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OZET

Hastane Kokenli Gram-Negatif Bakterilerde PER-1 Enziminin Molekiiler
Epidemiyolojisi

Amac: Yaklasik bes yillik bir donemde Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinde izole edilen
seftazidime direngli Gram-negatif bakterilerde, blapgg.;’in goriilme sikliginmi ortaya koymak ve bu

genin genetik yerlesimini aragtirmak hedeflenmistir.

Yontem: 1998-2003 yillar1 arasinda izole edilen 289 adet seftazidime direngli Gram-negatif
bakteride blapgg.; varligt PZT ile arastirildi. PER-1 iireten bakterilerin klonal yakinliklar1 ERIC-
PZT yontemiyle belirlendi. blapgg;’in genetik yerlesimini anlamak icin, konjugasyon, plazmitten
kurtarma deneyi ve integron-PZT gerceklestirildi. Her ERIC-PZT paternine ait ornek suslarda,
blapgg.; ve smif-1 integronlarin korunmus bolgelerine ©zgii primerler kombine edilerek
gerceklestirilen PZT ile blapgg.; geninin integronla iliskisi arastirildi. Elde edilen PZT iiriinlerinin,

dogrudan iki yonlii olarak DNA dizi analizi yapildi.

Bulgular ve Sonug: Incelenen suslarda PER-1 iiretim oranlari, 98-2000 dénemi, 2001, 2002 ve

2003 yillart icin sirasiyla, % 32.3, % 33.9, %14.9 ve %37.9 olarak saptandi. P. aeruginosa
suslarinin % 46.2’°sinde ve A. baumannii suslarinin % 35.9’unda blapgg.; varligi belirlenirken bir A.
faecalis izolatinda da blapgg; saptandi. ERIC-PZT sonuglari, P. aeruginosa (X ve Y) ve A.
baumannii (A ve B) izolatlar1 arasinda belirlenen iki ana klonun, saptanan yiiksek prevalanstan
sorumlu oldugunu ortaya koydu. Farkli ERIC-PZT paternlerini temsil eden suslarda
gerceklestirilen konjugasyon ve plazmitten kurtarma deneyleri, blapgg ;’in kromozomal kaynakl
olduguna isaret ediyordu. Bir P.aeruginosa izolatinda, siif-1 integron ve blapgg.;’e 0zgil
primerlerin kombinasyonu ile gerceklestirilen PZT sonucunda iiriin elde edilmesi ve sonrasinda
yapilan dogrulama calismalari, bu izolatta blapgg ; geninin bir simif-1 integronla iligkili oldugunu
gosterdi. Hastanemizde izole edilen seftazidim-direngli P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda
PER-1 enziminin yaygin oldugu, bu enzimi iireten bir¢ok susun “klonal iligkili” olusunun
horizontal yayilima isaret ettigi, blapgg.;’in ilk defa siif-1 integronlarla iliskili oldugunun
gosterilmesinin, bu genin yayillimim hizlandirabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Gram-negatif, PER-1, epidemiyoloji, sinif-1 integron




SUMMARY

Molecular Epidemiology of PER-1 Enzyme in Nosocomial Gram-negative

Bacteria

Objectives: To investigate the prevalence of PER-1 beta-lactamase over a five-year period
among ceftazidime resistant Gram-negative bacteria isolated at Dokuz Eylul University

Hospital and to analyse the genetic location of blapgg.;

Methods: blapgg.; presence was sought by PCR in 289 ceftazidime resistant Gram-negative
bacteria isolated between 1998 and 2003. Clonal relationship of PER-1 producers was
determined by ERIC-PCR. Genetic location of blapgg; was investigated by conjugation,
plasmid-curing experiments and integron-PCR. Integron-location of blapgg.; was analysed by
PCR combining primers specific for conserved region of class-1 integrons and blapgg ;, in
representatives of each ERIC-PCR pattern. Direct sequencing of PCR-products was

performed on both strands.

