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OZET

CEFTAZIDIME DIRENCLI PSEUDOMONAS AERUGINOSA IZOLATLARINDA
PER-1 ve OXA-10 BENZER | BETA-LAKTAMAZLARIN MOLEKULER
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Mehtap UNLU SOGUT, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Haziran 2008

Pseudomonas aerugindsa Ozellikle coklu ilaca direncli stari hastane
infeksiyonu etkenleri arasinda 6énemli bir yere paihi Beta-laktamaz Uretimi, gram-
negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklereredicte 6nemli bir mekanizmadir.
Tarkiye kaynakh olan PER-1 ve OXA-10 grubu betktéanazlar (OXA-11/14/16)

P. aeruginosala seftazidim direncine neden olurlar.

Bu calsmada, hastane infeksiyonu etkdhi aeruginosasularinda seftazidim
direncine neden olan PER-1 ve OXA-10 grubu bettalakz enzimlerini molekuiler
yontemler ile hizli ve gavenilir olarak tanimlamajdrilme sikliklarini ortaya koymak
ve bu izolatlarin klonal yakinliklarini saptayargé&ni olusacak hastane infeksiyonu
olgularini kontrol altina almak hedeflenmektedir.

Seftazidime direngli 50 ad€&t. aeruginosazolatinda PER-1 ve OXA-10 grubu
gen bdlgeleri PZR ile tespit edildi. garin klonal yakinhklari RAPD-PZR yontemiyle
belirlendi ve PFGE ile epidemiyolojik analizleri piédi. PER ve OXA-10 grubu gen

bdlgelerinin restriksiyon analizleri yapilarak gpi belirlendi.

Incelenen sglarda %46 oraninda PER-1 ve %78 oraninda OXA-1@h@rtespit
edildi. P. aeruginosazolatlari arasinda saptanan dort ana klonun yiksevalanstan
sorumlu oldgu RAPD-PZR sonuglari ile ortaya kondu. PFGE yontetaide ¢ ana
klonun belirlenmesi izolatlarin btyik orandaklli oldugunu destekledi. RFLP analizi
ile PER-1 ve OXA-11/14/16 enzim genotipleri taninda Ondokuz Mayis Unversitesi
Tip Fakiltesi Hastanesi'nde izole edilen seftazidimencli P. aeruginosaswlarinda
PER-1 ve OXA-10 enzimlerinin yaygin olgu ve bu enzimi Ureten bircok gin
“klonal ili gkili” olu sunun horizontal yayllimaaret ettgi sonucuna varildi.

Anahtar Kelime: Pseudomonas aeruginosabeta-laktamaz, PER-1, OXA-10,

molekiler epidemiyoloiji.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PER-1 AND OXA-10-LIKE BETA-LACTAMA SES IN
CEFTAZIDIME-RESISTANT PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATES BY
MOLECULAR METHODS

Mehtap UNLU SOGUT, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, June 2008

Pseudomonas aeruginosdrains, especially multidrug resistant, have goda
importance among nosocomial infection isolates.dicton of beta-lactamase is an
important mechanism in gram-negative bacteriadeistance to beta-lactam antibiotics.
PER-1 and OXA-10 like beta-lactamases (OXA-11-13-Mere first reported from

Turkey, and caused ceftazidime resistande. iaeruginosa

In this study, our aim was to identify PER-1 a@¥A-10 like beta-lactamase
enzymes which caused ceftazidime resistance incoosal P. aeruginosastrains as
fast and correctly by molecular methods, to deteenthe prevalance of these enzymes
and to get the nosocomial infections under conbyl determining their clonal

relationship.

PER-1 and OXA-10 presence was sought by PCR icef@zidime resistarR.
aeruginosastrains. Clonal relationship of strains was deteeah by RAPD-PCR and
epidemilogic analysis of isolates was investigdigdPFGE. Types of PER-1 and OXA-
10 like beta-lactamases were analysed by RFLP.

PER-1 and OXA-10 like beta-lactamases were detantd6 % and 78 % d?.
aeruginosastrains, respectively. RAPD-PCR results releavissetnination that the
four main clones which were determined amé&hgaeruginosasolates are responsible
for the high prevalence. The determination of threain clones by PFGE also
supported that the isolates are nearly related.-PBRd OXA-10 11-14-16 types were
identified by RFLP analyse. We concluded that, ghevalence of PER-1 and OXA-10
enzymes among ceftazidime resistBntaeruginosasolate was high in our hospital.
PER-1 and OXA-10 producers were being transmittedzbntally as most of the

isolates are clonally related.

Key Word: Pseudomonas aeruginosheta-lactamases, PER-1, OXA-10, molecular

epidemiology.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AIDS: Kazanilmg immun yetmezlik sendromu
AP-PCR: Arbitrarily primed-PCR

ATCC: American type culture collection

BOS: Beyin omurilik sivisi

Bp: Baz cifti

CDC: Center for disease control

CFU: Colony forming unit

CLSI: Clinical and laboratory standarts institute
DNA: Deoksiribonukleik asit

dNTP: Deoksinukleotid trifosfat

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

EF-2: Elongasyon faktor-2

EMB: Eosine-Methylen Blue

ERIC: Enterobacterial repetitive intergenic conssns
GSBL: Genglemis spektrumlu beta-laktamaz
HIV: Human immundeficiency virus

HST: Hicre suspansiyon tamponu

IBL: induiklenebilir beta-laktamaz

IEO: izoelektrik odaklama

MDa: Mega dalton

MDR: Multiple drug resistance

MHA: Mueller hinton agar

MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon

NNIS: National nosocomial infections surveillangstem
OprD: One octapeptide repeat deletion

PBP: Penisilin bgayan protein

PFGE: Pulsed field jel elektroforez

pH: Hidrojen iyonu

pl: izoelektrik noktasi
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PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RAPD: Rastgele ggaltiimis polimorfik DNA

RE: Restriksiyon enzimi

REP-PCR: Repetitive extragenic palindrome
RFLP: Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi
rRNA: Ribozomal ribonukleik asit

SDS: Sodyum dodezil silfat

TBE: Tris-borik asit-EDTA

TE: Tris-EDTA

UPGMA: Unweighted pair group method with mathenslteveraging
YBU: Yogun bakim unitesi
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginog®. aeruginosa hastane ortaminda sik gérulmesi,
mortalitesi yuksek infeksiyonlara neden olmasi weldn fazla antibiyotik grubuna
farkli mekanizmalarla diren¢ ggtirebilmesi nedeniyle hastane infeksiyonu etkenleri
arasinda onemli bir yere sahiptir (Arman ve Uca@04). P. aeruginosasularinda
hiicre duvari ¢ membran gecirger@inin azalmasi ve yapisal aktif pompalama
sistemleri dgal direncte rol oynamaktadir (Pechere ve KohleQG20Oncul, 2004).
P. aeruginosala kazanilmy diren¢ mekanizmalari arasinda en yaygin olami beta-
laktamaz salgilanmasidir ve direncte o6nemli rol asgaktadir (Karadenizli ve
Vahabglu, 2004).

Beta-laktamaz Uretimi, 6zellikle grawegatif bakterilerde beta-laktam grubu
antibiyotiklere direncte dnemli bir mekanizmadirdg, 2006). Plazmit kaynakl beta-
laktamazlar (TEM-1, TEM-2 ve SHV), Bangicta penisilin ve birinci lgak
sefalosporinleri hidrolize edebilen enzimler ikenutasyonlar sonucu gefemis
spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) adi verilen . &kwak sefalosporinleri de
hidrolize edebilen enzimler ortaya cilgtm (Sirot, 1995). Bu enzimi sentezleyen
izolatlar sefotaksim, seftazidim, seftriakson vetreanam gibi yeni kgak beta-

laktamlara ve ayrica gier grup antibiyotiklere de direng gostermektedin¢@, 2004).

GSBL'lerin ¢cggu TEM veya SHV’'den koken alan enzimlerdfER-L enzimi
ise TEM ve SHYV tirevi enzimlerden farkli olarak eblikle hastane infesiyonularda sik
olarak kasilasilan gram-negatif non-fermentatif bakterilerde luhakta ve penisilin,
tikarsilin, seftazidim gibi anti-psddomonal antibtiklere direngten sorumlu
tutulmaktadir (Erac ve Gilay, 200PER4 enzimi Turkiye'ye 6zglu bir enzim olarak
Pseudomonaspp ve Acinetobacter spp’lerde gortulmektedir ve ilk kez bir Tark
hastanin idrar 6rggnden izole edilerP. aeruginosasusunda tanimlanngtir (Danel et
al., 1995; Erag, 2006).

TEM ve SHV grubu enzimlerden yapisal olarak fadiier bir enzim grubu
olan OXA enzimleri, Dgu Avrupa ulkeleri ve Ozellikle Turkiye'ye 6zgu ender
olarak bildiriimektedirler (Bush, 2001). OXA tipi &BL'ler balica P. aeruginosala



bulunurlar. Bu grup enzimlerin ortak 0Ozelliklerimaisilin, sefalotin, oksasilin ve
kloksasiline diren¢ kodlamalari, klavulanik asittenibe olmamalari ya da cok glik
dizeyde inhibe olmalari ayrica, Uclncusdu sefalosporinleri dgsik derecelerde
hidrolize edebilmeleridir (Bush et al., 1995; Brawif, 2001). OXA-10 tipi GSBL
enzimleri olarak ayrilan buyuk alt grupfaXA-10’un turevleri olaralOXA-11, OXA-13,
OXA14, OXA16, OXA17, OXA19 ve OXA28 bulunmaktadir (Poirel et al., 2004).
OXA11l, OXA13, OXA14, OXA16, OXAL7 ilk olarak Ulkemizde tespit edilen beta-
laktamaz turleridir véDXA-17’nin sefotaksim, gerlerinin de seftazidim direncine yol
actiklarn gosterilmtir (Hall et al., 1993; Danel et al., 1997).

Molekdler tiplendirme yodntemleri erken tani ve iamkrobiyal direncin
saptanmasinin yanisira, infeksiyon kontroli acesinen dnemli katkiyr epidemiyoloji
alaninda sglamaktadir. Tur dizeyinde belirleme, infeksiyon tahginin etiyolojisini
tanimlamada yeterli olabilmektedir ancak, izolelediayni tur icindeki bircok sun
epidemiyolojik yonden birbiriyle ifkisinin olup olmadginin da saptanmasi
gerekmektedir. BoOylece etkenin transmisyon dirgami ve konak igindeki
etkilesimlerini daha iyi tanimlamak muamkin olabilmekte@iompson, 2000). Genel
olarak epidemiyolojik yonden gkili izolatlar, klonal olarak da igkili olup ortak bir

kaynaktan kdken alirlar (Durmaz, 2001).

Bu bilgiler siginda; argtirmamizda hastane infeksiyonlarindan elde edilen
seftazidim direncliP. aeruginosaswlarinin antibiyotik direncinde rol oynaydPER-L
ve OXA-10 grubu geniemis spektrumlu beta-laktamaz enzimleri kodlayan gen
bdlgelerinin saptanmasi ve bu enzimlerin genotipier tespit edilmesi,PER1 ve
OXA-10 grubu enzim duUreten izolatlarin klonal yakinirkian ve epidemiyolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmaktadir. Farkiolekdler tiplendirme yontemleri
kullanilarak etkenlerin hizli ve guvenilgekilde tanimlanmasi ile skar arasindaki
klonal iliskinin analiz edilmesinin, gl direngli etkenlerin neden olgu tedavi
basarisizlginin  engellenmesi ve hastane infeksiyonu olgularirkontrol altina

alinmasina katkl gtayaca& distinulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Dogada yaygin olarak bulunan, insan vegedi memelilerin gastrointestinal
sisteminde hastalik yapmaksizin bulunabilen gragatie nonfermentatif, aerobik basil
olan P. aeruginosa Pseudomonadaceae ailesindBseudomonaginsinin en 6énemli
nozokomiyal patojeni ve en iyi tanimlangntiradir (Baron ve Finegold, 1990;
Bilgehan, 1995; Erdem, 1999; Ciragil ve ark., 200&habglu ve Akhan, 2002).
Onceden bu cinste bulunan bakteriler rRNA homadjile gore be gruba
ayrilmaktayken, son yillarda siniflandiriimalarnygen dizenlenngiir (Erdem, 1999).
Boylece, 0OncedenPseudomonascinsinde bulunan tirlerin ga Acidovorax,
Brevundimonas, Burkholderia, Comamonas, RalstoSi@notrophomonasinslerine
aktariimstir. Pseudomonasinsi, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putita, P. vardhi
monteilii, P. stutzeri, P. mendocina, P. pseudoaemes, P. luteola ve P.
oryzihabitansolmak Uzere yakkak 10 tirl icermekte v@. aeruginosau tirler iginde
en sik izole edilen bakteridir (Murray et al., 2082ska ve Gilligan, 2003). Distile suda
bile cgzalabilecek kadar minimal besin maddesine ihtiyagnusi, sicaklik dahil farkl
fiziksel sartlara uyum gostermesi firsatgci patojen olarak niineol oynamasina
yardimci olur (Brooks, 1998)P. aeruginosasuwlari dezenfektan ve sivi sabunlar,
temizlik maddeleri, hasta odalarindaki gicekleri dpiogok ortamdan izole edilrgierdir
(Baron ve Finegold, 1990; Vahadlo ve Akhan, 2002).

2.1.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosagrob ve sporsuz, ortalama 0.5-0.8 um boyunda,
diuz ve hafif kivrik gram-negatif basillerdir. Milskop altinda tek tek, cift ¢ift veya kisa
zincirler seklinde gorulebilir (Erdem, 1999; Bilgehan, 200@ll&ck, 2000; Kiska ve
Gilligan, 2003). Rutinde kullanilan boyama yoOntenyle kolay boyanir bir ya da
birden fazla polar konumlu kirpe sahiptir ve bu nedenle ¢ok hareketlidir (Vahzipo
2000; Bakir, 2002)Sekil 2.1'de morfolojik yapisi gosteriimektedir. Edkiltirlerinde

ve antiseptik maddelerin bulunglu ortamlarda kisa veya c¢ok uzun, deforme ve



hareketsizsekilleri gorulebilir (Erdem, 1999; Bilgehan, 200@pllack, 2000; Kiska ve
Gilligan, 2003).

Sekil 2.1.P. aeruginosanin morfolojik yapisi

(http://www.biomarker.cdc.go.kr/pseudomonasaerugihos

2.1.2. Kilttr Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosan organik treme faktorlerine gereksinimi yoktur
(Pollack, 2000). Zorunlu aerob olarak bilinmesiagmen nitrat ve arjinin varginda
bunlar terminal elektron alicisi olarak kullanaeataerob kgullar altinda da treyebilir
(Pitt, 1998; Kiska ve Gilligan, 2003)reyebilmek icin oksijene ihtiya¢c duygundan
sivi besiyerlerinde ylzeyde zar gluwracaksekilde ¢@alir ve zarin hemen altinda mavi-
yesil pigment olwyturur. Laboratuvarlarda triptik soy agar, koyun lkaagar, cukulata
agar, Mueller Hinton agar (MHA), endo agar ve Mamnkey gibi besiyerlerinde 30-
37°C’de kolaylikla treyebilir fakat 4C’de tUreyemez, 42'de lreyebilme 6zeli diger
Pseudomonasurlerinden ayrilmasinda 6nemli bir 6zelliktir (Bar, 1990; Bilgehan,
1995; Brooks et al., 1998; Erdem, 1999; Bilgeh&9® Vahabglu ve Akhan, 2002).

Laboratuvar keullarinda rutinde kullanilan butin besiyerlerindeldyca
Ureyerek 24-48 saat inkilbasyon sonunda izole eliileb (Erdem, 1999; Pollack,
2000; Vahabglu ve Akhan, 2002)izolatlarin ¢@gu kanlh agarda beta hemolitiktir ve
tipik yesil metalik parlaklik olgturur (Pitt, 1998; Erdem, 1999; Kiska ve Gilligan,
2003).



Bu bakteri, kati besiyerlerinde fwa 3 tip koloni olgturur. Tip 1 koloniler;
yuvarlak, mat yilzeyli, ortasi kabarik, 2-3 mm capaki kolonilerdir ve klinik
materyallerden UretileR. aeruginosdar daha ¢ok bu tip kolonileri oftururlar. Tip 2
koloniler; kucuk, kabarik, koliform kolonilere besrir. Tip 3 koloniler ise R koloni
formundadir. Bu formlarin ginda mukoid, ciice, jelatindz koloniler de gorulebiTip
1 ve 2 koloniler, tuzlu suda homojen suspansiyagtoturken tip 3 koloniler graniler
suspansiyon oktururlar. Mukoid koloniler, siklikla kistik fibrosli hastalarda
gorulmekle birlikte, bazen ger kronik akcger hastalii olan kkilerdeki pulmoner
infeksiyonlarda veya kateter kullanimina gha sekonder ge§en Uriner sistem
infeksiyonlarinda da gorulebilirler. Siklikla kistiibrozisli hastalarin balgamindan izole
edilen ciice koloniler, 48-72 saat inkiibe edilmedéale dgerlendirilemezler (Pitt,
1998; Bilgehan, 2000; Kiska ve Gilligan, 2003).

P. aeruginosabir kiltirde koloni varyantlarinin bir karmini oluturabilir ve
karisik bir bakteri kdltirt izlenimi verebilir. Bu kolartipleri, farkli biyokimyasal
Ozellik ile enzimatik aktiviteye ve farkli antibiti&@ duyarllik paternine sahip olabilir.
Ozellikle kistik fibrozisli hastalarda siklikla gien bu kamgik koloni varyantlari
antibiyotik duyarhlik testlerinde sorun ghurabilir (Brooks et al., 2001; Kiska ve
Gilligan, 2003).

MacConkey agarda, laktoz negatif koloniler stlmurken, buyyonda ylzeyde
zar yapmak uUzere bol ve homojen urer, zarin henlBnda mavi-ygil pigment
olusumu goralur (Bilgehan, 2000; Forbes et al., 2005kl ve Gilligan, 2003). Bu
Ozellik P. aeruginosadentifikasyonunu dgrular ve kulturlerin ¢gunda, triptofandan
2-aminoasetofenon Uretimine ghia olarak tath ve Uzim benzeri koku elurmasi
karakteristik 6zellidir (Pitt, 1998; Erdem, 1999).

2.1.3. Secici Besiyerleri

Setrimid, asetamid, nitrofurantoin ve 9-chloro-@ttliylaminphenyl-10-phenyl
acridin iceren besiyerleri, 6zellikle nozokomiyRseudomonasnfeksiyonu gekme

riski taslyan hastalarda ve bu nedenle gastrointestinalnkodsyonun onem gadig



durumlarda kullaniimaktadir (Pitt, 1998; Bilgeh&®02; Vahabglu ve Akhan, 2002;
Kiska ve Gilligan, 2003).

2.1.4. Pigmentleri

P. aeruginosala, piyosiyanin, piyoverdin veya floresein, piybm ve
piyomelanin olmak Uzere en az dort farkli pigmeatimlanmgtir (Pitt, 1998).P.
aeruginosaya 6zgu bir pigment olapiyosiyanin, mavi bir fenazin boyasi olup suda ve
kloroformda ¢6zindr. Bu pigmentin glumu Ureme ortamina pladir ve P. aeruginosa
kokenlerinin  %90’indan fazlasinda bulunmaktadir Ig8nhan, 2000). Piyoverdin,
kloroformda c¢Ozinldp suda c¢Ozinmeme 06gelile piyosiyaninden ayrilmaktadir.
Fluorescein pigmentiniP. aeruginosdar olarak bilinen grubunP. fluorescens, P.
putita, P. veroniive P. monteiliigibi diger tyeleri de olgturabilir. Kultirlerde sarimsi
renk olyturur fakat ultraviyole stk altinda sari-ygl veya sari-kahverengi olarak
goralur (Pitt, 1998; Bilgehan, 2000; Forbes et 2002; Kiska ve Gilligan, 2003). Bazi
turler, parlak kirmizi ve suda eriyen pigment opayorubin olwtururlar. Baglica idrar
ve kistik fibrozis hastalarinin balgam 6rneklenmak tzere klinik izolatlarin %2’si bu
pigmenti dretirler. Piyomelanin ise kahverengi-iylair pigmenttir veP. aeruginosa
izolatlarinin ancak %1’den azi tarafindanstiuulur (Pitt, 1998).

Mueller-Hinton agar veya triptik soy agar gibi bog@rmeyen besiyerlerinde
degerlendirilen pigmentasyon alumu, kulttrler inkiibatorden cikarilip oda isisinda
(18-22°C) 3-4 saat bekletilginde artmaktadir (Pitt, 1998; Bilgehan, 2000; Fsrie¢
al., 2002).

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

P. aeruginosakarbonhidratlari fermente etmgthden glukoz, ksiloz gibi
sekerlere oksidatif etki gdsterirken maltoz, laktee sukroza etki etmezndefenol
oksidaz, katalaz, sitrat, L-arjinin dihodralaz pidken, L-lizin dekarboksilaz ve L-
ornitin dekarboksilaz negatiftiindol ve hidrojen sulfir okiurmaz, metil-kirmizisi ve

Voger-Proskauer testi ise olumsuzdur. Nitratlardan olgturur, jelatini hidrolize eder



ve potasyum siyanur'e direnclidir (Erdem, 1999; &K, 2000; Bilgehan, 2000;
Bilgehan, 2007).

2.1.6. identifikasyonu

Klinik érneklerden izole edilef®. aeruginosadkenlerinin %95’inden fazlasi
tipik buyuk beta-hemolizli koloni gérinimune, kemeliozgu tatli ve GzUm benzeri
kokusuna, pyocyanin Uretimi ile kolonilerin 10 samiicinde oksidaz pozitif olmasina
gore pozitif olarak tanimlanir (Koneman et al.,, 199Murray et al., 2002).
P. aeruginosa42 °C’ de Ureyebilme 6zeli ile diger tiplerinden ayrilir (Kiska ve
Gilligan, 2003).

