) izolat arasindan 25’inde (%71)
mexB asir1 ekspresyonu goriilmiistiir. Dort izolatta ise mexB’de sinirda ekspresyon
goriilmiistiir. mexB asir1 ekpresyonu tespit edilmeyen alt1 izolatin besinde ve sinirda

ekspresyon tespit ettigimiz dort izolattan ti¢ciinde de oprD ekspresyonu anlamli
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sekilde diisiik tespit edilmistir. Meropenem direngli izolatlarin 16’sinda (% 46) oprD
anlamli olarak azalmis, dokuzunda (%26) ise tespit edilememistir. Sonug¢ olarak
izolatlarimizda mexB transkripsiyonundaki artis ve oprD ekspresyonundaki azalma

meropenem direnciyle oldukea iliskili bulunmustur.

7-Calismamizda 50 klinik P. aeruginosa izolati arasindan imipenem direngli olan 38
izolatin 30’u meropenem direngli bulunmustur. Meropeneme diren¢ gelisiminde
OprD kaybi1 ve MexAB-OprM pompasinin asir1 ekspresyonu rol oynadigindan
meropeneme direng gelisimi imipeneme direng gelisiminden daha zor oldugu

bilinmektedir.

8-Calismamizda mexD asir1 ekspresyonu yalniz kinolon ve karbapenem direngli 3.
grup ve izole kinolon direngli 4. gruptaki izolatlarin tiimiinde tespit edilmis ve

MexCD-OprJ atim pompast kinolon direnciyle iliskili bulunmustur.

9-Ugiincii gruptaki izole kinolon direngli izolatlar karbapenemlere duyarli
bulunmasina ragmen izolatlarin yarisinda oprD ekspresyonu diisiik bulunmustur.
Dordiincii gruptaki yalniz kinolon ve karbapenem direngli grupta ise sadece iki
izolatta oprD ekspresyonunda azalma gozlenmesine ragmen izolatlarin timii
imipeneme direngli bulunmustur. Sadece bu iki grupta elde edilen veriler kinolon ve
karbapenem diren¢ mekanizmalar1 arasinda etkilesim oldugunu diisiindiirmektedir.
Kinolon varliginda oprD ekspresyonunun etkilendigi ve imipenemin hiicre igine
giriste baska yollar kullandigin1 gostermektedir. Bu baglamda kinolon ve
karbapenem kombinasyon tedavisinin gereksiz ila¢ kullanimina dolayistyla maliyetin
artmasma neden olacagi ve akilci bir tedavi protokolii olmayacagi kanaatine

varilmistir.

10-Coklu ilag direngli grubun %95’inde, izole karbapenem direngli grubun ise
%20’sinde ampC asir1 ekspresyonu tespit edilmesi diger P-laktam ilaglarla
kiyaslandiginda imipenem ve meropenemin [-laktamaza dayanikli oldugunu ve

antipseudomonal B-laktam olarak uygun oldugunu gostermektedir.
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11-Yalniz karbapenem ve kinolon direngli 3. grupta ve izole kinolon direncli 4.
grupta ampC asir1 ekspresyonu saptanmamistir. Dolayisiyla en Onemi direng
mekanizmalarindan ampC B-laktamazin kinolon direncinde etkisi olmadigi ve

kinolonlarin antipseudomonal ilag olarak kullaniminin uygun olacagi diistiniilm{istir.

12- Calismamizda 50 izolat arasindaki oprD down regulasyonunu, attm pompa ve

ampC asir1 ekspresyonlarini gosteren genlerin goriilme sikligi sirasiyla mexD (%88),
mexB (%76), mexF (%46), ampC (%46), mexY (%40), oprD (%38) olarak

belirlenmistir.

13-Izolatlar arasindaki klonal iliskiyi gdsterebilmek icin kullanildigimiz AP-PCR
yontemiyle 18 farkli patern tespit edilmistir.
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