Results and Conclusion: PER-1 production rates were 32.3 %, 33.9 %, 14.9 % and 37.9 %
in 98-2000 period, 2001, 2002 and 2003, respectively. blapgg ; was detected 46.2 % and 35.9

% of ceftazidime resistant P. aeruginosa and A. baumannii isolates, respectively. An A.
faecalis strain was also found to possess, blapgr.;. ERIC-PCR results revealed dissemination
of two endemic clones for both P. aeruginosa (X and Y) and A. baumannii (A and B) was
responsible for the high prevalence. Results of the conjugation tests and plasmid curing
experiments suggested that blapgg.; was located on the chromosome in the representative
strains. PCR product obtained by combining class-1 integron and blapgg.; specific primers in
an P. aeruginosa isolate and confirmatory tests, indicated that blapgg.; was integron
associated. We concluded that; the prevalence of PER-1-production among ceftazidime-
resistant P. aeruginosa and A. baumannii isolates is high in our hospital and PER-1 producers
are being transmitted horizontally as most of the isolates are clonally related. It is also shown
that, blapgg.; was associated with class-1 integron in a clinical isolate for the first time, and
this could facilitate dissemination of blapgg.; among bacteria.

Key Words: Gram-negative, PER-1, epidemiology, class-1 integron



1. GIRIS VE AMAC

Gram-negatif bakteriler, hastane infeksiyonu etkenleri arasinda Onemli bir yere
sahiptir. Avrupa’da gerceklestirilen ¢ok merkezli bir calismada, yogun bakim
tinitelerinde infeksiyona neden olan mikroorganizmalarin % 57’lik bir boliimiinii Gram-
negatif bakterilerin olusturdugu ortaya konmustur (1). Bu mikroorganizmalar, hastane
kaynakli pnomonilerin % 67,1’inden, iiriner sistem infeksiyonlarinin % 47’sinden, ve
kateter infeksiyonlarmin da % 19,5’inden sorumlu olup; sepsis, intraabdominal
infeksiyonlar, cerrahi yara infeksiyonlar1 ve endokarditlerin de 6nemli bir nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (1). Hastane infeksiyonlarindan siklikla izole edilmelerinin yani
sira, klinik kullanimdaki bir¢cok antibiyotik ajana direngli olmalart Onemlerini
arttirmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda, hastane ortaminda en sik karsilasilan
Gram-negatif bakterilerin Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Escherichia coli ve

Acinetobacter spp. oldugu belirlenmistir (1).

Pseudomonas aeruginosa, hastane ortaminda sik gorillen ve mortalitesi yiiksek
infeksiyonlara neden olmasi, birden fazla antibiyotik grubuna farkli mekanizmalarla
direng gelistirebilmesi nedeniyle onemli bir bakteridir. Acinetobacter tiirleri ile birlikte
hastane ortaminda gelisen mortalitesi yiiksek alt solunum yolu infeksiyonlarinin en
onemli etkenlerinden biridir (2). P. aeruginosa suslarinda dis membran geg¢irgenliginin
az olusu, aktif pompa sistemlerinin varligi ve yapisal olarak sentezlenen C grubu beta-
laktamazlar, bakterinin bircok antibiyotige dogal olarak diren¢li olmasim saglamaktadir
(3). P. aeruginosa’da kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 da 6nemli rol oynar. Plazmit,
transpozon ve integron gibi hareketli genetik elemanlar yolu ile snif A, B veya D tipi

beta-laktamaz genlerini edinebilirler.

Acinetobacter  tirleri, c¢esitli ortamlarda canliliklarin1  koruyabilmeleri ve
antibiyotiklere kolayca direng gelistirebilmeleri nedeniyle, son yillarda hastane
infeksiyonu etkeni olarak onem kazanmiglardir (4). Alt solunum yolu ve cerrahi yara

infeksiyonlarinda siklikla sekonder bakteriyemi etkeni olabilen bu bakteriler,



karsilastiklar1 antibiyotiklere kisa siirede direngli hale gelebilir ve ciddi infeksiyon

tablolar1 olusturabilirler.