P. aeruginosaiin mukoid veya clce koloni afiwran varyantlarin gaunun
pigment olgturmamasi, atipik biyokimyasal profil gostermesi \®yokimyasal
reaksiyonlarinin ge¢ ojmasi identifikasyonlarini zogarir. Negatif sonu¢ verilmeden
once 7 gun bekletiimesi gerektiden, biyokimyasal testlerdeki bu yavaktivite ticari
sistemlerle identifikasyonu da onler. Kirpik boyarp@dntemi ¢gu kez identifikasyon
icin gerekli dgilken bu olgularda yararli olabilir (Koneman et, d997; Forbes et al.,
2002).

Pseudomonas spp. identifikasyonunda, gao laboratuvarda geleneksel
yontemlerden hga ticari sistemler kullanmaktadir. Glukozu fermeeetmeyen gram-
negatif basillerin identifikasyonu icin g#i ticari sistemler geltirilmistir. Bunlar;
Vitek Gram-negatif ID (GNI) ve APl 20NE (bioMeriewitek), N/F ve RapID NF Plus
(Remel, Inc., Lenexa, Kans.), MicroScan W/A Neg ®ornPanel (Dade Behring Micro
Scan, Inc., Deerfield, 1ll.) ve Crystal E/NF (BDdginostic Systems, Sparks, Md.) gibi
sistemlerdir (Kiska ve Gilligan, 2003).

2.1.7. Epidemiyoloijisi

P. aeruginosa 6zellikle insan ve hayvan atiklari ile kontamioeganik
materyal iceren 1lik nemli yerlerde, su ylzeyleantbprakta ve bitkilerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Kiska ve Gilligan, 2003). Dezenfelkaa dahil olmak tzere ¢ok farkli

yerlerden izole edilebilir, Gremesi icin ¢cok az ipesaddesine ihtiyac duyar ve distile



su icinde bile treyebilirP. aeruginosa’nindrkli fiziksel kagullara ¢ok kolay uyum
gostermesi, bircok antibiygie ve dezenfektanlara direngli olmasi etkili birsétgi

patojen olma 6zelii kazandirir (Pollack, 2000; Turgut ve ark., 2002).

P. aeruginosa & olmamakla birlikte sgikli insanlarin normal florasinda da
bulunur. Dgada oldgu gibi vicutta da nemli bélgelerde kolonize olngdimindedir.
Kolonizasyon orani; deride %0-2, burun mukozas@a3.3, b@az mukozasinda % O-
6.6, gaitada diyetten etkilenmekle birlikte %2.6t@4 Hastanede yatan hastalarda her
bir drnekteki kolonizasyon orani %50'ye kadar cikiadir (Pollack, 2000).

Hastanelerde salginlara yol &ptidan ve kistik fibrozisli hastalarda ager
infeksiyonlarindaki rolinden dolayi, epidemiyologkatirmalar icin ¢eitli tiplendirme
sistemleri geftiriimistir.  Serotiplendirme, antibiyogram, faj tiplendirmeve
biyotiplendirme gibi geleneksel metodlar, kdkemetam olarak tiplendiriimesinde
yeterli olamamaktadir. GuUnumuzde ribotiplendirmatten standart olarak kabul edilen
“pulsed-field jel elektroforez” (PFGE) ve polimerancir reaksiyonu (PZR)’na dayal

molekiler yontemler bu metodlarin yerini agtm (Kiska ve Gilligan, 2003).

Son yillardaPseudomonasifeksiyonlarinin hastane ortaminda gittikge artti
g6zlenmektedir (Tuncer ve Akova, 1997). gd&k calismalarda, hastane
infeksiyonlarindan %8-25 oraninda bu bakterininusdu oldyu gosterilmgtir.
Ozellikle, Yosun Bakim Uniteleri (YBU) ve nétropenik hastalarinulimdugu
servislerde daha sik olarak gorilmektedir (Usl@2802). Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde “National Nosocomial Infections Surveillze System” (NNIS)
calismalarinin  1990-1996 yillari arasindaki hastane ksif@nu verilerine gore;
pndmonilerde ikinci (%17), Uriner sistem infeksiyamnda tc¢lncu (%11), cerrahi alan
infeksiyonlarinda dérdiincti (%8) ve bakteriyemilergiedinci sirada (%3) izole
edilmistir. Pseudomonasnfeksiyonlarinin tim hastane infeksiyonlarinda ssinci
sirada (%9) oldgu bildirilmistir (Pollack, 2000).

Asya, Avrupa, Latin Amerika ve ABD/Kanada olmak teedinyanin dort
farkl bélgesinde 1997-2001 yillar arasinda 18868fermentatif gram-negatif izolatin
degerlendirildigi SENTRY calsmasinda, Pseudomonaslar %64.5 oraninda en sik izole

edilen nonfermentatif gram-negatif basil olarakdiilmistir (Jones et al., 2003).



Ulkemizde ise hastanemizin de dahil gidusekiz hastanenin YBU’ lerinden
izole edilen gram-negatif bakterilerin grlendirildigi cok merkezli bir cakmada,P.
aeruginosa24.6 orani ile en sik izole edilen gram-negatktba olarak bildirilmgtir
(Aksaray ve ark., 2000). Yine hastanemizin de dathidusu 16 hastanenin YBU’
lerinden, son 5 yillik verilerin gerlendirildigi calismada iseP. aeruginosa’niro28.2
orani ile en yaygin gram-negatif bakteri gidubelirlenmitir (Leblebiciczlu ve ark.,
2002).

2.1.8. Patogenezi

P. aeruginosafirsatci bir patojen olarak kabul edilmekte vegldd kisilerde
nadiren infeksiyona neden olmaktadmmiinitesi sglam konakgilarda infeksiyona yol
acan bakterilerde gortlen virllans faktorlerinirggoa sahip olmasina daen firsatci
bir patojen olmasidir. Bu 6zellnin muhtemelen infeksiyon ggumu icin gerekli olan
ilk asamalari gecmedeki yetersiihden kaynaklangh distinulmektedir (Salyers ve
Witt, 1994; Erdem, 1999; Pollack, 2000).

P. aeruginosa infeksiyonlarinin olgmasi icin  konak¢li  savunma
mekanizmasinin ggsmis olmasi gereklidir (Delden ve Iglewski, 1998). Gékle
yanikli hastalarda, kanser kemoterapisi alanlartly infeksiyonu olanlarda,
notropenik hastalarda, uzun sire gespektrumlu antibiyotik kullanimiyla mikrobiyal
florasi degisenlerde, savunma mekanizmalarindgiglklik olanlarda ve uriner kateter
veya entubasyon uygulananlarda infeksiyonlara nedieraktadir (Piddock ve Turner,
1992).

Pseudomonas infeksiyonlarinin  patogenezinde invazig toksijenik
ozelliklerinin her ikisi birlikte rol oynar.infeksiyonlar bakteriyel kganma ve
kolonizasyon, lokal invazyon, yayillma ve sistemikstalik seklinde U¢ samada

gerceklgir (Delden ve Iglewski, 1998).
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2.1.9. Virulans Faktorleri

P. aeruginosain virulans faktorleri arasinda; pigment, hemiilier,
ekzotoksin A, ekzoenzim S, proteazlar (alkali paatee elastaz), yluzey adezinleri ve
aljinat gibi yapilar sayilabilirSekil 2.2’de virtlans faktorler gosterilmektedir. BEar
bakterinin konga yerlemesine ve korga ait hicreleri hasaragtatmasina yardimci
olurlar (May et al., 1991).

Pilus
a
Flajel LPS
Aljinat/biofilm \ Ekstraselltler yapilar
-Proteazlar:
Non-pilus adezinler e LasB elastaz

» LasA elastaz

e Alkalin proteaz
-Hemolizinler

* Fosfolipaz C

* Ramnolipid
-Ekzotoksin A
-Ekzoenzim S

Sekil 2.2.P. aeruginosahin virtilans faktorleri

2.1.9.1. Ylzey Adezinleri

P. aeruginosanin yluzeyinde pili ve nonpili hiicre yizey kompoten olmak
Uzere iki tip protein adezini tanimlangnr. Bunlardan biri polar yapidaki pili veya
fimbriya, digeri ise aljinat veya mukoid ekzopolisakkarittir (Bas ve Witt, 1994;
Erdem, 1998). Bakterinin pili aragilh ile tutunmasi, immun sistemi baskilagmi
hastalarin Ust solunum yollarinin kolonizasyonuriseem kazanirken aljinata #a
tutunma, mukosiliyer atilmin  hasar gorgnialt solunum yollarinin  epitel
kolonizasyonunda ilk basara olusturmaktadir. P. aeruginosanin mukoid sulari
hasar gormergi normal trakeal epitel hicrelerine nonmukoidlardan daha fazla
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miktarda bglanir (Doig et al., 1989; Baron ve Finegold, 19®Enton ve Wilcox,
1997).P. aeruginosailileri epitelyal yizeylere hdanirken musine ganma nonpilus
adezinlerle sglanir (Salyers ve Witt, 1994).

2.1.9.2. Aljinat (Mukoid Ekzopolisakkarit)

P. aeruginosain aljinati anyonik bir polisakkarittir ve antgasitik etkiye
sahiptir. Bu etki notrofillerin kemotaksisinin ifhisyonu, komplemanin alternatif
yoldan aktive olmasi ve bakteriye kar zayif opsoninlerin olgmasindan
kaynaklanmaktadir (Pitt, 1989).

P. aeruginosamukoid ekzopolisakkarid veya glikokaliks olarak Hdinen
bircok fonksiyona sahip polisakkarid bir kapsul splwur. Kapsul, aljinat adi verilen

tekrarlayan yapilarda mannuronik asit ve glukuraskten olgur (Pollack, 2000).

2.1.9.3. Pigmentleri

P. aeruginosa&dkenlerinin biyuk cgunlugu yssil renkli floresein ve turkuaz
mavisi renkli piyosiyanin pigmenti ojturur (Baron ve Finegold, 1990; May, 1991,
Otkun, 1998). BazP. aeruginosasuslarinin ise sari renkli piyoverdin, kirmizi renkli
piyorubin veya kahverengi piyomelanin pigmenti yklairr saptanngtir. Bu sylar
besiyerlerinde sari-y#, mavi-yesil, kirmizi, mor ya da kahverengi tUremeleriyle ayir

edici 6zellik kazanirlar (Baron ve Finegold, 1980gehan, 1995; Brooks et al., 1998).

2.1.9.4. Hemolizinler

Fosfolipaz C ve ramnolipid?. aeruginosaiin hemolizinleridir. Fosfolipaz C,
Istya duyarli bir protein, ramnolipid ise isiya dagkli bir glikolipiddir. Bu ikisi
sinerjistik hareket ederek lipidleri ve lesitini dama wratirlar. Nekroz yaparak
bakterinin doku invazyonuna yardim ederler ve dkell ramnolipid, solunum
sisteminde silier aktivitenin inhibisyonuna nedenro(Erdem, 1999; Murray et al.,
2002).
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2.1.9.5. Ekzotoksin A

P. aeruginosaiin patojenik kdkenleri tarafindan uretilen Ekzaiok A;
kornea, yanik, yara ve aker infeksiyonlarinda en dnemli virtlans faktorlelem
birisidir (Murray et al., 2002). Ekzotoksin A'nin anositlerden toksik oksijen
radikallerinin salinimini artirmasi bu bakteri éefekte hastalarda afan kronik akaier
infeksiyonlarinda doku hasarina neden olmaktadronk akcger infeksiyonlarinda
bakterinin nonmukoid fenotipinin mukoigekle donigmesi sonucu kandaki ekzotoksin
A’nin miktari geriye donglimli olarak belirgin birsekilde azalmaktadir (Que ve
Woods, 1987; Baron ve Finegold, 1990; Woods etl8191). Ekzotoksin A, adenozin
difosfatin transferini katalize eder, ayrickal doku hasarindan, bakteriyel invazyondan
ve muhtemelen immunsupresyondan sorumludur. Elgogadaktor-2 (EF-2) vyi
inaktive ederek protein sentezinin inhibisyonunahiiere 6limine neden olmaktadir
(Delden ve Iglewski, 1998; Erdem, 1999).

2.1.9.6. Ekzoenzim S

Ekzoenzim S; Ekzotoksin A gibi bir adenozin difdsféozil transferazdir.
Hedef proteini tam olarak tanimlanamaneimakla birlikte epitelyal hicre hasarina,
doku invazyonuna, bakteriyel yayllima ve nekrozdemeolur (Erdem, 1999; Murray et
al., 2002). Sadece ekzotoksin A veya ekzoenzimugurhn syglara gore her ikisini de
olusturan sglarla enfekte olan hastalarda mortalite orani daheektir. Ekzoenzim S
olusturan sglarla olwan infeksiyonlarda mortalitenin daha yiksek olmbsi,enzimin
P. aeruginosanin etken oldgu progresif pulmoner patolojide 6nemli rol oynadi
gostermektedir (Sokol et al., 1981; Woods ve Sak®85; Baron ve Finegold, 1990).

2.1.9.7. Proteazlar

Alkali proteaz ve elastaZ. aeruginosanfeksiyonlarinin patogenezinde rol
oynayan jelatini, kazeini, laminini ve immunoglolmhéri parcalayan proteazlardir.
Elastaz, alkali proteazdafarkli olarak albumin, fibrin ve elastini de pargadaktadir
(Wretlind ve Paulovskis, 1983; Colin et al., 1998gci ve ark., 2002). Las-A (serin
proteaz) ve Las-B (cinko metalloproteaz) elastazkinerjistik etkiyle elastanin

yikimina neden olurlar, deri, aker ve korneada nekrotizan etkiye sahiptirler (Myrra



13

et al.,, 2002). Elastazlar kan damarlarindaki irderelastik laminayl yikarak
hemorajilere neden olurlar, ayni zamandseudomonasepsisinde gorulen ektima
gangrenozumdan da sorumludurlar (Vah#dbove Akhan, 2002).Alkalin proteaz,
elastazlara benzegekilde doku yikimina ve bakterinin yayllmasina med&ur (Murray
et al., 2002).

2.1.9.8. Endotoksin

P. aeruginosada bulunan lipopolisakkarid endotoksin dnemli hicte duvari
antijenidir. Endotoksinin lipid A komponenti, sepssendromundaki g#li biyolojik

etkilerden sorumludur (Murray et al., 2002).

2.1.10. Klinik Onemi ve Olu sturdu gu infeksiyonlar

P. aeruginosa,ylzeyel bir deri infeksiyonundan fulminan sepsisadd
degsisen cok cgitli infeksiyonlara neden olabilir (Kiska ve Gilegp, 2003).
Infeksiyonlari, yiiksek mortalite ile seyreder (Vabgh, 2000).

Notropenili ve mekanik ventilasyonlu hastalardaknomonilerde, Kkistik
fibrozisli hastalardaki akut alevlenmelerde, HI¥ ihfekte ksilerdeki infeksiyonlarda,
intraventz ilac b@amhsi olanlarda prostetik kapak endokarditlerindéiabetik
hastalardaki malign otitis eksternalarda, kafatdsazisi kiriklarinda, cerrahi
operasyonlari sonrasi g@hn beyin abselerinde, nozokomiyal menenjitlerdez go
cerrahisi ve kontamine lens kullaniminaglaendoftalmitlerde, osteomyelitlerde,
siddetli yaniklardaki yumgak doku infeksiyonlarinda ilk planda dintlmesi gereken

onemli patojenlerden birisidir (Giamarellou, 2002).
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2.1.10.1. Solunum Yolu infeksiyonlari

Solunum yollarinin ilk kolonizasyonu nonmukollseudomonasulariyla
olmakla birlikte, bazi cevresel kallarin baskisi altinda bu gar mukoid fenotipe
donigerek akcger infeksiyonlarinda dominant hale gegcmektedirigehultz ve Mdller,
1974; Mc Awoy et al., 1989; Baron ve Finegold, 199®@. aeruginosain mukoid
swslan kistik fibrozlu hastalarda 1 ya altinda %21 oraninda, 26 sya Uzerinde ise
%80’e kadar ygla birlikte artan oranda alt solunum yolu infeksiyma neden olur.
Progresif akgier infeksiyonu olgmasindaP. aeruginoséritik bir role sahiptir (Baron
ve Finegold, 1990; Bilgehan, 1995; Vahghove Akhan, 2002).

P. aeruginosanin aljinat dretimiyle olgturdugu biyofilm, kronik akcger
hastanin immun sistemine ve bircok antibigetikagl korunmy olur. Biyofilm
olusturan bakteriler antibiyotiklere daha direnclidirleve e&er bakteri biyofilm
olusturmussa antimikrobiyal ilaglarin minimum inhibisyon kargrasyonu dgerleri
100 ila 1000 kat artabilir (Wozniak et al., 2003tajgper et al., 2004). Mukoid
P .aeruginosaulari ile enfekte kistik fibrozlu hastalarin brayal sivilarinda bulunan
immun komplekslere @ doku hasarinin yani sira, fagositik hicre vetéalorijinli
proteolitik enzimler de doku hasarina neden olabktedirler (Baron ve Finegold,
1990; Nivens et al., 2001; Stapper et al., 2004).

2.1.10.2. Septisemi¥Yenidasanda, AIDS ve kanser hastalari gibi immunosupriéesgf
alan bireylerde, yara veya yanik gibkite lokal infeksiyonlardan kaynaklanarak ortaya
ctkmaktadir ve 6lum orani ¢ok yuksektir. Hastalilasinda vezikil, bil ve sonunda
ektima gangrenozum adi verilen hemorajik ve nekrgtralar seklinde doktntiler
gorultr. Bunlarin  olgumu kapiller damarlardakiP. aeruginosdarin deriye

lokalizasyonu ile gercek$e (Baron ve Finegold, 1990; Bilgehan, 1995).
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2.1.10.3. Endokardit: P. aeruginosaprotez kalp kapana ve ila¢ bamlilarinda ise
dogal kalp kapgina yerlgerek enfektif endokardite neden olabilmektedir.klispid

kapak tutulumu daha sik olmakla birlikte pulmorartik veya mitral kapak tutulabilir
(Baron ve Finegold, 1990; Vahadlo ve Akhan, 2002).

2.1.10.4. Menenjit: Cogu kez lomber ponksiyon ya da anestezi sirasindsebaia
kontamine gne veya eriyiklerle BOS’a verilmesi sonucunda salu &ir purilan
menenjit gelir. Septisemi sirasinda kan yolu ile bakterinin mkslere ulamasi da
menenjite neden olabilmektedir (Baron ve Fineg@lRRO; Bilgehan, 1995; Vahadlo
ve Akhan, 2002).

2.1.10.5. Yanik ve yara infeksiyonlari:Cssitli yollarla bulasan bakteriler yara ve
yaniklarda lokal ve gau kez mavi ygl renkte puyseklinde gorilen infeksiyonlara
neden olur. &ir yaniklarda deride hakim olan gram pozitif floyarini gram negatif
comaklara ve Ozellikle®. aeruginosya birakir. Yanikli hastalardakPseudomonas
sepsisinde tedavideki tim gghelere kagin mortalite %78 gibi ¢ok yuksek bir
orandadir (Baron ve Finegold, 1990; Bilgehan, 192habglu ve Akhan, 2002).

2.1.10.6.idrar yolu infeksiyonlari: Bulasma ¢c@u kez yatan hastalard® aeruginosa
ile kontamine sonda veya sistoskop gibi aletlemignilmasi sonucu ogur. Sistit ve
bakterilerin yukari idrar yollarina ufmalari sonucunda nozokomiyal piyelit ve
piyelonefrit gelsir (Baron ve Finegold, 1990; Vahatio ve Akhan, 2002).

2.1.10.7. GOz infeksiyonlari: Penetran travma sonrasi gbtze yabanci cisim veya
kontamine damlalarin damlatiilmasi ile konjonktivkeratit, dakriyosistit, blefarit ve
panoftalmit gibi g6z infeksiyonlarseklinde geljebilen ve bazen gdérme kaybi ile
endoftalmite neden olabilen infeksiyonlardir. Kantae kozmetik Urlnler, kontakt
lensler ve lens soliisyonlarigéam gozde bile bu tir infeksiyonlarin eiaasina neden
olabilmektedir ve yenidganda damlacik infeksiyonlari da kekilde sonuclanabilir
(Baron ve Finegold, 1990; Bilgehan, 1995; Vahdbwe Akhan, 2002).
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2.1.10.8. Kulak infeksiyonlari: P. aeruginosadis kulak yolu normal florasinda ender
olarak bulunur. Yaralanma, maserasyon, enflamasyeya surekli nem ortaminda
eksternal otit adi verilen ve kengilnden iyilesebilen tabloya neden olabilir. glikl
olarak yal ve diyabetik ksilerde, kismen de damar hasgalplan kkilerde malign
eksternal otite neden olabilir (Baron ve Finegd@0; Vahabglu ve Akhan, 2002).

2.1.10.9. Kemik ve eklem infeksiyonlari: Hematojen infeksiyonlar genellikle
intravenotz ila¢ baamhlarinda; dUriner sistem veya pelvik infeksiyosonrasinda geir.
Komsuluk yolu ile infeksiyon ise penetran travma, chrrgirisim ya da yumsak doku
infeksiyonu sonrasinda alur (Baron ve Finegold, 1990; Vahaiho ve Akhan, 2002).

2.1.10.10. Gastrointestinal sistem infeksiyonlari: Pseudomonas sepsisi igin
gastrointestinal sistem 6nemli bir girkapisi olgturmaktadir.P. aeruginosabuitin
gastrointestinal sistemde kolonize olabilir ve ykanlarda, hematolojik malinitesi
olanlarda, kemoterapi géren noétropenik hastalanfieksiyona neden olur (Baron ve
Finegold, 1990; Vahalgu ve Akhan, 2002).

2.1.10.11. Deri ve yumgak doku infeksiyonlari: Yanik, travma, dekibit Glserleri
veya dermatit ile butinfiii bozulmy deride nem varfinda, primer diffiz veya
lokalize Pseudomonasedenli deri lezyonlari meydana gelebilir (Baron Riaegold,
1990; Vahabglu ve Akhan, 2002).

2.1.11. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Direnci

P. aeruginosacevre kagullarina iyi uyum sglayabilen, pek¢ok antiseptik ve
dezenfektana kar yiksek seviyeli diren¢ gosterebilen bakterilerdemisidir. P.
aeruginosadis membran lipopolisakkarit icedinin diger gram-negatif bakterilerden
farkli olusu ve biyofilm olgturmasi dortli amonyum bienleri, hekzaklorofenli
sabunlar, iyotlu solisyonlar ve dezenfektanlaraerdii olmasina yol agar (Erdem,
1999; Ozturk, 2002).Pseudomonas’larin dezinfeksiyonunda fenoller ve Dbeta-
gluteraldehit etkili olabilir (Erdem, 1998encan, 2003).
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2.1.12. Antibiyotiklere Direnci

Tum dinyadaP. aeruginosanfeksiyonlarindaantibiyotiklere direng oranlari
artmakta, kullanilacak antibiyotik sayisi gideredhd da sinirlanmakta ve kullanilacak
yeni bir antibiyotik bulunamamaktadir (Quinn, 19%&nberger et al., 1999; Carmeli et
al., 1999; Leblebiciglu ve ark., 2002; Livermore, 2002; Eldere, 2003)yRBce tedavi
edilemeyenPseudomonasnfeksiyonlari giderek artmakta ve ozellikle YBUWiede,
kistik fibrozisli veya infeksiyona duyarli hastadar 6lume neden olmaktadir
(Durupinar, 2001).P. aeruginosala antibiyotiklere direnc hizla ve birden fazla
mekanizmayla gedir (Ozsit ve Gin, 1998). Bu bakterininsitk antibiyotiklere kasi
diren¢g mekanizmalari Tablo 2.1'de 6zetlegtmi(Gulay, 2003).

Tablo 2.1.P. aeruginosatda ceitli antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari (Gulay)@3)

Etkilenen Antibiyotik Mekanizma

Genilemis spektrumlu | *Indklenebilir Amp C tipi kromozomal beta-laktamazla
sefalosporinler ve

. . . )
monobaktamiar Genglemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

*OprD kaybi ve AmpC tipi enzimingal Uretimi

Karbapenemler A . .
P *Plazmid kokenli metalloenzimler

* Aminoglikozid yapisini dgstiren enzimler

Aminoglikozidler * Aktif pompa sistemleri

*DNA giraz A mutasyonlari

Kinolonlar * Aktif pompa sistemleri

* Aktif pompa sistemleri ve hiicre duvar gecirggimin
Cogul direng

disuk olmasi

2.1.12.1. Dogal Diren¢ Mekanizmalari

P. aeruginosa mpisilin, amoksisilin, amoksisilin/klavulanat, bgi kusak
sefalosporinler, ikinci ksak sefalosporinler, sefotaksim, nalidiksik asitm&thoprim
gibi ¢cok sayida antibiygie dgial olarak direnclidifLivermore et al., 2001). Bu dal
direncte, bakterinin dimembran gecirger@inin az olmasi ve yapisal olarak bulunan
aktif pompalama sistemleri arasindaki sinerji aaahbl oynar (Schweizer, 2003).

Minimal seviyede sentez edilmesinegmaen AmpC tipi beta-laktamazlar; penisilin
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G’ye, aminopenisilinlere, birinci ak sefalosporinlere ve beta-laktamaz inhibitort
kombinasyonlara dgal dirence neden olur (Durmaz vgé\, 2001).

2.1.12.2. Kazanilmi g Diren¢ Mekanizmalari

P. aeruginosaya kagl bazi penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler
monobaktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlaetkilidir, fakat bakterinin

mutasyonel direncegdimi bu ilaglarin etkin kullanimi sinirlamaktadir

Tablo 2.2.P. aeruginosala kazanilny diren¢ mekanizmalari (Livermore, 2002)

Antipsédomonal ilaca etki
Mekanizma Mutasyon Fq Carb- | Pip- | Czid- | Cpm- | Imi | Mero | Agl | Pm
Bdlgesi Tic Azi | Atm | Cpr

Afinite azalmasi
Topoizomeraz Il gyrA r’'R - - - - - - - -
Topoizomeraz IV parC r'R - - - - - - - -
AmpC'ni
derepresyonu

Kismi ampD - R R R r - - - -

Tam ampD+dper - R R R R - - - -
‘Up regulasyon’
MexAB-OprM , R/R R r/R r'R r'R - r - -
MexCD-OprJ Mefodg nalB r/R r'R r/R r'R R - r - -
MexEF-OprN mexqfc(ie nfxc r/R r'R r/R r'R r'R r r - -
MexXY-OprM r/R r'R r/R r'R r'R - r r/R -
Agl transportunun i i i i i i i /R i
azalmasi
OprD kaybi oprD; mexT'de | - ) i i i R " i i

nfxc

Membran i i i i i i i i R
degisikleri

Not: Agl, aminoglycoside;AzIl, azlocillin; Atm, aztreonam;Carb, carbenicillin; Czid, ceftazidime;Cpr, e
cefpirome; Fq, fluoroquinolone;Imi, imipenem; Mero, meropenemPip, piperacilline; Pm, polymyxin; Tic,
ticarcillin; r, duyarllikta azalmaRR, belirgin direng

PSE-1 ile PSE-4'tir ve bu enzimler klasik TEM tgmzimlere benzegekilde
antipsddomonal penisilinlere, sefaperazona ve kefse direng olgtururlar
(Livermore, 2002). Bu enzime sahip izolatlar, killd ds membranda gecirgenlik
azalmasi ve aktif pompa sistemi ile beta-laktamazibitorli kombinasyonlara da

direnc kazanirlar (Livermore, 1995).
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P. aeruginosala, direncte daha fazla g6z 6ninde bulundurulmasekgn
enzimler Tablo 2.3'de verilmektedir(Livermore, 200BunlardanPER-1 enzimi, ilk
kez 1992'de Paris’de bir Turk hastanin idrarindBkiaeruginosada bulunmstur ve
PER4 Ureten kokenler siklikla Tarkiye'den bildiriimedir (Nordmann et al., 1993;
Vahabglu ve ark., 1997). Bu enzimi Ureten kdkenler, saftane direngli, klavulanik
asit ve tazobaktama duyarlidirlar, piperasiline tigik duzeyde direng gosterirler
(Bakir, 2002; Ongen, 2003).

Diger bir enzim grubu olan OXA tipi GSBL'ler de sikik Turkiye'den
bildiriimektedir (Danel et al., 1995; 1997; 1998u enzim grubuOXA-10 mutantlari
olan; OXA-11, -14, -16, -17, -19, -28 ile OXA-2 naati olan OXA-15’i icerir. Tumi
oksiimino-aminotiazolil sefalosporinlere, monobaktara ve penisilinlere direng
olusturur (Livermore, 2002). Seftazidime direnglsgyan OXA tipi GSBL enzimlerinin

tersine, OXA-17 sefotaksim ve seftriakson direncieden olur (Bakir, 2002).

Tablo 2.3.P. aeruginosala bulunan gesgliemis spektrumlu beta-laktamazlar
(Livermore, 2002)

ilaglara direng inhibisyon
Enzimler Bulundugu Ulkeler Kodlandigi Ca'rb- PP Czid cpm Atm fm- Clv Taz
yer Tic Azl -Cpr Mero
PER1 . Turkiye Plazmidler, | o ; R R R s Guglu Zayit
Italya,Fransa,Belcikd Kromozom
Turkiye (OXA-11,
OXA-11, -14.-16), Plazmidler,
-14,-16, Fransa (OXA-19 - integrinler, R R R R R S Zayif | Zayif
-19, -28 28) kromozom
OXA-15 Tarkiye Plazmidler R R R R R S Zayif | Zayf
Plazmidler,
IMp-1-9 | Japonya (IMP-1), integrinler, | R R R R S MR | Yok | Yok
Kanada (IMP-7)
kromozom
italya (VIM-1),
VIM tipi Fransa, Yunanistan, Plazmidler,
enzimler Kore (VIM-2), Integrinler, R R R R s IR Yok Yok
Tayvan (viM-g) | Kromozom

Not: Azl, azlocillin; Carb, carbenicillin;Clv, clavulanateCpm, cefepimeimi, imipenemCzid, ceftazidime;
Mero, meropenemPip, piperacilline;Taz, tazobactamTic, ticarcillin; r, duyarlihkta azalmalR, belirgin direngli;
S, duyarh



20

2.2. Antipsbdomonal Antibiyotikler

Ureidopenisilinler gibi bazi penisilinler, seftairid ve sefepim gibi gegi
spektrumlu Uglinct ve dordincl skl sefalosporinler, karbapenemler, aztreonam,
aminoglikozidler ile kinolonlar,indiklenebilir beta-laktamaz (IBL) enzimi glik
dizeyde sentezlerginde dahi etkinliklerini koruyabildiklerinden ansppdomonal
antibiyotikler olarak adlandirilirlar. Genellikleeyami tehdit eden cidd?. aeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisinde bu ilaglardan ikisinkombinasyonunun kullaniimasi
gerekmektedir (Giamarellou ve Antoniadou, 2001; wWimiim, 2003). Bu grup
antibiyotiklerin etki mekanizmalari tam olarak hitnemekle birlikte, bakteri hiicre
duvari sentezinin sonsamasi olan transpeptidasyonu engelleyerek pepiidog|
sentezini inhibe ettikleri dilintlmektedir. Hlcre duvarinda penisilingteyan protein
(PBP) reseptorlerine Beanirlar. Ayrica, bakteri hiicrelerinde murein hildm denilen
otolitik enzimleri de aktive ederek peptidoglikgrarcalarlar (Colak, 1999; Chambers,
2000).

2.2.1. Sefalosporinler

Bu grup ilaclar, Gcuncl ve dordunci sk sefalosporinlerden bazilarini
icerirler (Giamarellou ve Antoniadou, 2001). Sefgorinler, bir beta-laktam halkasi ve
buna bgli altil dihidrotiazin halkasindan ojurlar (Gulay, 2003). Penisilinler gibi
bakteri hicre duvarinin peptidoglikan senteziniibehederek etkili olurlar (Colak,
1999).

Doérdunctu kgak sefalosporinlerden sefoperazon, sefsulodin itazdim
antipsddomonal aktiviteye sahiptir. Sefsulodin, dgoektrumlu bir Gclinct kak
sefalosporindir vé®. aeruginosaya kagl azlosilin, piperasilin ve sefaperazondan daha
etkilidir. Seftadizim ise en yuksek intrinsik akteye sahiptir (Giamarellou ve
Antoniadou, 2001). Dordunci kak sefalosporinler Gclnci ¢ak sefalosporinlere gore
bazi GSBL’lere daha dayanikhdirlar (Leblebigio, 2003).
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2.2.2. Aztreonam

Astreonam vyapisinda bir beta-laktam halkasina didgka bir halka
bulunmamasi ile ger beta-laktamlardan ayrilir (Gilay, 2003).g&1 beta-laktam
antibiyotiklerle ayni etki mekanizmasina sahipte bglica PBP3’e bglanarak etkili
olur (Alp ve Dganay, 2003). Beta-laktamaz enzimlerinin indiksiymnyol acmaz ve
bu enzimlerin cguna direnclidir (Giamarellou ve Antoniadou, 2001;a0Y ve
Moellering, 2003).

2.2.3. Karbapenemler

Karbapenemler, mevcut antibiyotikler icinde enigestki spektrumuna sahip
beta-laktam antibiyotiklerdir ve gram-pozitif ileagn-negatif bakterilerdeki PBP’lere
baglanarak hiicre lizisine neden olurlar (Yao ve Madtg, 2003). imipenem ve
meropenemin PBP’lere afinitesi bakteri turleri amdsa bazi farklilklar gosterir.
GSBL'ler ve AmpC tipi beta-laktamazlar dahil olmékere cgitli beta-laktamazlarin
hidrolizine dayanikhdirlar (Chambers, 2000; Shah Igaacs, 2003). Meropenemin
kromozomal beta-laktamazlar indikleyici etkisiidgpenemden daha zayiftir (Ozyurt
ve ark., 1998; Giamarellou ve Antoniadou, 200fipenem ve meropenemin etki
spektrumlar arasinda buyik bir fark olmamaklailkigl gram-pozitif bakterilere kgr
imipenem daha etkiliyken gram-negatif bakterilerelikle deP. aeruginosaya kasl
meropenem daha etkilidir (Piddock ve Turner, 199Zhite et al., 1996; Yao ve
Moellering, 2003). Son yillardR. aeruginosdarin beta-laktamlara k@rartan direnci
nedeniyle hastane infeksiyonlari ve 6zel hasta laggonlarinda karbapenemlerin ilk
secenekler arasindagdiniilmesi giindeme gelstir (Bradley et al., 1999; Oh E-J et al.,
2003; Akcay ve ark., 2003).

2.2.4. Kinolonlar

Bakterisidal ajan olan kinolonlar DNA giraz ve tapmameraz IV enzimlerini
inhibe ederek DNA sentezini inhibe ederler (Gul&p02). Klinik kullanimdaP.
aeruginosaya kagl en etkili olan kinolonlar, siprofloksasin ve tefloksasin’dir (Yao
ve Moellering, 2003).
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2.2.5. Aminoglikozidler

Gram- negatif bakterilere kar ribozomlarin 30S alt birimine Bnarak
protein sentezini inhibe eden ve hiicre duvarinrmpabilitesinin bozan bakterisidal bir
etkiye sahiptirler (Colak, 1999; Gur, 2003). Tuige yapilan bir cajmada,
aminoglikozidlere direncli 150 adePseudomonaskdkeni dgerlendirilmis ve
gentamisin direnci %98.6, tobramisin direnci %84afikasin direnci %58.6 olarak
bildirilmi stir (Over ve ark., 2001).

2.2.6. Beta-Laktam Antibiyotikler ve Diren¢ Mekaniz ~ malari

IIk bulunan antibiyotik grubu olan beta-laktamlaapylarina cesitli kimyasal
gruplarin eklenmesiyle etki spektrumlarinin garmesi ve dier antibiyotik gruplarina
oranla yan etkilerinin az ofu gibi nedenlerle tedavide 6n plana ¢ikmaktadirgien,
2002).

Beta-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi “mialéer benzerlik” temeline
dayanir. Penisilin ve sefalosporinlerin molekulapasi, peptidoglikan zincirindeki D-
alanil D-alanin’e yapisal benzerlik gosterir. Budeale, PBP’ler beta-laktam ajanlarla
etkilesip onlari peptidoglikan zincirine eklemeye egalar. Sonucta peptidoglikan
zincirinin sentezi durur ve otolizinlerin devreyéngesiyle hiicre 6lumu gercekie
(Ozgliven, 2002). Géli beta-laktam ajanlarin herbir PBP’e olan afaéri farkhdir ve
birden cok PBP’e hdanma 0Ozellgi nedeniyle bakterisidal aktiviteye katkida buluaur
(Koneman et al., 1997).

Beta-laktam ajanlarin yain kullanimina paralel olarak bu grup antibiyotikle
direncli mikroorganizmalarin sayilari da artmaktatikroorganizmalarda beta-laktam
grubu antibiyotiklere direnc PBP’lerde gan deisiklikler, ilacin hicre icine giginin
kisitlanmasi, aktif pompa sistemleri, beta-laktamazimleri ile ilacin inaktive edilmesi

yoluyla gelsmektedir (Erag, 2006).
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2.2.6.1. Penisilin Ba glayan Proteinlerde Olu san Degisiklikler

Tum penisilin bglayan proteinler bircok beta-laktamazla birlikte efig
peptidaz” ailesinin Uyesidirler. PBP’ler ve bet&tlmazlar, peptidil-D-alanil-D-alanin
yapisindaki beta-laktam molekdilleri ile etkilder ve bunun sonucu beta-laktam halkasi
parcalanir. Beta-laktamazlarin beta-laktam molekiile afinitesi ve reaksiyon hizlar
direncte belirleyici olurken, PBP ile beta-laktajaraarasindaki etkilgm ve afinite ise

swsun duyarhlgini belirler (Rice et al., 2003).

PBP dgisimine bal direng; diguk afiniteli PBP’in kazanilmasi, duyarli
olanlarla daha direncli PBP’in rekombinasyonu, HBP’airi Uretimi, nokta
mutasyonlari ile daha diik afiniteli PBP’in olgumu gibi c¢aitli sekillerde ortaya
ctkmaktadir (Eracg, 2006).

2.2.6.2. Antibiyotiklerin Hiicre icine Giri sinin Kisitlanmasi ve Aktif Pompa

Sistemleri

Bircok beta-laktam antibiyotik, gram-negatif baldtnin icerisine d¢ membran
proteinlerinden olgan porlar yoluyla gegcmektedir. Porinlerin 6zelliklee sayilari ile
antibiyotigin cesitli 6zellikleri (elektriksel yuk, ¢ozunurlik, madkéler buyukluk vb),
beta-laktam antibiyotiklerin hiicre icine girihizini belirlemektedir. OzellikleP.
aeruginos&a gecirgenigin azalmasinin yani sira aktif pompa sistemleradibiyotik
direncinde etkilidir (Gur, 2004). Son yillarda hast infeksiyonu etkeni olarak 6nem
kazananPsedomonas, E.colie Acinetobacterswlarinda ¢oklu antibiyotik direncinden
sorumlu olan aktif pompalar antibiyotik, antisepéil dezenfektanlar gibi yapisal olarak
birbiri ile iliskisiz bilesikleri de taniyarak hicreden atabilen membran paris
proteinleridir. Bunlardan bazilan sitoplazmik meada yerlgmis tek bileenli
tastyicilardir ve substratlarini membranda yakalayahgdr1 atmaktadirlar (Gur, 2004).

2.2.6.3. Beta-laktamaz Enzimleri ile Antibiyotikler in inaktivasyonu

Bu mekanizma beta-laktam antibiyotiklere «adirenc gekiminde gram-
negatif bakteriler tarafindan sik olarak kullaniktzalir. Beta laktamaz enzimleri sabit

bir duzeyde Uretilebildikleri gibi indiklenebilirzéllikte de olabilirler. Gram-negatif
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basillerde genellikle periplazmik argd, gram-pozitiflerde ise gliortama salgilanirlar
(Rice et al., 2003).

2.3. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki sikéiknid b&ini parcalama
Ozellikleriyle beta-laktam grubu antibiyotikleritkenli gini ortadan kaldiran enzimlerdir
(Rice et al., 2003). Bu enzimlerin yap$akil 2.3'de gosterilmektedir.

Sekil 2.3.Beta laktamaz enzimlerinin yapisi

littp://www.biomarker.cdc.go.kr)

Beta laktamazlar, heterojen bir grup protein olmala yani sira bazi yapisal
benzerlikler tarlar ve siniflandiriimalarinda genellikle ki y&m ©6n plana
ctkmaktadir. Ambler siniflamasinda; amino asitldianin benzerlgine gére A, C ve D
siniflari serin beta-laktamazlardan @ltken, B sinifi ise aktivite i¢in ¢inko iyonuna
gereksinim duyan metallo beta-laktamazlardanswlyLivermore, 1995). Enzimlerin
substrat ve inhibitor profilleri gibi géli fonksiyonel 6zellikleri dikkate alinarak yapr
Bush-Jacoby-Mederios siniflamasi 4 ana grup ilgtlicalt gruplardan olgmaktadir
(Bush et al., 1995). Fonksiyonel ve molekuler dkldiine gore beta-laktamazlar, Tablo
2.4'de Ozetlennstir.
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Tablo 2.4.Fonksiyonel ve molekuler 6zelliklerine gére bedtamazlar

Fonksiyonel | Molekuler Oncelikli Substrat Ornek Enzimler
Grup Sinif
1 c Sefalosporinler Kromozomal ve pla;mlt kokenli
AmpC tipi enzimler
2a A Penisilinler Gram po_2|_t|_f bakterilerin
penisilinazlar
2b A Penisilinler, dar §pektrum|u TEM-1, TEM-2, SHV-1
sefalosporinler
Penisilinler, sefamisinler hari TEM ve SHV turevi GSBL'ler ve
2be A sefalosporinler monobaktaml%r PER1-2, VEB-1-3, CTX-M-1-50,
b ' BGES-1-9 enzimleri
2br A Penisilinler IRT-1-28, SHV-10 ve 26, TRC-1
2c A Penisilinler, karbenisilin PSE-1, PSE-3-4, SAR
2d D Oksasilin, penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-82)
26 A Sefalosporinler Proteus vulgarigh induklenebilir
beta laktamazi
Penisilinler, sefalosporinler Enterobacter cloacaein NMC-A
2f A ' P ' ve IMI-1'i ve Serratia
karbapenemler, monobaktamlar . . .
marcescens Sme-1-2 enzimleri
3 B Karbapenemler dahil bircok beta Degisik turlerce Uretilen IMP-1-21,
laktam (monobaktamlar haric) VIM-1-12
4 5 Penisilinler Burkholde.ng.cepauahn
penisilinazi

2.3.1. A-Sinifi Beta-Laktamazlar

Aktif bolgelerinde bir serin molekult bulunan, gogu klavulanik asit ile
inhibe olan ve genelde plazmit gibi hareketli gdnetementlerle kodlanan enzimlerdir
(Rice et al., 2003)Enterobacteriacaeliyelerinde en sik rastlanan A sinifi beta-
laktamazlar, TEM-1 ile SHV-1'dir. Bu enzimler, tehn@arak penisilinaz aktivitesine
sahiptirler, sefalosporinlere karetkinlikleri cok azdir ve giinimizde bir¢cok hasda
yaygin olarak rastlanan GSBL'lerin kdkenleridir. BSler birinci kusak
sefalosporinler ve gepispektrumlu penisilinlerin yanisira oksiimino sefgorinleri ve
aztreonami hidroliz eden, klavulanik asit ile indiblan beta-laktamazlardir. TEM ve
SHV tirevi olmayan birgcok A sinifi beta-laktamaz biginmektedir. Bunlardan en
onemlileri CTX-M ve PER grubulPER4 vePER2) enzimlerdir. Bircok TEM ve SHV

tirevi GSBL’ nin aksine CTX-M grubu, sefotaksim seftriaksonu, seftazidimden daha
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lyi hidrolize eder ve ayrica tazobaktam varida klavulanik asit ile oldiundan daha
kolay inhibe olurlar (Bradford, 2001).