Enterik bakteriler de hastane infeksiyonlarina neden olmalar1 ve cesitli antibiyotik
gruplarina direnc gelistirmeleri nedeniyle artan bir 6neme sahiptir (3). Ozellikle yogun
bakim iinitesi ve hematoloji-onkoloji servislerinde yatan hastalar ile neonatal yogun
bakim {iinitelerindeki hastalarda ciddi infeksiyonlara neden olabilirler. Basta Klebsiella
spp. ve E. coli olmak iizere enterik bakterilerin iiciincii kusak sefalosporinler ile
monobaktamlar gibi sik kulanilan ajanlara diren¢ gelisimini saglayan, genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) sentezlemeleri yol actiklar1 infeksiyonlarin tedavisini

daha da zorlastirmaktadir (5).

Beta-laktam antibiyotikler, gerek toplum gerekse hastane kaynakli infeksiyonlarin
tedavisinde kullamilan antibakteriyel ajanlarin basinda gelmektedir. Hastane
infeksiyonlarinin  tedavisinde ¢ogunlukla aminoglikozit veya kinolon grubu
antibiyotikler ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Degisik iilke ve merkezlerde
yapilan calismalar, yaygin kullamimlarina paralel olarak, beta-laktam antibiyotiklere
direncin artmakta oldugunu ve bunun diinya c¢apinda bir sorun haline geldigini
gostermektedir. Ozellikle Gram-negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere onde
gelen diren¢ mekanizmasi, beta-laktamaz iiretimidir. Klinikte sik kullanilan genis
spektrumlu beta-laktamlara dirence yol agmasi nedeniyle GSBL’ler, en 6nemli beta-
laktamaz gruplarindan biridir. GSBL’ler iigiincii kusak sefalosporinlerin, tedavi
protokollerine girmesinin bir sonucu olup, klinik kullanimlarina gére GSBL prevalansi
ve hakim GSBL tipi iilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye ve hatta ayni hastanenin
servisleri arasinda degismektedir. Hastanemizde 05.2002 — 04.2004 tarihleri arasinda
kan kiiltiirlerinden izole edilen mikroorganizmalarin incelendigi bir ¢calismada, E. coli
suglarinda ilk yi1l GSBL oram1 % 12 iken ikinci y1l % 23’ e ulastigi saptanmistir (6).
Aymni tarihler arasinda hastane kokenli idrar yolu infeksiyonu etkeni E. coli’lerde GSBL

oraniin % 17 artis gosterdigi belirlenmistir (7).



GSBL’lerin ¢ogu TEM veya SHV tiirevi enzimlerdir. Ancak son yillarda, bazi
bolgelerde TEM ve SHV dist GSBL lerin ortaya cikti1 gozlenmektedir. ilk olarak bir
Tiirk hastanin idrar 6rneginden izole edilen P. aeruginosa susunda tanimlanan PER-1
enzimi, bu tiir enzimlere bir ornektir. Bu enzim, TEM ve SHYV tiirevi GSBL’ler ile
yalmzca % 27’lik bir benzerlik gostermektedir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda PER-
I’in P. aeruginosa’nmin yani sira Acinetobacter spp. ve Salmonella typhimurium gibi
farkli Gram-negatif bakterilerde de bulundugu belirlenmistir. iki bin yilindan itibaren

Tiirkiye disindaki iilkelerden de bu enzimi tastyan suglar bildirilmistir.

PER-1, TEM ve SHV tiirevi enzimlerden farkli olarak, o6zellikle nozokomiyal
infeksiyonlarda sik rastlanan Gram-negatif non-fermantatif bakterilerde bulunmakta ve
penisilin, tikarsilin, seftazidim gibi anti-psddomonal ajanlara dirence yol agmaktadir.
Hastanemizde 01.1999 — (09.2002 tarihleri arasinda izole edilmis, seftazidim direngli
155 Gram-negatif bakteri ile yapilan 6n ¢alismada P. aeruginosa suslarinin % 28,5’1 ve

Acineobacter suslarinin % 38,5’inin PER-1 geni tasidig1 saptanmistir (8).

Amag

Hastanemizde, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae ve E. coli gibi Gram-
negatif bakteri tiirlerindeki PER-1 iiretimi sikligini, enzim prevalansinin yillara, tiire ve
servislere gore degisimini ve PER-1 iireten izolatlarin klonal yakinliklarim arastirarak,

bu enzimin hastanemizdeki epidemiyolojik dzelliklerini ortaya koymay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gram-Negatif Bakterilerin Klinik Onemi Ve Direnc

Sorunu

Gram-negatif bakteri tiirleri, gerek hastane gerekse toplum kokenli infeksiyonlarin
onde gelen etkenlerindendir. Hiicre duvarindaki dis membran yapisi nedeniyle,
antibiyotiklere Gram-pozitif bakterilerden daha direngli olan bu mikroorganizmalar,
genetik madde aktarimi ve/veya antibiyotiklerin secici baskisi ile ¢oklu direng 6zelligi
kazanmislardir (9). Bazi1i Gram-negatif bakteriler yapilari nedeniyle cesitli
antibiyotiklere dogal olarak direnglidirler. Ancak Gram-negatif bakterilerde kazanilmis
diren¢ mekanizmalari da Onemli rol oynar. Bu bakteriler, dis membran porin
proteinlerindeki degisim ve/veya aktif pompa sistemleri nedeniyle antibiyotigin
hedefine etkin konsantrasyonda ulasmasinin engellenmesi, antibiyotigi inaktive eden
enzimlerin iretimi veya antibiyotigin hedefi olan yapidaki degisimler nedeniyle

tedavide kullanilan antimikrobiyallere diren¢ kazanmaktadirlar.

Cogu normal flora iiyesi de olan ve hastane ortaminda kolayca cogalabilen Gram-
negatif bakteriler, hastane infeksiyonlarinin 6nde gelen etkenleri arasindadir. Ulkemizde
hastane infeksiyonlarin1 inceleyen, 15 merkezden elde edilmis verileri iceren bir
caligmaya gore; hastane infeksiyonlarinin % 30-72’sinin etkeni Gram-negatif
bakterilerdir (10). Ulkemizde yapilan arastirmalarda, P. aeruginosa (% 4-26),
Acinetobacter spp. (% 20-66), ve Klebsiella spp. (% 7-21), Staphylococcus aureus ile
birlikte en sik saptanan hastane kaynakli pndmoni etkenleri arasinda sayilmaktadir (2).
Antibakteriyel diren¢ acisindan en Onemli bakteriler arasinda, P. aeruginosa,
Acinetobacter baumannii gibi non-fermantatif bakteriler ile Klebsiella spp., E. coli,
Enterobacter spp., Citrobacter spp. ve Serratia spp. gibi Enterobacteriaceae liyeleri

sayilabilir.



Enterobacteriaceae iyeleri, klinik olarak anlamli tiim izolatlarin yarisini, Gram-
negatif izolatlarin ise % 80’ni olustururlar (11). Bazi tiirler, bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda da infeksiyona neden olduklarindan “firsatci” olarak da
tanimlanirlar. Neden olduklari infeksiyonlarin yayiliminda saglik personeli, parenteral
tedavi ve kullanilan tibbi aletler rol oynamaktadir (11). E. coli, K. pneumoniae,
Enterobacter tiirleri, Serratia tirleri, Citrobacter freundii, Proteus tiirleri ve
Morganella morganii, hastane kaynakli olan infeksiyonlarin % 30-40’1ndan sorumludur
(3). Bu mikroorganizmalar, {iiriner sistem infeksiyonu, pndmoni, cerrahi yara
infeksiyonu ve sepsise yol acabilir. K. pneumoniae, baglica antibiyotiklere dirence yol
acan cesitli plazmit kaynakli genler icin genellikle bir rezervuar islevi goriir (3). E. coli
suglar1 da diger patojenlerden gen transfer edebilirler ve tasidiklan virulans genlerine

bagl olarak birbirinden farkli hastalik tablolar1 yaratabilirler (12).