2.3.2. B Sinifi Beta-Laktamazlar

Aktif bolgelerinde “serin” bulunan sinif A, C ve'd®n farkh olarak B sinifi
beta-laktamazlar metallo enzimlerdir ve aktivitelgin ¢inko veya dier gir metal
iyonlarina gereksinim duyarlar. Birkag istisna Qatim B sinifi beta-laktamazlar,
sefamisinler ve karbapenemler dahil bircok sefadasie direng geftirirler. Klavulanik
asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibirtorlerdskilenmezler (Nordamn ve Poirel,
2002).

2.3.3. C Sinifi Beta-Laktamazlar

C sinifi beta-laktamazlar, kromozomampC geni tarafindan kodlanmasi
nedeniyle AmpC tipi enzimler olarak da adlandirienSalmonellaspp. haricinde tim
gram-negatif basillerde bulunan beta-laktamazlaf@iilay, 2004). C sinifi beta-
laktamazlar, gegispektrumlu sefalosporinler de dahil olmak tzere s&falosporinleri,
penisilinlere oranla daha iyi hidroliz ederler aknd¢arcok C sinifi enzim, beta-laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmez.

AmpC tipi beta-laktamaz genlerinin konjugatif plader Uzerinde de
bulunabildgi gosterilmitir. Plazmit kaynakh C sinift enzim vagli E. coli, K.
pneumoniae, E. aerogenes, K. oxytoca, Salmonsfip, Proteus mirabilisve

M. morganiigibi birgok gram-negatif ttrde bildirilrgtir (Rice et al., 2003).

2.3.4. D Sinifi Beta-Laktamazlar

D sinifi beta-laktamazlar, serin proteazlar olulsasilini hizla hidrolize
edebilme yetengndedirler. Oksasilini hidrolize edebilen (OXA) leiaktamazlara
daha cokEnterobacteriaceadiyelerinde veP. aeruginosala rastlanmaktadir. OXA
enzimleri penisilinlere, kloksasiline, oksasilinee vmetisiline diren¢ okiurur,
klavulanik asit ile ¢cok az inhibe olurlar. Plazmigya integron gibi hareketli genetik

yapilar Uzerinde bulunmalari bakteriler arasind@araka katkida bulunur (Rice et al.,
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2003). Bazi OXA tipi enzimler ( OXA-20XA-10-11, OXA-14-17, OXA-19, OXA-28,
OXA-32, OXA-35) GSBL karakterindedir (Brown et &005).

2.4. OXA Enzimleri

OXA grubu enzimler, TEM ve SHV tlrevlerinde offlu gibi aminoasit
dizilerindeki nokta mutasyonlari sonucu gdu oksiimino-sefalosporinleri hidroliz
edebilen geni spektrumlu enzimlerdir. OXA beta-laktamaz ailesngtipik 6zellikleri
ortak olmasindan c¢ok fenotipik O6zellikleri birbien benzeyen beta-laktamazlar
tarafindan olgturulmws bir gruptur. TEM ve SHV enzimlerinden farkli olar&inif
D’ye aittirler. OXA enzimleri i¢in oksasilin ve kksasilin temel substratlardir. Ayrica
sefalotin gibi dar spektrumlu sefalosporinleri vapasilini de hidroliz edebilirler (Gdir,
1997; Bradford, 2001). OXA tipi GSBL'ler ozellikld®. aeruginosaa bulunur.
Hacettepe Universitesi Hastanesi'nde yatan hastataizole edilen farklPseudomonas
swlarinda gend spektrumlu OXA enzimlerinden ilki olan OXA-11 if@XA-14, OXA-
15, OXA-16 ve OXA-17 olan beta-laktamazlar taninntagtir. OXA-15 enzimi OXA-
2'den dgerleri ise OXA-10'dan koken almgtir. OXA-10'dan kaynaklanan GSBL
varyantlarinda 73. pozisyondaki serinin asparagnda 157. pozisyondaki glisinin
aspartat ile yer dgsimi s6z konusudur. OXA-11, 14, 15 ve 16 seftazidiirencine
neden olurken OXA-17 sefotaksime direncstiumaktadir. Bu enzim genlerinin go
plazmit, transpozon veya integron kontrolindediXXA918 dogrudan dger OXA
enzimlerinden olgmamstir, en yakin oldgu enzim %42 oraninda homoloji gosteren
OXA-12'dir. OXA-31 ise sefepime diren¢ alwirup seftazidimi etkilememesi ile gir
enzimlerden farkl bir 6zellik tamaktadir (Danel et al., 1999; Bou et al., 2000).

2.5. PER-1 Enzimi

PER4 enzimi, Sinif A’da yer alan, izoelektrik noktgpil) 5.3 ve buyuklgu
yaklasik 30 kD olan, TEM veya SHV tirevi olmayan bir GSBit (Nordmann VE
Naas, 1994; Luzzaro et al., 200P. aeruginosave Acinetobacter sppbata olmak
Uzere Salmonella typhimurium, Alcaligenes faecaligibi farkli gram-negatif
bakterilerde bulunabilir (Vahalgtu ve ark., 1995; 1997; Pereria et al., 2000).
Seftazidim, sefotaksim, sefepim gibi gemsipektrumlu sefalosporinlere ve aztreonam
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gibi bircok beta-laktam ajana kar direngc geltirir. Ancak bircok GSBL gibi
karbapenem ve sefamisinlere §aretkisizdir ve klavulanik asit ile inhibe olur
(Nordmann et al., 1993)ncelenen ¢gtli suslarda, PER- enzimini kodlayan genin
plazmit veya kromozom Uzerinde bulugdy bazi sglarda da transpozon ile gkili
oldugu ortaya konmgtur (Danel et al., 1995; Pagani et al., 2004; Peiral., 2005).

PER4 enzimi; TEM-SHV grubu GSBL'ler ile %27, D siniieta-laktamazlar
ile %17, C sinifi beta-laktamazlar ile %20 Bacteroides vulgarusn CFX A enzimi
ile %40 oraninda amino asit benzgriyosterir. Bazi A sinifi beta-laktamazlar B&ER-
1'in evrimsel yakinlg Sekil 2.4'de gosterilmektediPER-L geninin G+C orang' - ucu
dizisi ve kodon 6zelfii, bu geninPseudomonakaynakli olmadiini disiindirmektedir
(Nordmann ve Naas, 1994). Xinlarnyla incelenen ¢ boyutlu kristal yapIBER-1'de
A sinifi enzimlerinin ¢gunda ortak olanQ2 halkasinin katlanmgeklinin ve 166-167.
konumlar arasindaki peptid grain farkh konformasyonda ol@gunu ortaya c¢ikarngtir
(Erag, 2006).

SHV-2a
SHV-12
SHV-5

TEM-21
TEM-24
TEM-42
TEM-4

GES-1
IBC-2
GES-2

VEB-1
VEB-2
VEB-1a
VEB-1b

—— PEFR-1

Sekil 2.4. A sinifi beta-laktamazlar ilIBER- enziminin evrimsel yakiri (Erag, 2006)
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PER4 enzimi ilk kez 1991 yilinda Paris’te bir Turk kasin idrar 6rnginden
izole edilen P. aeruginosaswunda saptanm) 1993 yilinda ise Nordmann ve
arkadalar tarafindan tanimlangtir. 1991-1993 yillar arasinda da seftazidim djfien
14 adetP. aeruginosaswunda belirlenmitir. PER4’'in 154 kb’den daha bulyuk bir
plazmit tarafindan kodlangh ve sglarin ¢ggunun direnci aktarabildi bildirilmi stir
(Nordmann et al., 1993; Danel et al., 1995).

Ulkemizde iki merkezde gercektailen diger bir calsmada, geni spektrumiu
sefalosporinlere direncli Salmonella typhimurium izolatlarinda PER41 enzimi
bulundwgu ve 81 MDa’luk plazmitlerce aktarilabilgibelirtiimistir (Vahabglu ve ark.,
1995).

Italya’da Kasim-1998 ile gustos-1999 vyillari arasinda gorileRER41
sentezleyenP. aeruginosasuwlarinin neden oldgu bir salgin rapor edilngiir. Bu
swlarin geng spektrumlu sefalosporinler, aztreonam, amikasirsipeofloksasin gibi
antibiyotiklerin yani sira ¢gli dezenfektanlara da direncli olgu ve izole edildikleri
hastalarin Turkiye ile ikili olmadiklari belirlenmgtir (Luzzaro et al.,, 2001). Ayni
tarinlerde Belcika’da d#ER- UretenP. aeruginosa’lara bgh ve yine Turkiye ile
iliskili olmayan bir salgin bildirilmgtir. PER4 enziminin P. aeruginosadisinda,
Proteus mirabilis Alcaligenes faecalise Providencia rettgerigibi farkli gram-negatif
bakterilerde de gorilmedRER sentezleyen slarla gelgen infeksiyonlarin énemini
artirmaktadir (Docquier et al., 2001; Pagani et28l02; Bahar ve ark., 2004).

2.6. Hastane infeksiyonlari ve Kontroliinde Molekiiler Mikrobiyoloj [
Metodlarinin Onemi

Yatakli tedavi kurumlarinda gk hizmetleri ile ilgili olarak geken, yatan
hasta, sglik personeli veya ziyaretcilerde gan tim infeksiyonlardir. Center for
Disease Control (CDC) kriterlerine gore; hastarieksiyonu “Hastaneye yatan 48-72
saat, taburcu olduktan sonra 10 gunlik donem icgiatélen infeksiyonlardirieklinde
tanimlanmgtir. Hastane infeksiyonlari arasinda Uriner sistefeksiyonlari %20-40
oranla ilk sirada yer alirken, cerrahi yara infgksilari % 20 ile ikinci sirada, alt

solunum vyolu infeksiyonlari ise %217 ile Uc¢lnclu da&abulunmaktadir. Hastane
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infeksiyonu etkenleri arasinda yer aRnaeruginosahastane infeksiyonu etkeni Gram-
negatif comaklar arasinda % 6-12’lik bir orana pthi Hastane infeksiyonlari
hastanede yati 3-7 gun, hasta lgma maliyet ve mortaliteyi ise ortalama iki katiart
Tdm bu sorunlar gbz éntine alinarak erken klinidaloratuvar tani, kolonizasyon ve
etken ayrimi ile molektler teknikler kullanilaralalginlarin kdkenini argirmak
oldukgca 6nem tamaktadir (Horan et al.,1992; Garner et al., 198&rgogne, 1999;
McGowan, 2001).

Molekuler mikrobiyolojik yontemler hastane infeksnlarina neden olan
etkenlerin bulagma yollarini, mekanizmalarini @ ¢cikarmada ¢ok dnemli katkigar.
Klonal yakinlgin (ayni biyotip, benzer genotip, ortak virllan&téalerine sahip ayni
turin dyeleri) varig veya yoklgunu belirleyen molekuler teknikler genetik olarak
iliskili patojenlerle olgan infeksiyonlarin yayilimini takip etmede cok kdli
(Tenover et al., 1997; Pfaller ve Herwaldt, 1997|9ah ve Spencer, 1999; D’Agata et
al., 2000; de Man et al., 2001; Streulens, 2002at®n ve Grene, 2004; Andrei ve
Zervos, 2006).

Hastane infeksiyonlari epidemiyolojisi ve kontradignklasik mikrobiyolojik
yontemlerin yani sira son yillarda molekiler yorenaeki gelsmeler blyuk katkilar
sglamaktadir. Molekuler yontemler klasik yontemlesasladig katkilarin yanisira,
infeksiyonlarin hizli tanisi ve 6zellikle Uretimiorz etkenlerin kultirt, kdkenlerin
identifikasyonu ve klonal benzerliklerinin saptarsma antibiyotik direncinin
belirlenmesi, izlemi ve hastane infeksiyonlari epiiyolojisi konusunda yeni acilimlar
sglamaktadir (Stratton ve Grene, 2004; Singh eR806; Andrei ve Zervos, 2006).

2.7. Molekuler Epidemiyolojinin Prensipleri

Molekuler epidemiyoloji, ilk olarak DNA temelli ydamlerin uygulanmasi ile
infeksiyon olyturan izolatlarin tiplendiriimesinde kullanilgtr. GinUmuzde ise;
etkenin biyokimyasal ve molekuler seviyede tanimiaal, tiplendirilmesi, infeksiyon
hastaliklarinin tanisi ve patogenezden sorumluegensaptanmasi, genetik duyagih
belirlenmesi, konak-patojen gkisi, konain infeksiyonlara duyarligndan sorumlu

faktdrlerin incelenmesi, bakteriyel fenotipler idim doku tropizmi, virilans ve bulal
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olabilme yonunden farklihk gdsterebilen spesifikslarin argtirilmasi, toplumlar ve
akraba gruplar arasinda hagiall yayillmasi, kontroli ve etiyolojisine molekiler
seviyede tanimlanan potansiyel genetik ve cevmesefaktorlerinin katkisi, infeksiyon
hastaliklarinin aile i¢i ve toplumlar arasinda y@gasinin dnlenmesi konularini da icine
alan bir bilim dali haline gelngir (Tompkins, 1998; Andrei ve Zervos, 2006;
Yamamoto, 2007).

Belirli bir etkene bgli infeksiyonun prevalansinda artolmasi, bir hasta
grubundan ayni tir bakterinin izole edilmesi, beremgibiyotik duyarhlik profili veya
biyotipe sahip izolatlarin vagi epidemiyolojik argtirmalari gindeme getirmektedir
(Arbeit, 1995; Tenover et al., 1995).

Molekdler tiplendirme sistemlerinin ggliriimesiyle infeksiyon hastaliklarinin
epidemiyolojisinde buyuk ilerlemeler kaydedikti. Genel olarak salgin izolatlari
klonal olarak ilgkilidir yani ortak kaynaktan koken alirlar. Klonalliskili
mikroorganizmalar; ortak virilans faktorleri, biyokyasal o6zellikleri ve genetik
karakterleri paylgan ayni turin Gyesidirler. Bu bilgiler, hastaneterge toplum
icerisinde hastahin yayillmasini anlamada ve kontrol altina almadhukga yararhdir
(Tompkins, 1998; Pfaller, 2001).

Epidemiyolojik tiplendirme yodntemleri gli amaclar icin kullaniimaktadir.

Bu amaclar gagida 6zetlenngtir (Arbeit, 1995; Struelens, 1999).

1. Salgin arstirmalarinda, salginlarin kayga ve yayllma vyollari hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi,

Hastalarin epidemiyolojik olarak birbiriyle olanmskilerinin belirlenmesi,
Reaktivasyonun yeni buiean ayirt edilmesi,

Hastane infeksiyonlari ve toplum kdkenli infeksijemmn belirlenmesi,

Laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmasi,

o ok w0

Antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef alaarapilan tipleme (antibiyotik-
rezistan genotipleme) ile direnclisarin tanimi ve yayginliklarinin belirlenmesi,

7. Infekte populasyondaki epidemik klonlarin sirkilasyove zaman icindeki
prevalansini izleyerek epidemiyolojik slrveyans \@ntrol yodntemlerinin

degerlendiriimesine katkida bulunulmasi amaciyla kullaaktadir
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2.7.1. Epidemiyolojik Tiplendirmenin Gerekli Oldu  gu Durumlar

1- Bircok kisinin hasta veya kolonize oldgu ve ortak bir kaynaktan gelen
salginlar: Genelde ortak kaynaktan gelen salginlar, tani davieamaciyla
kullanillan steril olmayan aletlerle (solunum vyolweregleri, kateterler,
endoskoplar) ikkilidir. Saglk personellerinin elleriyle ve nadiren direkt
temas yoluyla yayllma olmaktadir. Tiplendirme il@algnin 6zellikleri
belirlenerek kimlerin nerede ve ne zaman etkilgndiulas yollari, potansiyel

kaynak ve vektdrlerin tanimi yapilabilir (Pfalles ¥Herwaldt, 1997).

2- Yuksek riskli birimlerdeki hastalarin izlenmesi: Agir immuin yetmezgi
olan hastalar siklikla 6zel bakim birimlerinde iki¢ yatmaktadirlar.
Bunlardan izole edilen bakterilerin tiplendiriimesle belli bir tdr

mikroorganizmanin kolonizasyonunun olup olngaénlailabilir.

3- Antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumlar: Uygulanan antibiyotik
tedavisine yanit alinmi gibi gérinen bir infeksiyonun,  antibiyotik
kesildikten sonra yeniden goérulmesi durumunda thanla tiplendirilmesi

blyuk yarar sglamaktadir.

4- Relaps ve reinfeksiyon ayriminin yapilmasiBir hastadaki infeksiyonun
farkl epizotlarindan izole edilen garin analizi sonucunda hep ayni tipin
saptanmasi relapsi, farkli tiplerin saptanmasi resiefeksiyonu gosterir.
Reinfeksiyon tanimlanmasi ile hastanin savunmamsisideki bir eksikie
bagli olarak o etkene kar duyarli old@gu sdylenebilir. Farkli zamanlarda
ayni tip mikroorganizmanin izole edilmesi daha dnaefeksiyon odgina

veya kalici bir kolonizasyona Blarelapsi dgunduarur (Arbeit, 1995).
2.7.2. Tiplendirmede Kullanilan Yontemlerin Kar  silastiriimasi

Salginlar esnasinda izole edilen ayni tir icindeigok sun birbiriyle klonal
ili skisinin olup olmadgini belirlemek icin tar icinde farklihk gostereéit varyantlarin
saptanmasi gerekmektedir. “Alt tipleme veya klasifikasyonu” olarak ifade edilen bu
tiplemede bazi fenotipik ve genotipik 6zelliklerdgararlaniimaktadir (Swaminathan ve
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Matar, 1993; Koksal, 1999; De La Puente et al.,020@asumoto et al., 2000).
infeksiyon etkenlerini tiplendirme yontemleri Talid’de verilmektedir.

Tablo 2.5.Infeksiyon etkenlerini tiplendirme yontemleri (Durm&001)

Fenotipik Yontemler
« Antibiyotik duyarlilik testi
* Biyotipleme
e Serotipleme
* Bakteriyosin tipleme
* Bakteriyofaj tiplemesi
e Protein analizi
Genotipik Yontemler
* Plazmid analizi
Ribotipleme
Kromozomal DNA'nin restriksiyon endokntkleaz ane{RFLP, PFGE)
Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yontemler (REER, AP-PZR)
Sekans analizi
Microarray-DNA chip teknolojisi

Genotipleme ile tur icinde d@eken ancak sgiarda stabil olan belirli bir
genetik gosterge kullanilarak salgin esnasindaatapl, epidemiyolojik olarak gkili,
ayni tdr icindeki izolatlarin genetik olarak dahkiii olup olmadiklari argtiriimakta ve
bdylece infeksiyonun kaygabelirlenmektedir. Epidemiyolojik olarak gkisiz izolatlar
farkli, iliskili suslar ise ayni genotipik profile sahip olarakgddendirilir (Tenover et
al., 1995).

Tiplendirme yontemlerinin  yaygin kullanim alani  &bilmesi igin
tiplendirilebilirlik, ayrim gtcd, tekrarlanabiliti, stabilite, tekniin kullanim kolaylgi,
fiyatl, sonu¢ verme siresi ve sonuclarinin kolayosumlanabilir olmasi, yontemin
degisik mikroorganizma grubu veya fazla sayida @neanalizine uygunlgu gibi belli
kriterlerinin olmasi gerekmektedir (Arbeit, 1993r#&lens, 1999; Olive ve Bean, 1999;
Tang et al., 2000).
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Tablo 2.6.Genotipleme yontemlerinin kalastiriimasi (Struelens, 1999; Sloos et al.,

2000)
PFGE PZR-RFLP RAPD Dizi Analizi
Tiplendirilebilirlik Mukemmel Mukemmel Mukemmel Mikemmel
Laboratuvar igi L o .
tekrarlanabilirlik Iyl Iyl Orta Iy
Laboratuvarlar arasi . . e .
tekrarlanabilirlik Iy Iy Kotd Iy
Stabilite lyi Muikemmel Iyi Iyi
Ayrim gucl Yuksek Orta Yiksek Yiksek
Uygulama kolaylig Orta Kolay Kolay Zor
Yorumlama kolayl g Kolay Kolay Kolay Orta
Sonug a!ma suresi 3 1-2 1 >
(gun)
Yapilandirma maliyeti Orta Orta Orta Yiksek
Test basl maliyet Orta Distk Distk Yiksek
2.8. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (R FLP)

Restriksiyon enzimleri (RE) 6zgul olarak DNA'yi lve bolgelerden kesebilen
ve genellikle 1.000-20.000 baz ciftlik parcalargwan enzimlerdir. Siklikla kullanilan
RE enzimleri arasind&coRl, Clal, Hindlll, Hinflsayilabilir. DNA'nin bu enzimlerden
bir veya birkaci ile kesimeguatildiktan sonra agaroz jel elektroforezine uygoiasi
sonucunda etidyum bromur ile boyanan jeldesauDNA bantlarinin yeri ve sayisi
kiyaslanarak elde edileng#ili ge “RFLP” adi verilir (Persing et al., 1993).