P. aeruginosa, konak savunmasinin bozuldugu durumlarda invaziv hastaliklara neden
olan, toksijenik 6zelliklere sahip firsat¢1 bir patojendir. Hastane infeksiyonu etkenleri
arasinda Onemli bir yere sahiptir. Normal bagirsak ve cilt florasinda az miktarda
bulunmaktadir. Siklikla nozokomiyal pnémoni, sepsis ve yanik-yara infeksiyonlar gibi
genis bir spektrumda siddetli infeksiyonlara yol acar. Tedavi sirasinda yaklasik % 10
oraninda direng gelisim riski vardir. Bu yiizden P. aeruginosa suslarinin neden oldugu
onemli infeksiyonlarda, tek ilacla tedavi yerine kombine ila¢ tedavisi uygulanmalidir.
Tikarsilin, mezlosilin ya da piperasilin gibi penisilin grubu bir antibiyotik ile
gentamisin, tobramisin veya amikasin gibi bir aminoglikozit birlikte kullanilabilir.
Azteronam, karbapenemler, yeni kinolonlar, seftazidim ve sefoperazon gibi
sefalosporinler P. aeruginosa’ya karst etkilidir. Antibiyotik duyarliliklar1 cografi
bolgeler ve hastaneler arasinda farklilik gosterebileceginden, yapilacak duyarlilik
testlerine gore tedaviye yon verilmelidir (11). P. aeruginosa’nin beta-laktam ajanlara
direncinden; porin modifikasyonu, multiprotein aktif pompa sistemlerinin derepresyonu,
C sinif1 kromozomal sefalosporinazlarin asir tiretimi ya da plazmit kaynakh A, B ve D
sinifi beta-laktamazlar sorumludur. Bu bakteride beta-laktam direnci ¢ogunlukla
amikasin, siprofloksasin ve imipenem direnci ile birlikte ortaya ciktigindan tedavide
onemli sorunlara yol agar. P. aeruginosa’ya karsi uygulanan antibiyotik tedavisinde

bazi noktalara dikkat edilmelidir (3):



Yerel direng siirveyans verileri ve direng fenotipleri,

Infeksiyon kaynagi,

Altta yatan major risk faktorlerinin varligi (nétropeni ve mekanik ventilasyon),

Hastanede yatis ve mekanik ventilasyon kullanim siiresi,

Hastanin 6nceden kullandig1 antibiyotikler,

Tedavi sirasinda ortaya cikabilecek direnci onleme ve en yiiksek etkinlige ulagsmak
icin gerekli farmakokinetik ve farmakodinamik parametreler,

Antipsédomonal antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro olarak sinerjistik etkilerinin
arastirilmasi,

Antipsddomonal beta-laktam ve aminoglikozit kombinasyon terapisine karsin diger

antipsédomonal monoterapinin in vivo sonuglar dikkate alinmasi

Acinetobacter tiirleri dogada ve hastane ortaminda yaygin olarak bulunmaktadir.
Insanlarda normal flora etkeni olarak sayilmamakla birlikte, hastane ortaminda yaygin
olarak bulunmalar1 cilt ve solunum sistemini siklikla kolonize etmelerine neden
olmaktadir. Acinetobacter tiirleri arasinda A. baumannii en sik izole edilen ve
antibiyotiklere daha direngli olan tiirdiir. A. iwoffi, A. johnsonii ve A. haemolyticus daha
az izole edilir. Firsat¢1 patojen ve hastane infeksiyonu etkenidirler. Bircok antibiyotik
ajana dogal direncli olmalari, neden olduklan infeksiyonlarin tedavisinde problemlere
yol agmaktadir. A. baumannii, yogun bakim iinitelerinde pndmoni, sepsis, iiriner sistem
infeksiyonu, yara infeksiyonu ve menenjit gibi farkli infeksiyonlardan, son yillarda
gittikce artan oranlarda sorumlu tutulmaktadir. Acinetobacter tirleri, 6zellikle yasam
destek {lnitelerinden faydalanan ve antimikrobiyal terapi alan hastalarda onemli bir
tehlike olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Klinik orneklerden izole edilen Acinetobacter
suslarinda beta-laktam direncinden sorumlu baslica mekanizma, kromozom ya da
plazmit kaynakli beta-laktamazlarin yapimidir. Ayrica, penisilin baglayan proteinler
(PBP)’deki degisimlerin yanisira bu suslarda genellikle dig membran permeabilitesinin
diisiik olusu da direngte rol oynar. Acinetobacter tiirlerinin ¢ogu karbapenemlere
duyarlidir. Bununla birlikte, yogun bakim {initelerinde c¢oklu antibiyotik direngli

suslarin yol actig1 salginlarda karbapenem direnci de bildirilmistir (3) .