RFLP analizi bakteriyel kromozom ve ekstra-kromoabmNA'nin veya viral
genomun (RNA ve DNA) restriksiyon profillerini bdemede kullaniimaktadir. Bu
yontem DNA’ nin izolasyonu, DNA'nin amplifikasyonfgogaltilmasi), DNA'nin RE
DNA'nin

goruntilenmesini iceren pbasamakta gercekl&ilmektedir (Persing et al., 1993).

ile kesimi, kesilen elektroforezi ve jeldek DNA parcalarinin

RFLP yontemdeki en 6nemli basamak, DNA'nin hicrgna ¢ikariimasi ve

saflgtirilmasidir. DNA izolasyonunda gram-negatif balkéede once lizozim, sonra
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triton-X 100 gibi iyonik olmayan ya da sodyum doidlesiilfat (SDS) gibi iyonik bir
deterjanla bganabilirken, gram-pozitif bakterilerde lizostafya da genel amach litik

enzimler tercih edilir (Persing et al., 1993).

RFLP yontemi kolaylikla uygulanabilen duyarli bibntemdir ancak enzim
secimi ¢cok dnemlidir. Bu yontemle ¢cok sayida yacdl yakin bantlari dgrlendirmek
mimkin olmayabilir. Az sayida mikroorganizma ileligéiginda dgerlendirme
nispeten kolayken sayi arttikca kiyaslama gigéktedir. Bu zorluklari gmak igin
kiyaslanan bantlari azaltmak faydal olabilir (Reg<et al., 1993).

2.9. Rastgele Co galtilmi ¢ Polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR)

RAPD-PZR yonteminde bilinen 6zgil bir DNA bdlgesiciogaltmak yerine
rastgele secilen bir veya daha fazla primerle DNkidbircok boélgenin ¢galtiimasi
gerceklgmektedir. Primerlerin hlanma yerleri arasindaki uzaklik farkhliklarr agar
jelde saptanabilen farkli sayi ve uzunluktaki bemtl olsmasina neden olur. Kullanilan
primerler, 6zel bir DNA bdlgesine yonelik olmayarengllikle 9-10 bazhk kisa
primerler olup G-C bakimindan zengindir.g&anma 1sis1 40-5C’ye disurilmistir ve
distk sicaklik derecelerinde gerceftielen baglanma aamasinda secilen primerler,
kromozom Uzerinde hem kendilerine 6zgu bdlgelera ke 6zgul olmayan bélgelere
rastgele bglanmaktadir. Ayni tir icindeki farkh slarda primerlerin bganma
yerlerinin sayisi ve birbirine olan uzakliklan gikgk olacaggindan agaroz jel
elektroforezinde, amplifiye edilen parcalarin saye buyukligt de farklilik
gosterecektir. Slar arasinda primerlerin Benma yerlerinde gerceklais olan bir
mutasyon (delesyon veya insersiyon) bant polimonifien ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir ve olgan bantlar dgerlendirmeye yetecek diizeydedir (Ralp ve McCleland,
1998; Olive ve Bean, 1999).

Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gome her bir izolata ait bant
profilleri birbirleriyle kawilastirilir. Ayni bant profili gésteren izolatlar “epadniyolojik
olarak iligkili” seklinde yorumlanabilir. Bant profilleri benzer olazolatlar yeni
primerlerle tekrar test edilmeli veyagér tiplendirme yontemleriyle ¢allmalidir (Van
Belkum, 1994).
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RAPD yonteminin bir bgka uygulamaseklinde oOkaryot ve prokaryotlarda
bulunan DNA icindeki ERIC (Enterobacterial Repssti Intergenic Consensus)
bdlgelerine yonelik primerler kullaniimaktadir. Badlgenin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte kromozomal organizasyonda gkhklari digtinilmektedir. ERIC
dizilerinden kaynaklanan primerlerle yapilan PZRakouygulanabilmesi, ¢ok sayida
izolat ile calgilabilmesi, ayirt ediciginin yiksek olmasi nedeniyle en yaygin kullanilan
molekdler tiplendirme yontemlerinden biridir (Eskik ve ark., 1997; Van der Zee et
al., 1999).

2.10. Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE)

Bir kisim fenotipik yontemler infeksiyonlarin epitdeyolojilerini tanimlama da
kullanil olsalar da bunlarin gunun deneysel agdrmalarda kullaniimasi sorun
olusturmaktadir. Bunlarin yerini yeni gglirilen DNA temelli tiplendirme yontemleri
almistir. Bu yontemler icerisinde PFGE c¢ok ©Onemsitave 6zellikle salgin

arggtirmalarinda yaygin bir kullanimi vardir (Arbeif95).

PFGE, molekuler tiplendirme yontemlerinin altin retarti olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemde sivi veya kati besiyegiridetilen bakteriler, diik erime
Isili agarozda suspanse edilip kucuk kaliplar igidéilmektedir. Bakteri hicreleri
deterjan ve enzim yardimiyla parcalanarak DNA iggtau yapiimaktadir. PFGE’ de
bozulmamg DNA gerekli oldgundan DNA’'da kirilmalara yol acabilen geleneksel
DNA izolasyonu bu yéntem icin uygun gklir. Liziz islemini takiben agaroz kaliplari
birkag kez yikanarak veya diyaliz edilerek proteive karbonhidrat gibi
kontaminantlarin uzak$ariimasi sglanir. Agaroz igindeki bakteriyel DNA, nispeten az
sayida ve buyuk parcalar eturan bir restriksiyon enzimi ile kesimegratiimaktadir.
Daha sonra DNA parcalari iceren kaliplar, elektrefouygulanacak jel icindeki uygun
cukurlara yerlgtiriimekte ve belirli araliklarla yon dastiren elektrik akimi
verilmektedir. DNA, elektroforez sirasinda farkbnjere dgru hareket edecek olursa
bantlar birbirinden ayrilirlar. Jele uygulanan étiékalaninin yon dgistirmesi ile daha
kicuk olan DNA parcalari daha hizli olarak haregdéerler ve bdylece buyik DNA
parcalarn geride kalarak dizilirler. Bu tip bir ktek akimi 10-800 kilobazlik DNA
segmentlerinin  net olarak ayirt edilmesine imkanglesaaktadir. Elektroforez
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sonucunda jel etidyum bromurle boyanarak, her4atata ait bant profili gérintr hale
getiriimektedir. Bu bant profilleri bilgisayar progmlari yardimi ile dgerlendirilerek
swlarin birbirleriyle olan ilgkileri ortaya konulmaktadir (Swaminathan ve Matar,
1993). Bilgisayara dayali analizlerde, incelenenkroorganizmalara ait PFGE
profillerinin saklanmasi amaciyla “veri bankasi”ugulrulabilir. Boylece cakilan
suslarin profillerinin, daha 6nce var olan verilerlarklastiriima olasilgr bulunmaktadir
(Olive ve Bean, 1999).

2.10.1. Restriksiyon Profillerinin Analizi ve izolatlarin Yakinlik Derecelerine
Gore Siniflandiriimasi

Restriksiyon profili analizi ve yakinlhk dereceal@n belirlenmesi amaciyla
oncelikli olarak, ortak ya da salgin profili bedidir. Ortak profil yoksa buytk olasilikla
izolatlar birbirleriyle ilskisizdir. Ortak sgun profili belirlendikten sonra buradaki
bantlarin say! ve boyutlari @r izolatlarinki ile kagilastirilir. Her bir izolatin profili,
ortak syla olan ilskisine gére siniflandirihir. Gorintilenen PFGE pl&finin olusmasi
Uzerine etki ede genettik olaylar Tablo 2.7’de tErenistir (Tenover et al., 1995).

Tablo 2.7.Genetik olaylarin PFGE profilleri Gzerindeki etk{Sienover et al., 1995)

Yeni bir restriksiyon boélgesinin olgmasiyla sonuglanan nokta mutasyorYeni profilde, salgin
profilinde bulunan bir bant olmamal ve salgin jdnofle olmayan iki yeni ve daha kicik bant olmalr;
iki kiicik bandin boyutlarinin toplami yakik olarak bliyiik bandin boyu kadar olmalidir. Bigidien,

U¢ banti farkli profil ortaya cikaracaktir.

Bir restriksiyon bolgesinin kaybiyla sonuclanan ntk mutasyon:Yeni profil, salgin ssunda
olmayan daha buytk bir bant kazanirken iki kiicuktb&aybetmy olacaktir. Bu dgisim de U¢ banti
farkli profil olarak gozlenecektir.

Restriksiyon parcgasi igine restriksiyon bolgesi bnmayan yeni bir DNA insersiyonuYeni
profil, salgin profiliyle ayni sayida banta sahipaaktir ancak, blyukgil farkli (daha buyik) yeni bir
bant olyacaktir.

Bir banttan icinde restriksiyon bdlgesi bulunmayagwarcanin delesyonuYeni profil, blyuk bir
parcasi eksik durumdadir buna gk, kicuk boyutta yeni bir banda sahip olacakBu desisim iki
bant farkli profil olarak gérilecektir.
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Tenover ve ark. (1995); PFGE sonuglarinin yorumksimigin belirli bir sistem
onermglerdir. Bu sistemde bant profillerine bakilarak latarin birbirleriyle

ili skilerinin derecelendirilmesi yapilabilmektedir.

2.10.2. PFGE Profillerinin Yorumlanmasi

PFGE profillerinin yorumlanmasi kriterleri icin ydgn oneriler, tiplendirme
calismalarinda simirh zamani ve kagnaolan, tek bir restriksiyon endonukleaz
kullanarak sglari analiz edecek laboratuvarlar icin dizenlegimive Tablo 2.8'de
Ozetlenmgtir (Tenover et al., 1995).

a. Ayni izolatlar: Ayni sayl ve boyutlarda bant iceren izolatlar i¢allanilir. Bu
izolatlar, genetik acidan farksiz olarak kabul idéd. Salgin sgu ile ayni profili
gosteren izolatlar epidemiyolojik olarakskilidir. Epidemiyolojik verilerle desteklenen

tek bant farklilginin da klonal ilgkiyi gosterdgi kabul edilmektedir.

b. Yakin iliskili izolatlar: Salgin syu ile aralarinda iki-ti¢ bant farki olan izolatlgmi
kullanilir. izolat salgin sguyla yakindan ikkili olarak deserlendirilir ve epidemiyolojik
acidan salginin bir parcasi olma olasiksektir.

c. Muhtemel iliskili izolatlar: Salgin sgu ile aralarinda dért-altt bant farki olan
izolatlar igin  kullanihr.  Bu dgisim, 1iki bagimsiz genetik d#&sikligin
(insersiyon/delesyon ya da restriksiyon bolgelerkazanimi veya kaybi) sonucu olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Epidemiyolojik yonden bu izokslgin sguyla olasi ilskili olarak
degerlendirilir. Bu izolatlar salgin suyla ayni genetik soydan gelebilirler, ancak
genetik olarak ifkili degildirler, epidemiyolojik olarak igkili olma ihtimalleri ise daha

azdir.

d. Tliskisiz izolatlar: Bu izolatlarda, salgin sundan yedi ya da daha fazla bant farki
gozlenmektedir. Epidemiyolojik olarak salginssyla iliskisiz olduklari kabul edilir
(Smith et al., 2000).
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Tablo 2.8.PFGE profillerinin yorumlama kriterleri (Durmaz0@1)

K .| Salgin syuna kiyasla | Salgin sundan farklilik Epidemiyolojik
ategori : .
genetik farkllik sayisi gOsteren bant sayisi yorum
Ayni 0 0 I1zolat, salginin bir
parcasi
Yakin izolat, salginla
li skili 1 2-3/1-3 yakin iliskili
Olasi izolat, salginla
li skili 2 4-6 olast liskili
Fark =3 >7 fzolat, salginia
ili skisiz

Bu kriterler kullanilirken dikkate alinmasi gereKaglirli hususlar vardir:

1. PFGE ile en az 10 ayri bant ghwssa bu kriterler guivenle kullanilabilir. Daha az
sayida bant tespit ediiginde kriterlerin guvenilirlgi ve ayirt etmedeki yeterlgi

belirsizdir.

2. Kriterler, genetik d&simin sinirh oldgu distintdlen kicuk ve lokal ¢aimalar icin
belirlenmgtir. Hastanelerde ya da toplumda gorulen salgmlargili yapilan
epidemiyolojik calgmalar sirasinda kisa bir zaman sirecinde (1-3 lay)ng izolatlar

icin kullanilabilir.

Bu oOneriler, tiplendirme ¢almalarinda sinirli zamani ve kagnalan, tek bir
restriksiyon endonikleaz kullanilarak sk analiz edecek laboratuvarlar icin

dizenlenmytir (Tenover et al., 1995).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Aletler

Spektrofotometre (WPA UV 1101)

Manyetik karstirici (MSH Basic YelloW)

Vorteks (VV3 VWR)

Goruntuleme cihazi (Gel/ChemiD&®RSBiorad)
CHEF-Mapper pulsed field electrophoresis systerordl)
Thermal cycler (MBS Satellite Thermo)

Calkalamali sicak su banyosu (ST 402 Nive)

Yatay elektroforez sistemi (Sub-Cell Model 96 Biyra
Guc kayngl (Power Pac Basic Biorad)

pH metre (pH 211 Hanna)

Kuru 1s1 bigu (TDB-120 Thermo)

Masaustu santriftj (Kubota 3500)

Hassas terazi (Vibra)

Laminar akiml kabin (Heraeus)

Mikropipet (0.5-10 ul) (Socorex)

Mikropipet (10-1000 pl) (Hamilton)

Mikrosantrifij ttpleri (0.2, 0.5, 1.5, 2 ml) (CLP)
Otomatize bakteriyel tanimlama ve duyarlilik sist®TEK 2 (bioMerieux)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Boric acid (Merck)

Ethylene diamine tetra acetic acid EDTA (Sigma)
Ethidium bromide (Sigma)

N-Lauroyl sarcosine sodium salt (Sigma-Aldrich)
Pulsed field agaroz (Biorad)

Agaroz (Biorad)

Sodium dodecyl sulphate (Merck)
Tris-hydrochloride (Applichem)
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Trisma base (Sigma)
Thiourea (Merck)
DNA Ladder (100 bp) (Fermentas)
6X Loading dye solution (Fermentas)
dNTP Mix (Fermentas)
Lysozyme (Sigma)
Proteinase K (Sigma)
Taq DNA polymerase (Fermentas)
DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen)
PER-A primeri (Tib Molbiol)
PER-D primeri (Tib Molbiol)
OPR-1 primeri (Tib Molbiol)
OPR-2 primeri (Tib Molbiol)
ERIC-2 primeri (Tib Molbiol)
Pvul ve Stu restriksiyon enzimleri (Fermentas)
Hadll restriksiyon enzimi (Fermentas)
Spé restriksiyon enzimi (Fermentas)
API ID32 GN stripleri (bioMerieux)
Mueller-Hinton broth (Becton Dickinson)
Mueller-Hinton agar (Merck)
Tryptic Soy agar (Fluka Biochemika)
Kanli ve EMB Agar (Salubris)
Antimikrobiyal ajan iceren diskler (Oxoid):

Seftazidim (30 pg)

Piperasilin (100 pg)

Aztreonam (30 ug)

Sefotaksim (30 ug)

Sefepim (30 pg)

Imipenem

Meropenem (10 ug)
Amoksisilin-klavulanik asit (30 ug)
Piperasilin-Tazobaktam (100-10 ug)
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3.1.3. Tamponlar

1X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlani si: 44.5 mM tris, 44.5 mM
borik asit, 1 mM EDTA 1 litre distile suda ¢6zllkneH:8.4 olacalgekilde hazirlandi.
Hucre Suspansiyon Tamponu (HST): 100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA ile
hazirlandi ve pH:8.0 olarak ayarlandi.

Hucre Liziz Solusyonu I: 50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA ile hazirlanarak pH &0
ayarlandi. Kullanim sirasinda 2.5 mg/ml lizozimlvdé mg/ml proteinaz K eklendi.
Hucre Liziz Solusyonu II: 0.5 M EDTA, %1 sarkozil ile hazirlanan sollsyona
uygulama gamasinda 40Qg/ml proteinaz K ilave edildi.

Tris-EDTA (TE) Tamponu: 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA kullanildi ve pH 7.6

olarak hazirlandi.

3.1.4. Besiyerleri

Mueller-Hinton Broth: 22 gr toz halde besiyeri tartilarak 1 It distile gerisinde
¢cOzuldukten sonra, otoklavda steril edilerek kulidin

Mueller-Hinton Agar (MHA): 1 It besiyeri icin 34 gr toz MHA besiyeri tartilghstile

su icerisinde ¢ozulerek steril edildi.

Triptik Soy Agar: 40 gr besiyeri 1 It distile su ile katrilarak otoklavda steril edildi
ve petrilere @t hacimde daitildi.



43

3.2. Metod

3.2.1. Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Tiplendirilmesi

Ocak 2007-Ocak 2008 tarihleri arasinda Ondokuz Bdyniversitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi'nin gdi klinik ve polikliniklerinden, OMU-SUVAM TPL
Bakteriyoloji SDL'ye gelen orneklerden izole edé&r VITEK2 otomatize bakteriyel
tanimlama ve duyarlilik testi sistemi ile tanimlagiwe duyarlilik testleri yapilngiolan,
CDC kriterlerine gore hastane infeksiyonu etkerarak belirlenen ve seftazidime
direncli 50 adePseudomonas aeruginosau segcildi. “Eosine-Methylen Blue” (EMB)
agarda ureyen laktoz negatif kolonilerin harekésidaz aktivitesi, koloni morfolojisi,
pigment olgturma, kanli agarda hemoliz gturma 06zellikleri gibi konvansiyonel
yontemlerle, ayrica APl ID32 GN stripleri ile dentmnlamalari dg@rulanan tim sglar

Pseudomonas aeruginoséarak tanimlandi.

3.2.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Pseudomonas aeruginosasularinin - seftazidim, piperasilin, aztreonam,
sefotaksim, sefepim, imipenem ve meropenem duydall, "Clinical and Laboratory
Standarts Institute” (CLSI) Onerilerine uygun olar&irby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle yapildi (CLSI, 2006). Bu amagcla incelegle sglarin siispansiyonlari, 18-
24 saatlik kaltarlerinde Greyen kolonilerinden iblkm ygzunlugu 0.5 McFarland (1-
2x1@ cfu/ml) standardina uygun olacakkilde hazirlanarak, sterril bir ekiivyonla
Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerinin tim yilizeyineomojen birsekilde inokule
edildi. Kalite kontrol sgu olarak P. aeruginosaATCC 27853 kullanildi. Besiyeri
Uzerine seftazidim (30 pg), aztreonam (30 pg),takém (30 pg), sefepim (30 pg),
piperasilin (100 pg), piperasilin-tazobaktam (1@-Jug), imipenem (10 pugQ),
meropenem (10 pg) antimikrobiyal ila¢ diskleri mezleri arasindaki ve petrinin
kenarina olan wuzakliklart 25 mm olacagekilde yerlgtirildi. 18-24 saatlik
inkilbasyondan sonra disklerin inhibisyon zon capdgulerek CLSI sinir deerlerine

gore yorumlandi.
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3.2.3. Cift Disk Sinerji Testiyle GSBL Saptanmasi

GSBL varlgini belirlemek icin seftazidime direncli 50 adet aeruginosa
swunda cift disk sinerji yontemi kullanildi. MHA besiri yizeyine 0.5 McFarland
bulaniklginda bakteri slspansiyonu inokile edildi. Taramati tegin plaklarin
merkezine amoksisilin-klavulanik asit (20 pg + 1@) |diski ve cevresine merkezleri
arasindaki uzaklik 20 mm olacag&kilde aztreonam, seftazidim, sefepim ve piperasili
diskleri yerlatirildi. Amoksisilin- klavulanik asit diskine dgru beta-laktam inhibisyon
zon gapinin gegiemesi, GSBL pozitifigi olarak kabul edildi.

3.2.4. PER-1 ve OXA-10 Grubu Genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyon

Yontemiyle Ara stiriimasi

P. aeruginosabakteri hicrelerinden elde edilen DNA kalip olataklanilarak
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyRER1 ve OXA-10 gen bolgeleri
amplifiye edildi.

3.2.4.1. Pseudomonas aeruginosa Bakteri Hicrelerinden DNA

Ekstraksiyonu ve Safla stirmasi

P. aeruginosa bakteri hicrelerinden DNA eldesi icin Qiagen DNA
ekstraksiyon kiti kullanildi. Ekstraksiyon Uretiéfirmanin belirttgi yonteme gore
yapildi.

* Mueller-Hinton agar tGzerinde Ureyen kolonilerden due dolusu alinarak 180
pl ATL siUspansiyon tamponu icerisinde karildi ve 30 saniye vortekslenen
bakteri siispansiyonu homojen hale getirildi.

e 20 pl Proteinaz K ilave edilen stspansiyon 15 samgrtekslendikten sonra
56°C’ de kuru blok isiticida 1-3 saat inkiibe edilitikiibasyon esnasinda 30
dakika araliklarla tipler vortekslendi.

e 200 pl AL lizis solisyonu eklenerek 15 saniye vkstendi.

« 70°C’ de 10 dakika kuru blok isiticida inkiibasyondanra 200 pl %2100’luk

ethanol ilave edilerek 15 saniye vortekslendi.
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» Sispansiyon spin kolona alindi ve 8000 rpm’de lsdhktrifijlendikten sonra
toplama tipundeki sivi atildi.

e Spin kolon Uzerine 500 pl AW1 yikama solisyonu e&tek 8000 rpm’de 1
dakika tekrar santrifij edildi.

e 500 ul AW2 yikama solusyonu ilave edildikten sofr®000 rpm’de 3 dakika
santrifij edildi.

* Toplama tuptinde biriken sivi atilarak tekrar 140000 de 1 dakika santrifij
islemi yapildi.

e Spin kolon temiz bir mikrosantriftj tipe alinarakeiine 200 pl AE ellsyon
tamponu eklendi. 5 dakika oda isisinda inkibe ed@d8000 rpm’de 1 dakika
santrifij edildi.

» Mikrosantrifij tlipte toplanan sivi kalip DNA olar&killaniimak tzere -2T

de saklandi.

3.2.4.2. PZR Optimizasyonu

PZR calgmalarinda kullanilacak magnezyum miktari ve prinb@glanma

Istlarinin tespiti icin farkli PZR optimizasyon daneleri yapildi.

a. Magnezyum Klorir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu icin optimal kallar salayabilmek amaciyla farkl
konsantrasyonlarda magnezyum Kklorir kullanilaralpilga optimizasyon caimasi
Tablo 3.1'de 6zetlenriiir.
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Tablo 3.1.Magnezyum Klorr optimizasyonu

Reaksiyon Karisimi Tup | Tup | Top | Tup | Tup | Tup | Tap | Tup | Tup | Tup
(50 pl) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Saf su (ul) 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1
10X PZR tamponu (p) 5 5 5 5 5 5 5 g 5 g
25 mM MgCl, (pl) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 mM dNTP (ul) 10 10 10 10 10 10 1Q 10 10 10
10 pmol Primer 1 (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10 pmol Primer 2 (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Taqg DNA polimeraz (pl) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kalip DNA (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

b. Primer Ba glanma Isi Optimizasyonu

PER4 ve OXA-10 genlerini saptamak icin kullanilan primerleriaglanma
Istlart Tm= 2 (A+T) + 4 (G+C) formull ile hesaplanBelirlenen optimal magnezyum
miktar1 sabit tutularak, primer Benma 1si ara@inin belirlenmesi igin optimizasyon
calismasi yapildi. Uygulanan reaksiyon kani ve farkli bglanma isilar Tablo 3.2'de

verilmistir.

Tablo 3.2.Primer bglanma 1s1 optimizasyonu

Tlp | TUp | Tap | Tap | Tup | Tlp | Tup | Tup | Tap | Tap | Tup | TUp
ReaksiyonKarsimi—| 4\ » | 5 | 4 | 5 | 6 | 7| 8 | 9 | 10|11 |12

Baglanma Isis! (C) 50.3 | 50.6 | 51.0/ 519 53.0 548 556 569 584 59.39.9§ 60.2
Saf su (ul) 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 2B

10X PZR tamponu (ul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

25 mM MgCl (ul) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
10 mM dNTP (ul) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1 10

10 pmol Primer 1 (pl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

10 pmol Primer 2 (pl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Taq DNA polimeraz (ul)| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Kalip DNA (ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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3.2.4.3. PZR YoOntemiyle PER-1 Geninin Amplifikasyonu

Pseudomonas aeruginossolatlarinda seftazidim direncine sebep dRiER-1
geninin belirlenmesi icin PER-A ve PER-D primerlkuillanilarak amplifikasyorsiemi
gerceklatirildi. Uygulamada kullanilan PZR reaksiyon kam icerigi Tablo 3.3'de

verilmistir.

Tablo 3.3.PER4 gen bdolgesinin galtiimasi icin gerekli 50 pl PZR reaksiyon kami

10X PZR tamponu 1X
25 mM MgCh 2.5 Mm

10 mM dNTP kagimi 2 mM

Taqg DNA polimeraz 5U
PER-A primeri 2.5 uM
PER-D primeri 2.5 uM

Kalip DNA 2 ul
Saf su 23 ul

3.2.4.4. PZR Yontemiyle OXA-10 Geninin Amplifikasyonu

OXA-10 geninin vargini saptamak icin, uygulanan amplifikasyaieiminde
OPR-1 ve OPR-2 primerleri ile hazirlanan reaksikansiminin icergi Tablo 3.4'de
Ozetlenmgtir.

Tablo 3.4.0XA-10 gen bolgesinin amplifikasyonu igin gerekli 50rgksiyon kagimi

10X PZR tamponu 1X
25 mM MgCh 2.5 mM

10 mM dNTP kagimi 2 mM

Taqg DNA polimeraz 5U
OPR-1 primeri 2.5 uM
OPR-2 primeri 2.5 uM

Kalip DNA 2 pul
Saf su 23 ul
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3.245. PER-1 ve OXA-10 Grubu Gen Bolgeleri icin Amplifikasyon

Programi

92C’ de 5 dakika 6n denatlirasyon

98C’ de 45 saniye hedef DNA denattirasyo

58C’ de 45 saniye primer Bnmasi 35 dong
72X’ de 1 dakika primer uzamasi

72C’ de 7 dakika son uzama

3.2.4.6. DNA Elektroforezi

PZR drind DNA’larin incelenmesi ve boyutlarinin idehmesi icin agaroz
konsantrasyonu % 2 olacajekilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlandi.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektn@ jel kalibina dokildi ve gomaya
birakildi. Agaroz jel kuyucuklarina 10 pl amplifsgggon Grdna ile 2 pl 6X yukleme
tamponu kastirilarak uygulandi. 2 saat siresince 110 V elkk@mkimi altinda
molekiler boyutlarina gére DNA bantlari agmldi. 5 pg/ml etidyum bromid iceren
soliisyonda 20 dakika jel boyandi. Elektroforglemini takiben orneklere ait DNA
bandlar “GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus” betiieei ile kasgilastirmali olarak

goruntileme cihazinda incelendi.

3.2.5. Seftazidim Minimal inhibitér Konsantrasyon De  gerlerinin

Belirlenmesi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) IRER1 ve OXA-10 geni taidigl saptanan
suslarin seftazidim Minimalinhibitér Konsantrasyon (iK) degerleri, CLSI onerileri
dogrultusunda, Mueller-Hinton Broth besiyerinde mikitddyon yontemi uygulanarak
saptandi (CLSI, 2006). Uremenin gorulmgden digiik antibiyotik konsantrasyonu
MIK degeri olarak kabul edildi.
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3.2.6. izolatlarin Rastgele Co @altilmi g Polimorfik DNA (RAPD) Yontemiyle
Klonal Yakinliklarinin Ara stiriimasi

“Enterobacterial repetitive intergenic consensisRIC) dizgilerine 6zgu ERIC-
2 primeri kullanilarak RAPD-PZR yontemiyle izolatlaarasindaki klonal ki
aragstinldi (Versalovic et al., 1991).

a. Reaksiyon kargimi (50 pl):

10X PZR tamponu 1X

25 mM MgCb 2.5 mM

10 mM dNTP kagimi 200 uM
Taq DNA polimeraz 25U
ERIC-2 primeri 25 pmol
DNA ekstrakti 5 ul
Steril deiyonize su 32.5 ul

b. RAPD-PZR amplifikasyon programi:

98C’ de 1 dakika
92C’ de 1 dakika
48C’ de 1 dakika 30 dongu
72X’ de 1 dakika
72C'de 5 dakika

c. Elektroforez:

Amplifikasyon triint (10 pl) ile 2 ul 6X yikleme sislyonu kastirilarak 1X
TBE tamponu icerisinde bulunan % 1.5’ luk agardmj&uyucuklarina yiklendi. 120
volt'ta 90 dakika sureyle DNA bantlari ydarataldi. lugan bantlarin  molekiler
bayuklikleri gorunttileme cihazinda “GeneRuler 1@00NA Ladder Plus kullanilarak
belirlendi. RAPD yontemiyle klonal yakinlklari dapan izolatlarin dendogramlari
Quantity One&Software yazilim sisteminde “Unweigtht pair group method with

mathematical averaging (UPGMA)” yontemi kullanilacusturuldu.
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Tablo 3.5.Calsmada kullanilan primer/oligonukleotid dizileri (Adstve ark., 2005)

Primer/Oligonikleotid Adi | Primer/Oligonikleotid Diz isi

PER-1'e 6zgu primerler

PER-A 5 - ATG AAT GTC ATT ATAAAAGC - 3
PER-D 5 - AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA - 3
OXA-10a 6zgl primerler

OPR-1 5 - GTCTTT CGAGTACGG CATTA-3
OPR-2 5 -ATTTTC TTA GCG GCAACT TAC - 3
ERIC-2 Primeri 5- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G -3

3.2.7. PER-1 ve OXA-10 Gen Bolgelerinin Restriksiyon Fragmenti Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) Analizi

RFLP analizi ilePER41 ve OXA-10 gen bdlgelerinin restriksiyon profilleri
belirlendi (Vahabglu ve ark., 1998).

3.2.7.1. PER-1 ve PER-2 Gen Bodlgelerinin RFLP ile Belirlenmesi

PER gen bolgesi icerglisaptanan sgarin, PER PZR amplikonlarinirPvul
ve Stu enzimleri kullanilarak restriksiyon analizleri yp#di. Restriksiyon endonikleaz
enzimlerinin 6zellikleri Tablo 3.6’da belirtilriir.

Pvull enzim kesimi icin RFLP reaksiyon karisimi:
10 pl PZR drind
2 pul (1X) G tamponu

1ul Pvdl enzimi

7 ul saf su

Stul enzim kesimi icin RFLP reaksiyon karisimi;
10 pl PZR Urdnd
2 ul (1X) B tamponu

1 pl St enzim

7 ul saf su
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Hazirlanan reaksiyon kamimi 37°C’de 1-16 saat calkalamali su banyosunda
inkiibe edildi.inkiibasyon sonunda 20 pl reaksiyon gamina 4 pl yikleme solusyonu
eklenerek enzim aktivitesi durduruldu. KesgnHER- DNA'sI, 1X TBE tamponu ile
hazirlanmg olan %3’lik agaroz jelde 120 V akimda 180 dakikacak sekilde
yarataldd. 5 pg/ml etidyum bromit ile boyanan jelddusan bantlarin molekdiler
bayuklikleri goruntileme cihazinda Gene Ruler 109 BPNA Ladder ile
karsilastirilarak saptandi.

3.2.7.2. OXA-10 PZR Gen Bolgelerinin RFLP ile Tiplerinin Belirlenme  si

OXA-10 ailesine aiDXA11, OXA14, OXA16 tiplerini belirlemek icin RFLP
yontemiylePvul ve Hadll enzimleri kullanilarakOXA-LOPZR Urtnlerinin restriksiyon
analizleri yapildi (Vahahgu ve ark., 1998).

Pvull enzim kesimi icin 20 ul RFLP reaksiyon karsimi;
10 pl PZR rini
2 pul (1X) G tamponu

1ul Pvdl enzimi

7 ul saf su

Haelll enzim kesimi icin 20 ul RFLP reaksiyon karsimi;
10 pl PZR drind
2 ul (1X) R tamponu

1ul Hadll enzimi
7 ul saf su

Calkalamali su banyosunda °87de 1-16 saat inkilbe edilen reaksiyon
karisimina 4 pl yikleme solusyonu eklenerek enzim ate$vi durduruldu. Kesilngi
OXA-10 DNA'sl, %3’luk agaroz jelde 120 V akimda 180 itak olacak sekilde
yarataldd. Olgan bantlarin molekiler buyuklukleri Goriuntilemeaainda Gene Ruler
100 bp DNA Ladder ile kardastirilarak belirlendi.
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Tablo 3.6.Restriksiyon endonukleaz enzimlerinin 6zellikleri

Restriksiyon Enzim kesim (%100) Enzim aktivitesi | Inkiibasyon | Inkiibasyon
enzimleri noktasi icin Onerilen tampon sicaklg sicaklg

Pvu-II 5-CAGCTG-3 (1X) G tamponu 37C 1-16 saat
3'-GTC"GAC-5

Stu-| 5-AGGMCCT-3 (1X) B tamponu 37C 1-16 saat
3-TCC"GGA-%

Haelll 5 -GGMCC-3 (1X) R tamponu 3T 1-16 saat

3 -CC"GG-5

3.2.8. izolatlarin Pulsed-Field Jel Elektroforez (PFGE) Yén temi ile
Epidemiyolojik Analizi

Molekdler tiplendirmede kullanilan PFGE yonteminaamalari gagida

Ozetlenmgtir.

3.2.8.1. Bakteri Stuispansiyonunun Hazirlanmasi

P. aeruginosaswlarinin saf kiltirlerini elde etmek icin kanl adagsiyerine
tek koloni ekimi yapildi ve bir gecelik inkiibasyobaakildi. Buradaki tek kolonilerden
tekrar triptik soy agar besiyerine, tek koloni ekiile pasaj yapilarak bir gece inkibe
edildi. Saf kdlttr halinde Ureyen kolonilerden plastik 6ze dolusu alinarak 1 ml hiicre
suspansiyon tamponu (HST) icerisinde siispansei edilidre siispansiyonu, 13 000 x g
ve £C’ de 2 dakika santrifllj edildikten sonra slpernatatildi. Peletin tGzerine 1 ml
soguk HST eklenerek, kisa sureli vorteks yapildl véepesispanse edildi. Bakteri
yogunlugu, spektrofotometre ile 590 nm dalga boyunda 1 diast olacaksekilde
Olguldi.

3.2.8.2. izolatlarin Dii siik Erime Isili Agaroza Gémulmesi

Hucre sdspansiyon tamponu igerisinde %?2’liksidii erime 1sili agaroz

hazirlandi. Mikrodalga firinda agaroz c¢ozulduktemra % 20’lik sodyum dodezil
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sllfattan (SDS) 500 pl eklenerek kamldi. 45-50C’deki kuru 1si blgunda bulunan
mikrosantrifdj tiplere agaroz-SDS kamindan 200 pl datildi ve bu tuplerin Gzerine
bakteri sispansiyonundan 200 pl eklendi. Birkacadgipetaj yapilarak hicrelerin
agaroz icinde homojegekilde dgilmasi sglandi. Hucre-agaroz-SDS kamindan

agaroz kalibinin kuyularina 100l dagitildi. Kaliplar, agaroz katijancaya kadar
+4°C’de, 10 dakika bekletildi.

3.2.8.3. Agaroz icindeki Hiicrelerin Liziz Soliisyonu ile Parcalanmasi

Steril kapakli cam tuplerin (5 ml) herbirine On&l hicre liziz solisyonu |
eklendi. Katilamis halde bulunan diik erime isili agaroz, kaliptan c¢ikarilarak cam
tuplere yerlstirildi. 37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunakiibe edildikten sonra
hiicre liziz solusyonu | dokulerek, yerine 0.5 mickal liziz soltisyonu Il konuldu.

55°C’de 2 saat calkalamali su banyosunda inkulddiedi

3.2.8.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

Inkiibasyon gamasindan sonra agaroz kalibinin ketnlasi icin tipler 4°C’de
15 dakika bekletildi. Tuplerdeki hiicre liziz soliasy 1l bgaltildiktan sonra 50°C’de
Isitiimis olan steril ultra saf sudan 4 ml eklendi. Calkaahrsu banyosunda 50°C’de 15
dakika sureyle 3 defa yikamgeami yapildi. Agaroz kaliplari t¢ defa (her biri°&0de
15 dakika olmak tzere) 4 ml TE tamponuyla yikanaakatiriimis DNA elde edildi.

3.2.8.5. DNA'nin Spel Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

P. aeruginosdDNA’sInI iceren kaliplarin kesimi icispé RE kullanildi. Lam
Uzerine alinan agaroz kalibin bistira kullanilavaloraninda kesilen parcasi 101X
Spel (1@l 10X Spéd tamponu+ 9Qul distile su) tamponu icine konularak calkalamali s
banyosunda 37°C’de 10 dakika inkiibe edildigddiagaroz parcalari TE tamponu iginde
4°C’de saklandi. Toplam hacim 1Q0olacaksekilde (10ul 10x Spel amponu, 20 Wil
Spé enzimi, steril ultra saf su) karm hazirlandi. Calkalamali su banyosunda 37°C’de
2 saat inkube edildikten sonra tupler buzdolabtidakika bekletildi.
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3.2.8.6. DNA Kaliplarinin Jele Yuklenmesi ve Elektr oforez

PFGE agaroz 100 ml 0.5X TBE (pH,8.4) icinde %l1'blacak sekilde
hazirlandi. Tris radikallerini uzakfararak bant profillerinde okan “smear” goérunttyu
ortadan kaldirmak amaciyla TBE tamponu icine 50 thMurea eklendi. Mikrodalga
finninda agaroz cozuldikten sonra 45&0k su banyosunda bekletildi. Restriksiyon
enzimi ile kesilmg olan agaroz kaliplarinin her biri 15 kuyulu t&ra u¢ kismina
konuldu ve 5 dakika oda iIsisinda bekletildiktenraotarak kaset icine yeslgrildi.
Agaroz, kaset icine dokilerek oda isisinda kahkya birakildi ve jel tam olarak
donduktan sonra tarak cikarildi. Agaroz kasetinierceveleri cikarilarak tabla
Uzerindeki agaroz, igcerisinde 1.9 L 0.5X TBE tamp@pH,8.4) bulunan PFGE tankina
yerlestirildi.

3.2.8.7. Elektroforez Programi

P. aeruginosaicin “CHEF-Mapper Pulsed Field Electrophoresis t8gsde
uygulanan elektroforez kallarn sagida 6zetlenngtir:
Sure: 20 saat, akim 6 V/énbalangic vury siresi: 5 sn, biivurus siiresi: 45 sn, vugu
acisi: 120°, sicaklik: 14°C.

3.2.8.8. Sonugclarin De gerlendirilmesi

Elektroforez programi tamamlandiktan sonra eldieee jel, 5pug/ml etidyum
bromur iceren 400 ml ultra saf su icine alinarakd2@ika streyle boyandChemiDoc
XRSgoruntileme cihazi kullanilarak DNA bantlar beirti. Quantitiy One&Software
yazillm programi kullanilarak bant profilleri araliedildi. UPGMA yontemi
kullanilarak PFGE profillerinin dendogrami gluruldu ve kiimelgme analizi yapildi.



55

4. BULGULAR

4.1. Pseudomonas aeruginosa Suslarin izole Edildikleri Ornek Tirleri ve
Klinik Servisler

Yapilan cagmada Ocak 2007 - Ocak 2008 tarihleri arasinda Quwldkayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesininsige klinik ve polikliniklerinden, OMU-
SUVAM TPL Bakteriyoloji SDL'ye gelen Orneklerden ale edilmg toplam 571
P. aeruginosasuu igerisinde seftazidime direncgli olan 166 (%30)tan, 50 ayri
hastadan izole edilen hastane infeksiyonu etkefiagdim direncli 50 adetP.
aeruginosaswsu kullanildi. Bu sglarin izole edildikleri érnek tarleri ile servisl&ekil

4.1 veSekil 4.2'de oranlarina gore verildi.

2% 2% 2% = Uroloji

u Pediatri

u Erigkin Yogun Bakim

m Dahiliye

u Kalp Damar Cerrahisi

u Plastik Cerrabhisi

= KBB

u Ortopedi
Kardiyoloji

m Noroloji

u Genel Cerrahi
Gogus Cerrahisi
Beyin Cerrahisi

Sekil 4.1.P. aeruginosaularinin izole edildikleri servisler ve oranlari

=
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Sekil 4.2.P. aeruginosaularinin elde edildikleri 6rnek turleri
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4.2. Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari

Disk difuizyon duyarlilik testi sonuclarina gorB, aeruginosasularinin
aztreonam (ATM), sefepim (FEP), sefotaksim (CTXpepasilin (PRL), piperasilin-
tazobaktam (TZP), imipenem (IPM) ve meropenem (MEfibiyotiklerine direng
oranlari sirasiyla; %100, %88, %100, %64, %50, %& 24670 olarak bulundu. Cift
disk sinerji yontemiyle 50 adet seftazidim direrigliaeruginosasusunun 32 tanesinde
(%64) GSBL pozitifigi saptandi. Sekil 4.3'"de GSBL pozitiflgi 6rnek olarak

gOsterilmitir.

Sekil 4.3. Cift disk sinerji yontemiyle GSBL pozitiffi saptanan biP. aeruginosausu

4.3. PZR Optimizasyon Sonuclari

Duyarhlik test sonuclarina gore seftazidim diiesaptanan 50 adeP.
aeruginosaswsunda, PER ve OXA enzim vaginin belirlenmesinde kullanilacak olan

PZR optimizasyon kallarinin sonuglari verilngtir.

a. Magnezyum Klorir Optimizasyonu

PZR amplifikasyonu icin optimal kallar sa&layabilmek amaciyla yapilan
magnezyum klortr optimizasyonunda 1,5-6 mM konseywon arafii calsildi. PER41
ve OXA-10 genlerine spesifik primerler kullanilarak yapilamplifikasyon urunlerinin
goruntilemelerinde, en iyi bant profili veren 3.9Vim(5ul) MgCl, konsantrasyonu
calismalarda kullanildi. MgGlkonsantrasyonlari Tablo 4.1'de, bant profilleri igekil
4.4 veSekil 4.5'de verilmitir.
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Tablo 4.1.Magnezyum klorur optimizasyonu igin kullanilan fadkonsantrasyonlar

Magnezyum Tup | Tup Tup Tup Tup Tup Tup Tup Tup Tup
optimizasyonu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MgCl,
konsantrasyonu | 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45 5 5.5 6
(mM)
25 mM MgCl,
miktari 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(mikrolitre)

M 1pl 2pl 3ul 4pl Sl 6pl 7pl 8ul9ul 10pl NK M

Sekil 4.4. PER4 geni icin magnezyum klorlr optimizasyonu ilesal 960 bp’lik bant
profilleri (M: Marker, NK: DNA igermeyen negatif kontrol)

M 1pl 2pl 3ul 4pl Spl 6pl 7pl 8ul Quioul NK M

Sekil 4.5. OXA-10 geni icin magnezyum klorlr optimizasyonu sonalde edilen 720
bp’lik bant profilleri (M: Marker, NK: DNA igermeyen negatif kontrol)
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b. Primer Ba glanma Isi Optimizasyonu

PER41 ve OXA-10 gen bdlgelerinin primer Benma isilarinin belirlenmesi
icin yapilan optimizasyon camasinda, 50-66C 1si aralgl kullanildi. PER1 ve OXA-
10 primerleri icin en uygun kganma 1sisi 56C olarak belirlendi. Belirli sicaklik

araliklarinda olgan bant profili géruntulerekil 4.6 veSekil 4.7°de verilmtir.