Ulkemizde hastane kokenli Gram-negatif bakterilerin cesitli antibiyotik gruplarina
duyarliliklarimi inceleyen ¢ok merkezli calismalarda (Mystic-2003, Hitit-2004), iictincii
ve dordiincii kusak sefalosporinler ile florokinolonlara direncin 6nemli boyutlara
ulastifi, Enterobacteriaceae tiyelerine karsi karbapenemlerin hala etkinliklerini
korumalarma karsin, P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. suslarinda — izole edildikleri
hastane servislerine gore degismekle birlikte — bu antibiyotige diren¢ oraninin % 40’a
ulastigi gozlenmektedir (9). Direncli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarin sagaltiminda ¢ogunlukla genis spektrumlu, antipsddomonal 6zellikte
beta-laktam ajanlar, aminoglikozitler ve florokinolonlar tek baslarina veya kombine
edilerek kullanilmaktadir. Beta-laktam ajanlar uygulanan tedavi rejimlerinin
vazgecilmez elemanlaridir. Bu yaygin kullanimlarina paralel olarak diren¢ gelisimi de

siktir.

2.2. Beta-Laktam Antibiyotikler Ve Bu Grup Antibiyotiklere

Diren¢ Mekanizmalar:

[Ik bulunan antibiyotik grubu olan beta-laktamlar, giiniimiizde bir¢ok
mikroorganizmaya bagli olarak gelisen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yapilarina ¢esitli kimyasal gruplarin eklenmesiyle etki spektrumlarinin genislemesi,
diger antibiyotik gruplarina oranla yan etkilerinin az olusu gibi nedenler bu

antibiyotikleri tedavide 6n plana ¢ikarmistir.

Bakteri hiicresine seklini veren ve fonksiyonel bir stabilite saglayan peptidoglikan
tabaka; N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit amino-sekerlerden olusan bir
omurga, N-asetilmuramik asite bagli tetrapeptid yan zincirler ve c¢apraz peptid
kopriilerinden olusur. Omurga yapis1 biitiin bakterilerde ayni olmakla birlikte,
tetrapeptid yan zincirler ve ¢apraz peptid kopriileri tiirden tiire farklilik gosterebilir (13).
Peptidoglikan biyosentezi bircok basamaktan olusur ve sitoplazmada baslayip hiicre
membraninin disinda sonlanir. Biyosentezin son asamasi transpeptidasyondur. Bu
asamada, pentaglisin yan zincirinin iizerindeki terminal glisin yapisi, bitisik zincirdeki

D-alanin’e, bir diger D-alanin molekiilinii aciga cikararak baglanir. Bu reaksiyonu



katalize eden transpeptidazlar, hiicre membramina yapisik durumdadir ve “Penisilin
Baglayan Proteinler” (PBP) adi verilen bir enzim ailesinin iiyesidirler.
Transpepdidazlarin haricinde diger PBP’ler de bakteri hiicre duvarn sentezinde gorev
alir. PBP’ler, en yiiksek molekiil agirlign olan “1” numara olacak sekilde

numaralandirilirlar (14).