M 503 50.6 51 519 53 543 6%6.9 58.4 59.3 59.9 60.2

700
600

500
400
300

200

100

Sekil 4.6.PER4 gen bolgesi icin primer Banma i1s1 optimizasyonw: Marker)

M 503 506 51 519 53 54556 569 584 59.3 599 6

Sekil 4.7.OXA-10 gen bdlgesinin belirlenmesi igin yapilan prirbaeglanma isi
optimizasyon: Marker)
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4.4. PZR Yontemiyle PER-1 Gen Bdlgesinin Saptanmasi

P. aeruginosasuwlarinda PER4 enzimi kodlayan gen vagh PER41A ve
PER4D primerleri kullanilarak PZR yontemi ile beliriéin Toplam 23 adet sta 960
bp’lik PER4 gen bélgesi saptandi ve jel gorinttkgekil 4.8'de verildi.P. aeruginosa

suslarl arasind@#ER-L genine sahip olanlarin orani % 46 olarak bulundu.

M1 2 3 4 6 8 9 10 14 15 17 M 22 25 28 35 36 37 40 42 47 50 M

3000

2000
1500
1200
_.;..q_-a-----“u--—u"-—-_—,---__, ’ - 86°

800
700

600
500

400
300

200

100

Sekil 4.8.P. aeruginosauslarinda saptanan 960 bp’lKRER-L gen bdlgelerim: Marker)

4.5. PZR Yontemiyle OXA-10 Gen Bdlgesinin Saptanmasi

P. aeruginosasularinda OXA-10 (OXA1l, OXA14, OXA15, OXA16 ve
OXA-17) DNA dizilerine uyumlu OPR-1 ve OPR-2 primerlge gerceklatiriien PZR
ile OXA-10 grubu enzim vagh argtirildi. Otuz dokuz adet sta, 720 bp’likOXA-10
gen bolgesinin va belirlendi ve bant goruntulerSekil 4.9 ve Sekil 4.10'da
gosterildi. P. aeruginosasuslari arasinda®XA-10 grubu enzim Uretenlerin orani % 78

olarak bulundu.
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EES e YT T R E

M 5 7 9 11 12 13 14 15 16 18 NP 20 21 22 23 24 25 26 27 28 NK M

Sekil 4.9.5-28 no’lu sylarin 720 bp blyuklgiindekiOXA-10 gen bolgeleri
(M: Marker, NK: DNA icermeyen negatif kontrol)

M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 BD 40 41 43 44 45 46 48 49 NK

Sekil 4.10.29-49 no’lu sylarin 720 bp bluyuklgindekiOXA-10 gen bolgeleri
(M: Marker, NK: DNA icermeyen negatif kontrol)

4.6. PZR Yontemi ile PER-1 ve OXA-10 Geni Ta sidigl Saptanan Su glarin
Seftazidim M iK Degerleri

PER4 ve OXA-10 geni taidigi saptanarP. aeruginosasularinin seftazidim
Minimum Inhibitér Konsantrasyon derleri CLSI kriterlerine gére yorumlandi. CLSI
onerilerine goreP. aeruginosaicin seftazidim MK degeri >32 oldysunda direncli
olarak kabul edilmektedir. Tez gahasinda kullanilan tim garin seftazidim NK
degerleri >64 ve Uzeri olarak belirlenerek direncli oldukladogrulandi ve MK
degerleri Tablo 4.2’de verilnstir.



61

4.7. P. aeruginosa Suslarinin Klonal Yakinlklari

PER4 ve OXA-10 gen bdlgeleri saptandh aeruginosaizolatlarininklonal
yakinliklari, ERIC dizilerine 6zgli ERIC-2 primeriukanilarak RAPD-PZR ile
incelendi veSekil 4.11, Sekil 4.12 ile Sekil 4.13'de olgan bant profili goérunttleri

verildi.
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Sekil 4.11.PER1 veOXA-10 geni tespit edilen 1-12 no'lusgtarin RAPD-PZR
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Sekil 4.12.PER1 veOXA-10 geni tespit edilen 13-39 no'lustarin RAPD-PZR

sonuclagm: Marker)
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Sekil 4.13. PER1 ve OXA-10 geni tespit edilen 15-42 ve 43-50 no'lglaun RAPD-
PZR sonuclar(M: Marker)

RAPD-PZR sonuglarina gére tum bantlari birebiriaglan izolatlar ayni su
(klon), bir ve iki bant farklilik gosteren izolatlaenzer (klonal ikkili), iki banttan fazla
faklilik gosteren izolatlar ise farkll gar olarak yorumlandi, grup analizleri yapildi ve
tum izolatlar bant profilleri g6z 6niine alinarak grupta incelendi. Bu gruplari temsil
eden birer sy secilerek bant profilleriSekil 4.14’de gosterildi ve dendogram

sonugclaringekil 4.15'de yer verildi.
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Sekil 4.14. P. aeruginosaizolatlarinin RAPD-PZR sonuclari ile glurulan grup
profilleri (M: Marker)
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Sekil 4.15.P. aeruginosaularinin RAPD-PZR sonugclarina goére ¢izilen dendogram



Tablo 4.2. Pseudomonas aeruginossslarinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri

64

Servi C')r__ngk CoST Disk Difizyon Duyarlilik Sonuglari Se;\t/ﬁzdlm S Of]ﬁga” RAPD
Tard Caz | 1zp | FEP | PRL | CTx | MEM |ATM |m | Deterer [oerl oxa| |
1 Uroloji idrar + R S R R R R R R | >1024-R + 1
2 Dahiliye idrar + R S R S R S R S| >1024-R + 4
3 Uroloji idrar + R S R R R R R R | 512-R + 1
4 Uroloji Yara + R S R R R R R R| >1024-R + 1
5 KvC TAK + R R R R R R R R | 64-R + 2
6 Uroloji idrar R S R R R R R R | 128-R + 1
7 KBB Yara + R R R R R R R R | 21024-R + 3
8 Eriskin YB BOS R S R S R S R S| 128-R + 1
9 Uroloji idrar R S R S R R R R| 256-R + + 1
10 | Erikin YB Kateter + R R R R R R R R | 512-R + 1
11 Uroloji idrar R S R S R S R S| 128-R + + 1
12 Uroloji idrar R R R R R R R R | 256-R + 1
13 Pediatri TAK + R S R S R R R S| 128-R + 2
14 Erikin YB TAK + R S R S R R R R | 512-R + 1
15 Uroloji idrar + R R R R R R R R | 256-R + 1
16 | Plastik Cer. Yara + R R R R R R R R 128-R + 6
17 | Erkkin YB idrar + R S R S R R R R | 256-R + 1
18 | Plastik Cer. Yara R S S S R S R $ 64-R + 8
19 Ped. Kard. TAK + R R R R R R R R| 512-R + 6
20 | Genel Cer. Yara + R R S R R R R R 256-R + 3
21 Ortopedi Yara R S R S R S R R 64-R + 7
22 Erkin YB TAK R R R R R R R R | 128-R + + 7
23 Uroloji TAK R R S R R R R R | >1024-R + 3
24 | Pediatrinf. | Kateter R R R R R R R R| 512-R + 2
25 | Erikin YB P'S?I‘\’/rla' R s R| s R s R s | B4R + 4 4
26 Pediatri TAK + R S R R R S R S| 256-R + 3
27 Uroloji Yara R S S R R R R R| 128-R + 3
28 Uroloji idrar R S R S R S R S| 64-R + + 2
29 | G@us Cer. TAK R S R S R S R R| 64-R + 1
30 Dahiliye Kateter R S S S R S R R 256-R + 1
31 Pediatri idrar R S R S R S R S| 128-R + 2
32 | Beyin Cer. idrar + R S R S R S R s| 512-R + 1
33 | Pediatri YB TAK + R R R R R R R R| 64-R + 9
34 | Pediatrinf. | Balgam + R R R R R R R R| 256-R + 5
35 Uroloji idrar + R R R R R R R R | >1024-R + 1
36 KVvC Yara R S S R R S R S| 128-R + 5
37 KVC Yara + R R R R R R R R | 256-R + 2
38 Kardioloji Dializat R R R R R R R R | >1024-R + 5
39 | Pediatri YB Kateter + R R R R R R R R 512-R + 5
40 Ped. Cer. Yara R R R R R R R R 128-R + + 6
41 | Pediatrinf. TAK R R R R R R R R | 256-R + 6
42 | Erkkin YB TAK R S R S R S R S | 256-R + 7
43 Pediatri Idrar + R R R R R R R R 512-R + 6
44 Pediatri TAK + R R R R R R R R| 64-R 6
45 Pediatri Kateter R R R R R R R R 128-R 2
46 Dahiliye idrar R R R R R R R R | 256-R 10
47 Uroloji I drar R R R R R R R R | 128-R 1
48 Dahiliye Kan R S R S R S R S| 512-R 11
49 | Erikin YB Balgam + R S R S R R R R| 64-R 1
50 Noroloji Balgam + R R R R R R R R 256-R 1

KVC: Kardiovaskiler Cerrahi,
R:Direncli, S:Duyarh,

TAK:Trakeal aspirat, KBBRiKk burun b@az, YB:Yogun bakim, BOS:Beyin

omurilik sivisi,
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4.8. P. aeruginosa Suslarinin Restriksiyon Analizleri

PER41 ve OXA-10 genleri varlgl saptanan izolatlarin PZR Grlnlerinin

restriksiyon analizleri RFLP yontemi ile yapildi.
4.8.1. PER-1 Geni PZR Urunlerinin Restriksiyon Analizi

PER4 geni saptanan izolatlarin PZR drUnlerinfvul ve Std enzimleri
kullanilarak restriksiyon analizleri yapild?PER- amplifikasyon GriniStd ile PER-2
amplifikasyon trinise Pvudl RE ile kesilemediinden dolay! bu enzimler kullanilarak
iki farkli gen bdlgesi ayirt edilebilmektedir. Reksiyon analizi uygulanan toplam 23
PZR UrinunurPvul ile 450, 230, 158 ve 85 bp’lik parcalara ayrisnebuna kann Stu
ile hicbir desisime ugramamasi, UrtnleriPER-L genineait oldusunu gostermektedir
(Nordmann and Naas, 1994). RFLP analiz sonug@dakil 4.16 ve Sekil 4.17'de

verilmistir.

M1 2 3 4 6 8 9 1011 18 17 M 22 25 28 35 36 37 40 42 46 80

-—
.
=y Fw PO o S o B BN B = gy N L B TR L KL .

- .

P e e e . e

- - e .

Sekil 4.16.Pvul ile kesim sonrasi elde edilen 450, 230, 158 yédg'lik DNA

fragmentlerinin gosterilmesgt Marker)
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2 3 46 8 910 111475M 2225 2835 36 37 40 4246 47 50

Sekil 4.17.Std enzimi ile kesilmeyen 960 bp’liIRER- gen bdlgeler{m: Marker)

4.8.2. OXA-10 Geni PZR Uriinlerinin Restriksiyon Analizi

OXA-10 gen bolgesi saptanan izolatlarin PZR Urunlerfrinil ve Hadll
enzimleri kullanilarak restriksiyon analizleri yagp1 OXA-10 amplifikasyon drtnlerinin
Pvdl enzimiile, 408 ve 312 bp’lik iki fragmente ayrilmasi bargbodlgesininOXA-10
ailesine ait oldgunu gosterdi. Bir sonraki basamakta BXA-10 geni saptanan 39
izolatin PZR amplikonlariHaelll RE enzimi ile kesildi. 720 bp’likOXA-10 gen
bdlgelerininHadll enzimi kullanilarak 524 ve 196 bp’lik iki fragemte ayrilmasi ile
OXA-11/ 14/ 16 enzim tipleri belirlendBekil 4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21'de restriksiyon
analizlerinin jel goruntuleriSekil 4.22’de restriksiyon analiz basamaklari veriiin.
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Sekil 4.18.Pvul ile kesim sonrasi elde edilen 5-32 no’lyglsun 408 ve 312 bp’lik
OXA-10 gen bolgelerim: Marker)
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Sekil 4.19.Pvul ile kesim sonrasi elde edilen 33-49 no’lglann 408 ve 312 bp’lik
OXA-10 gen boélgelerim: Marker)

M 5 7 9 11 12 1314 1516 18 19 20M 21 2223 2¢ 25 26 27 28 29 30 31 N

1030
900
—

- 800
o 700

600
-

--rwl-:--u“-u-up:-“-“_----‘ 500
400

-

300

200

100

Sekil 4.20.Hadlll ile kesim sonrasi elde edilen 5-32 no’liksuin 196 ve 524 bp’lik
OXA-10 gen boélgelerim: Marker)
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Sekil 4.21.Hadll ile kesim sonrasi elde edilen 33-49 no’lylsmin 196 ve 524 bp’lik
OXA-10 gen boélgelerim: Marker)

Hibridizasyon

|

PZR ile Amplifikasyon (720 bp)

}

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerikigsim

!

Pvu-II

v v

Bir fragment  iki fragment
) 408/312 bp

v
OXA-7/13 OXA-10 ailesi Haelll

! !

Ug fragment iki fragment

284/240/196 bp 524/196 bp
OXA10/17 OXA-11/14/16

Sekil 4.22. OXA-10 PZR durunlerinin restriksiyon analizi basamakiarahabglu ve
ark., 1998)
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4.9. Pseudomonas aeruginosa susglarinin PFGE Yo6ntemi ile Epidemiyolojik

Analizi

P. aeruginosasuslarina uygulanan PFGE'nin farkls@malarindan sonra elde
edilen bant profilleri dgerlendirildi. Tenover kriterlerine gore garin epidemiyolojik
olarak birbirleriyle ilskilerinin derecelendirilmesi yapildizolatlara ait gruplari temsil
eden bant profilleriSekil 4.23' de gosterilmektedir. Bu dari temsil eden gruplar

belirlenerek UPGMA programiyla ¢izilen dendogréekil 4.24’de verilmektedir.

5: U S8).20) 12] 16=2Z =238 27383t 49

Sekil 4.23.P. aeruginosauslarina ait gruplari temsil eden PFGE profilleri
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Sekil 4.24.P. aeruginosaularinin 11 adet grubunu temsil eden PFGE dendogrami
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5. TARTISMA

P. aeruginosa sadece sinirli sayida antibiyg#i hassasiyet gdsteren, artan
antibiyotik direnci ile 6nemli bir sorun haline gel, 6zellikle ygun bakim Unitelerinde
hastane infeksiyonulardaki rolinden dolayi infeksiyhastaliklari alaninda dnemli bir
yere sahip olan virulan bir mikroorganizmadir (G(jr#903; Fidan ve ark., 2005; Haris
et al.,, 1999). Yuzeyel bir deri infeksiyonundannfihan sepsise kadar ggen cok
¢ssitli infeksiyonlara neden olabilir (Kiska ve Gilkg, 2003).P. aeruginosala
GSBL'ler o6zellikle hastane infeksiyonlarinin tedsiade tercih edilen beta-laktam
grubu antibiyotiklere direncte 6nemli bir mekanizima(Erag, 2006). PER-1 ve OXA
tipi GSBL'ler balica P. aeruginosaa bulunurlar ve seftazidim direncinden
sorumludurlar. Hastane infeksiyonlari epidemiyapji ve kontrolinde klasik
mikrobiyolojik yontemlerin yanisira son yillarda hakiler yontemlerdeki galmeler
infeksiyonlarin hizli tanisi, kokenlerin identifiggonu ve klonal benzerliklerinin
saptanmasi, antibiyotik direncinin belirlenmesilemi ve hastane infeksiyonlari
epidemiyolojisi konularinda yeni acilimlar ggamaktadir (Stratton ve Grene, 2004,
Singh et al., 2006; Andrei ve Zervos, 2006).

P. aeruginosaokenleri Aydin ve ark.(2000) tarafindan yapilaliggnada; en
sik idrardan (%33.8), ikinci siklikta puyden (%23.8e Ucuncu sikhkta yanik
orneklerinden (%20.6) tespit edilgtir. Turgut ve ark. (2002)'nin yapmiolduklari
calismada,P. aeruginos&dkenleri %39.5 ile en sik idrardan ve %37.2 kieci sikhkta
trakeal aspirattan, %20.6 ile Gclncu siklikta isegayorneklerinden izole ettiklerini
bildirmislerdir. Akcay ve ark. (2003) ise cahalarindaP. aeruginos&okenlerini %45
ile en sik trakeal aspirat 6rneklerinden, ikindklikta %23 ile idrar drneklerinden,
dcunci sikhkta %21 ile yara orneklerinden elde igerdir. Yaptgimiz calsmada;
seftazidim direncli hastane infeksiyonu etkeni oRinaeruginosaswlari, en sik idrar
orneklerinden (%32) izole edilgtir. ikinci ve Uglincii siklikta ise trakeal aspirat (%24)
ve yara ornekleri (%20) gelmektedir.
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P. aeruginosa swlarinin  servislere gbére @ddiminin  incelendii
Bayramglu'nun (2004) c¢akmasinda; P. aeruginosa kokenleri en sik pediatri
servisinden (%32.4), ikinci siklikta YBU'den (%9, %)clinct siklikta ise genel cerrahi
servisinden (%7) elde edilgtir. GUnduz ve ark. (2003) is€, aeruginos&dkenlerini
en sik YBU’den (%43.3), ikinci siklikta kulak burogaz servisinden (18), uglncii
siklikta cerrahi servisinden (%8.6) saptadiklartildirmislerdir. Elde ettgimiz
sonuclara goreP. aeruginosasularl en sik troloji (%26) ve pediatri servislerimde
(%26), (pediatri ygun bakim, pediatrik cerrahi, pediatrik infeksiyom yediatrik
kardiyoloji), ikinci siklikta YBU'den (%16) ve Uciaii siklikta dahiliye servisinden
(%8) izole edilmgtir.

Turkiye genelinde farkli bolgelerdeki yedi Univeéeshastanesinin yon bakim
unitelerinden izole edilen seftazidim direnéli aeruginosaswlarinda IPM, FEP ve
ATM antibiyotiklerine diren¢ oranlari sirasiyla, @6, %91.3 ve %98.9 olarak
saptanmytir (Kolayh ve ark., 2005). Aktave ark. (2005)'nin yapi calsmaya goére
Istanbul’daSubat 1999-Subat 2000 tarihleri arasinda hastane infeksiyokeret287pP.
aeruginosaswundan %39'u seftazidime direncli bulunghwr. Ayni calgmaya goére
yogun bakim Unitesi izolatlarinda seftazidim dirend@24lir. Yogun bakim tnitesinden
izole edilen 49 swun c¢agul direncli oldgu; %98'inin  imipeneme, %92’sinin
aztreonama, %96’sinin sefepime, %41’inin pipenasilive %37’sinin piperasilin-
tazobaktama direngli olgu bildirilmistir. Bu oranlar bizim c¢ajmamizda elde
ettigimiz direng oranlarina (aztreonam, sefepim, seftak piperasilin, piperasilin-
tazobaktam, imipenem ve meropenem antibiyotikledimeng oranlari sirasiyla; %100,
%88, %100, %64, %50, %74 ve %70) yakin olmaklaikba) Turkiye'de seftazidim
direncli P. aeruginosdarin diger beta-laktam antibiyotiklere de dnemli orandawigti

oldugunu gostermektedir.

Vahabglu ve ark. (1997) tarafindan yurutulen; Turkiye'diarkh bélgelerindeki
hastanelerde PER-1 prevalansininstanédigi cok merkezli caymada, PER-1 Ureten
swlarin cgunlukla imipenem ve meropeneme duyarli olduklarirtdenektedir. P.
aeruginosa swlarimizin ¢aitli beta-laktam antibiyotiklere kar disk diflizyon
yontemiyle belirlenen direng oranlar kdastirildiginda arada onemli bir farkin
olmadgl saptanmgtir. Turkiye'de son vyillarda gerceklkerilen bir diger cok merkezli
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calismada, uclncu kak sefalosporin, karbapenem, aminoglikozit ve lonogrubu
antibiyotikler kullanilarak belirlenen ¢oklu antyitik direng fenotipi agisindan PER-1
geni iceren ve icermeyengar arasinda onemli bir fark olmaaisonucuna varilngtir
(Kolayli ve ark., 2005). Hastanemizde izole edileastane infeksiyonu etker.
aeruginosasularinda antibiyotik duyarlilik testleri ile seftalan direncinin yanisira
piperasilin (PRL), piperasilin-tazobaktam (TP),rasham (ATM), sefotaksim (CTX),
imipenem (IMP), meropenem (MEM) ve sefepim (FEPjikayotiklerine direng ve
GSBL uretimi gibi 6zellikler de incelengtir. Genel olarak, seftazidim dirench.
aeruginosa sularinin dger beta-laktam antibiyotiklere de biyluk oranda rdhe
oldugu, incelenen ajanlar icinde en etkili olanlarin ggsilin-tazobaktam ve

meropenem oldgu belirlenmgtir.

Aktas ve ark. (2005)'nin yapmgioldugu calsmada; ygun bakim dnitesinden
izole edilen CAZ direnclP. aeruginosasularinda CAZ, ATM ve tikarsilin-klavulanik
asit (75 pug + 10 ug) diskleri kullanilarak gercgiitden cift disk siner;ji testiyle % 42.9
oraninda GSBL vaa saptanabilmiir. Era¢ (2006)'in yap# calsmada, CAZ, FEP,
CTX, AMC ve ATM diskleri ile GSBL varlk taranmg, busekilde PER-1 geni vagi
saptanarP. aeruginosaswlarinda %83.3 oraninda GSBL pozitglitespit edilmgtir.
Istanbul Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’ndgutodirencli 50 P. aeruginosa
swunun incelendii diger bir calsmada, cift disk sinerji testiyle %18 oraninda GSBL
pozitifligi saptanirken, PZR yontemiyle %44 oraninda PER-hi garligi, %46
oraninda OXA-10 geni pozitith tespit edilmgtir (Celik, 2007). Cakmamizda
incelenen sglarda CAZ, FEP, ATM ve PIP diskleri ile amoksistkitavulanik asit
(AMC) diski kullanilarak GSBL varfil tarandi ve byekilde P. aeruginosasularinin
32’'sinde (%64) GSBL pozitiffii saptandi. Elde edilen bu bulgular PER-1 Ure®en
aeruginosaswlarinin saptanmasinda c¢ift disk sinerji yontemigiivenilir olmadgi
yonindeki sonuclari desteklemektedir. Bu veriletgegP. aeruginosala cift disk
sinerji testinin yalanci negatif sonu¢ verebil@cgdz onine alinarak, bu test ile

belirlenen negatiffiin bagka yontemlerle dgrulanmasi gereldi gozlemlenmgtir.
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Genglemis spektrumlu beta-laktamazlarin kiltire dayali dultartestleri ile
saptanmasi 0zel tekniklerin uygulanmasini gerelegitedir. Bu yontemler GSBL
varhgini her zaman belirleyememektedir. GSBL saptannfesn tedavide dou
antibiyotiklerin secilmesi hem de GSBLstgan bakterilerin epidemiyolojik acidan
izlenmelerinde oldukga 6nemlidir. Molekuler yontemid GSBL ureten bakteriler hem
klinik orneklerde dgrudan saptanabilmekte hem de tdrleri kesin olarak
belirlenebilmektedir (Corinne et al., 2001).

Gunumuze dek yapilan gahalarda, PER-1'in tanimlanmasinda izoelektrik
odaklama IEO), antibiyogram paterni/cift disk sinerji testbgfenotipik yontemler ile
koloni hibridizasyon, PZR, dizi analizi gibi gengiti yontemler birarada kullanilstir
(Nordmann et al., 1993; Nordmann ve Naas, 1994;aWaiu ve ark.,1997). PER-1
enziminin daha c¢okP. aeruginosave A. baumanniigibi c¢ogul direncgli hastane
infeksiyonu etkeni sdlar tarafindan sentezlergli gozlenmektedir. Bu silarda ayni
zamanda AmpC tipi enzimlerigia Uretimi, metallo beta-laktamazlar ve OXA turenw|
gibi farkh grup enzimlerin ¢ zamanh ekspresyonu, sdmembran gegcirgerginde
azalma ve aktif pompa sistemleri gibi direng mekaralarinin devreye girmesi s6z
konusu oldgundan, PER-1 enzimi vaginin antibiyogram paterni veya cift disk siner;ji
gibi fenotipik yontemler ile taranmasini gigtlemektedir. TEM-1 gibi beta-
laktamazlarin izoelektrik noktalarinin PER-1'e ¢gékin olyu ve caitli faktorlerin
etkilerine duyarli bir yontem olmasi nedeniyle iBd#rik odaklama tekig
tanimlamada tek Baa kullanilamamaktadir. PZR ve dizi analizi yonkerm daha
glvenilir olmalari nedeniyle PER-1'in belirlenmedéntercih edilmektedir (Weldhagen
et al., 2003). Turkiye'de sekiz Universite hastamds, yaklaik t¢ aylik bir sire icinde
hastane kokenlP. aeruginosa, Acinetobactspp ve K. pneumoniaeirlerinde, koloni
hibridizasyon velEO teknikleriyle PER-1 vag aratiriimis, P.aeruginosada %11,
Acinetobacterspp’de %46 oraninda PER-1 pozitfli saptanirken K. pneumoniae
swlarinin hicbirinde bu enzim belirlenemegtivi (Vahab@lu ve ark., 1997). Ayni
tarihlerde Ulkemizde u¢ farkh hastaneden (¢ abiik strecte izole edilngi hastane
kaynakli P.aeruginosave Acinetobacter baumannsgwlarinda, PER-1 pozitiffii orani
sirasiyla %23,7 ve %62 olarak tespit edstimi(Vahabglu ve ark., 1998).
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Beta-laktam antibiyotiklerin kullanim prensiplerild farklara bgl olarak beta-
laktamazlarin prevalansi llkeden Ulkeyehirdensehire, hatta hastaneden hastaneye
desismektedir (Gulay ve ark., 2001). TEM veya SHV gruB&BL olmayan PER-1
enzimi, ilk kez 1991 yilinda Fransa’da bir Turk taasn idrar 6rnginden izole ediler.
aeruginosaswunda saptanmgtir (Nordmann et al., 1993). 1991-1993 yillari anda
Ankara’da seftazidim direncli 1R. aeruginosaswunda da PER-1 enzimine rastlagmi
ardindan ulke capinda gerceitiglen cok merkezli bir catmada s6z konusu enzimin
P. aeruginosave Acinetobacter spp izolatlarinda da yaygin olarak bulurgdu
anlgiimistir (Danel et al., 1995; Vahaplo ve ark., 1997).

Vahabglu ve ark. (1997) Turkiye'nin yedi @oafik bolgesinde lokalize olan
sekiz farkh Gniversite hastanesinden uc¢ aylikpariyotta elde edilen 7&cinetobacter
spp, 92 Klebsiella spp ve 367 P. aeruginosaolmak Uzere toplam 531 izolatla
yurdttikleri calgmanin sonucundacinetobacter spp lerin %76’sinin, Klebsiella
spp’lerin %39’'unun veP. aeruginosdarin %28’inin seftazidime direncli oldiunu
saptamglardir. Seftazidime direncli olaR. aeruginosdarin %38'inde PER-1 enzimi
pozitif bulunmytur. Vahabglu ve ark. (1998)'nin yaptiklari ger bir calsmada; 76P.
aeruginosaizolatindan 18'inin (%23.7) PER-1, 4’G4nin (%5.3XA&10 enzimini tek
basina, 8 izolatin (%10.5) ise her iki beta-laktamaizarada Uretfii belirlenmistir.

OXA-10 turevi enzimlerden OXA-11, OXA-14, OXA-16evOXA-17, ilk
olarak Ankara’da Gur ve ark. tarafindan izole editm(Hall et al., 1993; Danel et al.,
1997; 1998; 2001)stanbul Unversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'ndalgapcalsmada,

50 adet seftazidime direnck. aeruginosaswunun 23’'Unde (%46) OXA-10 tirevi
enzimler saptanmgtir (Celik, 2007). OXA-10 turevleri, GSBL tipi OXAnzimlerini
genel olarak icerdi icin calismamizda, OXA-10 gen bdlgesine yonelik ortak primer
kullaniimis ve toplam 39 izolatta (%78) OXA-10 turevi GSBL &nk pozitif olarak

bulunmugtur.

Aktas ve ark. (2005)'na ait farkli bir camada,istanbul Tip Fakiltesi Hastanesi
yogun bakim servislerinden 1999-2000 yillan arasim#e edilms P. aeruginosa
izolatlarinin, seftazidim direncinden sorumlu olabek PER-1 orani %86, OXA-10
turevleri orani %55, PER-1 ve OXA-10 turevleri Witéligi %48 oraninda bildirilrmtir.
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Bizim ¢alsmamizin sonuglarina gore; hastana etkeni seftaaitiemcli P. aeruginosa
izolatlarinda %46 oraninda PER-1, %78 oraninda QXAtirevi beta-laktamaz enzimi
Uretimi ve %24 oraninda ise PER-1 ve OXA-10 tiremzimlerin birliktelgi tespit
edilmistir. PZR yontemi ile yapgmiz calsmada, PER-1 ve OXA-10 genistdig
saptanan siardan hicbirinde seftazidim M degerinin 64pg/ml'nin altinda olmamasi,
bu enzimlerin seftazidime karytuksek etkinlginin oldugunu ortaya koymaktadir.

PER-2 enzimi, aminoasit dizisi agggn PER-1 ile %86,4 benzerlik gosteren
bir GSBL'dir ve ginimuize kadar sadece Guney Ameiikeelerinde cgunlukla
Enterobacteriaceadiyelerinin olgturdusu suylarda saptanngtir (Bauerfeind et al.,
1996; Vignoli et al., 2005; Celenza et al., 2008)lya’da gerceklgirilen bir calsmada
PER-1 genininStd enzimiyle, PER-2 geninin isé’vul enzimiyle kesilmemesi
bilgisinden yola c¢ikilarak, PZR urunlerinin ressifkon analizi ile PER-1/PER-2
ayriminin yapilabilegg gosterilmitir (Luzzaro et al., 2001). Dokuz Eylil Universites
hastanesind®. aeruginosasularinin farkli ERIC-PZR paternlerine ait temsilcitede
PER-1 geni PZR urunlerinin restriksiyon analizi yaps ve tium PZR GranleriniPvul
ile dort parcaya ayrilmasi sonucunda urtinlerin REgenine ait oldgu gosterilmgtir
(Erag, 2006). Yapgimiz calsmada PER-1 geni saptanBnaeruginosaularinda PZR
arnlerininPvdl ve Std enzimleri kullanilarak restriksiyon analizleri g@mistir. PZR
ardnlerinin timinunStd enziminden etkilenmeyerekPvul ile dort fragmente

ayrilmasi Uranlerin tamaminin PER-1 genine ait glohw gosternsiir.

Fransa,italya, Belcika ve Kore gibi Ulkelerde de PER-1 emizsaptanarP.
aeruginosa Acinetobacter spp., Proteus mirabilige Alcaligenes faecalissulari
bildirilmi stir (Pereria et al., 2000; Luzzaro et al., 2001nycet al., 2003). Ancak bu
Ulkelerde PER-1 enziminin genel prevalansini ortiggan cok merkezli caimalara
rastlamak guctir. 2001-2002 vyillari arasinda ortaang§a’da dokuz hastanenin
katiimiyla gercekligtirilen calsmada toplam 5304 seftazidim direnéli aeruginosa
izolatindan 37’sinde (%0.7) PER-1 geni varltespit edilmgtir (De Champs et al.,
2004). Molekuler tiplendirme ¢amalari sonucu, géli merkezlerde salginlara neden
olmus bu syglardan ¢gunun ayni ya da benzer genotipik profile sahip klaiu ortaya
konmustur. 1995-2000 yillar arasinda Kuzétalya'daki alti hastanede izole edilen,
geng spektrumlu sefalosporinlere ve monobaktamlaranglrecift disk sinerji testiyle
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GSBL-pozitifligi saptanmyg ve nozokomiyal salgin etkeni 44 aeruginosawundan 20
tanesinin PER-1 drefi belirlenmgtir (Pagani et al.,, 2004). Guney Kore'de bir
hastanede, incelenen seftazidime direncli ROderuginosaswundan hicbirinde PER-1

genine rastlanmastir (Yong et al., 2003).

PER-1 ve OXA-10 grubu enzim Udreten izolatlarin ldbryakinhklarini ve
epidemiyolojik 6zelliklerini saptamak icin yapilagalsmalar arasindalstanbul
Universitesi Hastanesi'nde PER-1 geni iceren B2 aeruginosasusunun klonal
yakinhginin ERIC-PZR ile argirildig bir calsmada 16 farkli bant paterni saptagimi
(Aktas et al., 2005). Bu siardan 25’inin (%60) iki farkh paternin Gyesi olgu
anlsgllmis ve hastalar arasinda klonal olarakskili suslarin yayildgl sonucuna
variimistir. Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi’nde yiirigil bir calsmada, PER-1
varligi saptanan P. aeruginosa izolatlarinin ERIC-PZR yontemiyle, buyuk
cogunlugunun balica iki klonun Gyesi olduklari anddmistir. Elde edilen veriler, PER-
1 enzim prevalansinin yutksek glundan buyik 6lcide klonal yayillim gdsterBn
aeruginosasularinin sorumlu oldgunu digundurmektedir (Erag, 2006). Bir fka
calismada ise, Turkiye'de farklh bolgelerdeki yedi hastden rastgele secilen birér
aeruginosave A. baumanniisularinin ERIC-PZR yontemi ile klonal yakinlklarin
incelenmesi sonucunda PER-1'in multi-klonal bir §yay godsterdgi belirlenmitir
(Kolayl ve ark., 2005).

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Hastames' caitli  klinik
orneklerden izole edilerP. aeruginosasuwlarinin klonal ilgkilerini saptamak icin
yaptgimiz bu ¢cagmada; toplam 11 adet farkli bant paterni tespilnadive bu sglarin
baslica dort klonun dyesi olduklari sonucuna vargim RAPD-PZR yontemiyle Grup
1 (n:19), Grup 2 (n:7), Grup 3 (n:5), Grup 6 (na)a klonlarin yani sira birka¢ ssu
iceren alt gruplar belirlenrgtir. Bu verilere goreP. aeruginosaswlarinin 26’sinin
(%52) iki farkh paternin Uyesi oldw ve bu ana paternlerde yer alalaun buyik
cogunlugunun Uroloji ve egkin yogun bakim servislerindeki hastalarin idrar ile katet
ve TAK drneklerinden izole edildikleri tespit edilgtir. Hastanemizde PER-1 ve OXA-
10 genleri prevalansinin yiuksek olmasinin buyikidég klonal olarak igkili suslarin

hastalar arasindaki gelgrden kaynaklanabilegedistintlmektedir.
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PFGE yontemi, bakteriyel patojenler icin kullanilarolekuler epidemiyolojik
analizler arasinda “altin standart” olarak kabullreektedir (Persing et al., 2004).
PFGE dger molekuler tekniklerde olgu gibi bir infeksiy6z ajanin dasik izolatlari
arasindaki muhtemel gkiyi ortaya cikarmak icin kullaniimaktadir (Goering998;
2000). Epidemiyolojik analiz icin bakteri ginun tanimlanmasina odaklanmak yerine
bir seri bakteriyel izolatin tesadifi olarak ya #&&iden ksiye gecsi Uzerinde
durulmaktadir. PFGE uygulamalarindageti molekiler epidemiyolojik yontemlerde
oldugu gibi kromozomal benzerlikler kalastirilarak yorum yapilir (Goering, 2000).
Bu bilgiler dikkate alinarak yapilan ¢ghalarda incelenen garin tiplendirilmesinde
ve epidemiyolojik analizlerinin yapilmasinda ERIZHR yaninda PFGE tekgi de

kullaniimaktadir.

italya'da farkli merkezlerde salginlara neden old&ERFA. geni varig tespit
edilen 9 P. aeruginosaswunun genetik yakiniinin PFGE yoOntemiyle agardig
calismada, bu sglardan ikisinin ayni paterne sahipkengeatierinin farkli klonlara ait
olduklar ve bdylelikle de farkli salginlarin farkklonlarca olgturuldusu sonucuna
variimistir (Pagani et al., 2004talya’da yapilan dier calsmada, bir hastanenin jon
bakim Unitesinde salgina yol agnRER-1 geni icere®. aeruginosasuslarinin PFGE
yontemiyle klonal kaynakli oldiu ve daha 6nce ayni hastanede sporadik olarak izole
edilen PER-1 (+)P. aeruginosasuwlariyla benzerlik gostermedikleri belirlengtir
(Luzzaro et al., 2001).

Coklu ilaca direncli ve duyarlh 38 add?. aeruginosaizolati ile yapilan
calismadaSpée restriksiyon endonikleaz ile toplam 22 farkl ged-field jel profili elde
etmilerdir. Bu sylar icerisinde ¢gul direnci olan 19 adeP. aeruginosasulari
incelendginde, bu sglarin blyuk oranda genetik olaraksKili olduklari, 10 6rnek
iceren temel bir patern ile daha az sayida 6rnekeig 4 alt patern belirlegherdir.
Inceledikleri ¢gul direncli sglar arasinda epidemiyolojik olarak %80 oraninda

benzerlik tespit etmglerdir (Thong et al., 2004).

iki farkli hastaneden izole ediléh aeruginosasislari ile yaptiklar cakmada;

Dral restriksiyon enzimi ile gercelderilen pulsed field jel elektroforezi sonucunda
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toplam 84 farkli patern tespit etgtardir. Her iki hastanede de 14 izolatin bulugdu
ana patern ortak olarak saptagtmi Ayrica bu gruptaki izolatlarin plazmit profilie
antibiyotik duyarhlik sonuclarinin da her iki hasede kaulastirildiginda benzer
oldugu belirlenmgtir (Nikbin et al., 2007).

55 adet P. aeruginosaizolatinin genotipik igkisinin argtirildigi PFGE
calismasinda;Xba restriksiyon endonikleaz ile %96-%100 benzerlisstgren ve 8

izolatin yer aldgl major bir patern saptanghr (Hla et al., 1996).

Kistik fibrozisli hastalardaP. aeruginosageck dinamginin incelendgi cok
merkezli bir ¢camada, Londra’da dort farkli hastaneden izole edit@&mekler
incelenerek hastalar ve hastaneler arasi sgetthamikleri aratiriimistir. Spé
restriksiyon enzimi ile gercekierdikleri PFGE profillerinde dort ana patern
saptamglardir. iki farkli hastanede belirlenen iki ana genotip lordéarak bulunms bu

paternler arasinda %80 benzerlik tespit edim{Scoot ve Pitt, 2004).

Seftazidim direncli hastane infeksiyonu etkeRi aeruginosaizolatlarinin
epidemiyolojik iligkilerinin derecelendiriimesini hedeflegimiz calsmamizda, farkh
klinik servislerden ve ggli 6rnek turlerinden izole ettimiz swlarin PFGE yontemi ile
Spé restriksiyon enzimi kullanarak bant profilleriganmstir. Bant profilleri yorumu
ve izolatlar arasindaki genotipik gski Tenover kriterleri esas alinarak
degerlendirilmistir. Yapilan grup analizi sonucunda tim izolatladahil oldgull
farkli patern olgturulmustur. izolatlar arasindaki epidemiyolojik benzerlik or&n80
olarak belirlenmy ve tek bir ana klon tespit edilgtr. Elde edilen bu veriler
hastanemizde saptanan beta-laktamaz enzim oranlayiiksek olgunun hastalar

arasindaki gege bali olabilecesi seklinde yorumlanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

1.

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Hastamel' caitli  klinik
orneklerden izole edilen, seftazidim direncli hastanfeksiyonu etkeni olan 50
adet P. aeruginosasularinda antibiyotik direncinde rol oynayan PER-1 ve
OXA-10 grubu geniemis spektrumlu beta-laktamaz enzimlerini kodlayan gen

bdlgeleri aratirildr.

Bu sularin antibiyotiklere duyarliklarini belirlemek igiyapilan disk diflizyon
testi sonuclarina gore; seftazidime direncli oRnaeruginosaswlarinin dger
beta-laktam antibiyotiklere de buylk oranda direngd incelenen ajanlar
icerisinde en etkili olanlarin piperasilin-tazobekt ile meropenem olgu tespit
edildi.

PZR yontemi kullanilarak, spesifik primerlerle PERve OXA-10 grubu
enzimlerin gen bdlgeleri belirlendP. aeruginosasularindaki PER-1 orani
%46, OXA-10 turevleri orani %78, PER-1 ve OXA-10eleri birlikteligi ise
%24 oraninda bulundu.

PER-1 ve OXA-10 gen bolgeleri saptanan tiimjlesda seftazidim NK
degerinin 64 pg/ml ve Uzerinde olmasi PER-1 ve OXAdbu enzimlerin

seftazidime kan yuksek etkinlginin oldugu sonucunu destekledi.

IEO tekngi ile bir izolatin icerdgi tim beta-laktamazlari ayni anda saptamak
teorik olarak mumkinse de, TEM-1 gibi sik rastlarfnenzimin izoelektrik
noktasinin PER-1 ile ¢cok yakin gluayrica PER-1 ve PER-2'nin izoelektrik
noktalarinin ayni olmasi bu tekkm tarama testi olarak tek gaa kullanimini
sinirlamaktadir. Aynisekilde c¢ift disk sinerji testiyle de GSBL paterni
saptanmasi PER-1 ve OXA-10 beta-laktamazlarin tammalarinda yeterli ve
guvenilir degildir. CalismamizdaP. aeruginosasularinin yalnizca %64’Gnde
cift disk sinerji yontemiyle GSBL pozitiffinin saptanny olmasi bu bulgulari
destekler nitelikte bulundu.
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6. Calsmamizin dger bir aamasinda;, PER-1 ve OXA-10 grubu beta-
laktamazlarin tipleri restriksiyon analizi ile bédindi. PER gen bélgesi iceren
izolatlarin tamaminda PER-1 tipi, OXA-10 gen bdlgesptanan izolatlarda ise

seftazidim direncinden sorumlu tutulan OXA-11,-141ipleri tanimlandi.

7. Izolatlarin klonal yakinliklarini tespit eitiniz RAPD-PZR sonuclarina gore;
swlarin - %52’sini iceren endemik iki biylk klonun saptasi ve bu
gruplardaki sglarin ornek turleri ile izole edildikleri servisiar benzer olgu
hastanemizdeki ylksek enzim prevalansinin muhtegidtergesi olarak
degerlendirildi.

8. Epidemiyolojik analizde altin standart olarak kalmdilen PFGE yodntemiyle
elde etgimiz sonuglar da RAPD-PZR sonuclarimizi destekliégliktedir. Bu
verilere gore iki buyuk klon saptanghr ve ayni grupta yer alan birgok ssun

klonal iliskili olusu izolatlar arasinda gegolabileceini gosterdi.

9. Calismamizda elde edilen sonuclarin devami olarak; Gg&krninden sorumlu
oldugu distinulen enzimleri saptamak amaciyla, PER-1 Uretglarsia sinif 1
integron varlginin PZR ile argtirilmasi ve yeni beta-laktamaz enzimlerinin
tanimlanmasi icin DNA dizi analizi gibi molekule®ntemlerin kullanild

calismalarin faydall olagani disundarda.

Calsmada kullanilan PZR temelli teknikler ile PFGE gissitli molekiler
tiplendirme yontemlerinin, hastane infeksiyonlarin@eden olan etkenlerin
epidemiyolojik yonden asairlmasinda temel yontemler olmasi agisindan;
molekiler diren¢ mekanizmalarinin aydinlatiimasinadavide bgarisizlikla
sonuclanan infeksiyonlar icin kontrol 6nlemlerinilusturulmasina ve tedavi
sureclerinin  dizenlemesine hizli ve guvenilir biekilde katki saglayaca

dUstndlmektedir.
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