Beta-lakam antibiyotiklerin etki mekanizmasi “molekiiler benzerlik” temeline dayanir.
Penisilin ve sefalosporinlerin molekiiler yapisi, peptidoglikan zincirindeki
pentapeptidlerin terminalinde yer alan D-alanil D-alanin’e yapisal benzerlik gosterir. Bu
nedenle, PBP’ler beta-laktam ajanlarla etkilesip, onlar1 peptidoglikan zincirine
eklemeye caligirlar. Sonucta peptidoglikan zincirinin sentezi durur ve otolizinlerin
devreye girmesiyle hiicre oliimii gerceklesir (15). Cesitli beta-laktam ajanlarin her bir
PBP’e olan afiniteleri farklidir. Birden ¢ok PBP’e baglanma bakterisidal aktiviteye
katkida bulunur (14). Tiim beta-laktam antibiyotiklerde, dort tiyeli ortak bir beta-laktam
halkas1 bulunur. Monobaktamlar hari¢ bu halkaya ikinci bir halka eklenmis durumdadir
(sekil-1). Penisilin ve benzerlerinde bu iki halkali yapiya 6-amino penisilanik asit (6-
APA), sefalosporinlerde ise 7-amino sefalosporonik asit (7-ASA) adi verilir. Kimyasal

yapilarina gore beta-laktam ajanlar ii¢ ana grup altinda toplanabilir (15):

Beta-laktam halkasi ve bes tiyeli yan zincir igerenler:
Penam: Penisilinler, sulbaktam, tazobaktam
Klavam: Klavulanik asit

Karbapenem: Imipenem, meropenem, tienamisin

Beta-laktam halkas1 ve alt1 iiyeli yan zincir icerenler:
Sefem: Sefalosporinler, sefamisinler
Oksasefem: Moksalaktam

Karbasefem: Lorakarbef

Tek bir beta-laktam halkasi igerenler:
Monobaktam: Aztreonam

Arastirma asamasinda olanlar: Monokarbam ve monosulfaktam
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Sekil-1. Baslica beta-laktam antibiyotiklerin kimyasal yapilar
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Beta-laktam ajanlarin yogun kullanimina paralel olarak, bu grup antibiyotiklere
direncli mikroorganizmalarin sayilar1 da artmaktadir. Mikroorganizmalarda beta-laktam

grubu antibiyotiklere baslica 3 yolla direng gelismektedir:

1. PBP’lerde olusan degisiklikler
2. [lacin hiicre icine girisinin kisitlanmas1 ve aktif pompa sistemleri
3. Beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesi

2.2.1. PBP’lerde Olusan Degisiklikler

Tiim PBP’ler, bir¢ok beta-laktamazla birlikte “serin peptidazlar” ailesinin iiyesidirler.
PBP’ler ve beta-laktamazlar, peptidil-D-alanil-D-alanin yapisindaki peptidoglikan
onciilii u¢ yapilarin yapisal analogu olan beta-laktam molekiilleri ile etkilesirler. Bu
etkilesim sonucu beta-laktam halkas1 parcalanir ve serin ester baglantili agil-enzim
tirevleri olusur. Beta-laktamaz — beta-laktam molekiilii etkilesiminde olusan bu agil-
enzim ara iriiniiniin ester bagi, su molekiilleri ile hidrolize olur ve geri doniisiimsiiz
olarak hasar gormiis penisilloil veya sefalosporil tiirevi ile aktif beta-laktamaz enzimi
aciga cikar. PBP’in yapist su molekiilii ile kolayca hidroliz olmaya izin vermez ve
sonucta beta-laktamazlara oranla PBP’ler ¢cok daha yavas deacilasyona ugrar (16). Beta-
laktamazlarin beta-laktam molekiillerine afinitesi ve reaksiyon hizlar1 direncte
belirleyici olurken, PBP ile beta-laktam ajan arasindaki etkilesim ve afinite ise susun

duyarliligin belirler.

PBP degisimine bagl direng ¢esitli formlarda olabilir:
. PBP’in agir1 iiretimi
. Disaridan diisiik afiniteli PBP’in kazanilmasi
o Duyarli PBP ile daha diren¢li PBP’nin rekombinasyonu

. Nokta mutasyonlar ile daha diisiik afiniteli PBP’in olusumu

Ayricalikli durumlar olmakla birlikte, PBP degisimine bagl diren¢ daha ¢ok Gram-

pozitif bakterilerde goriiliir.
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2.2.2 llacin Hiicre Icine Girisinin Kisitlanmast ve Aktif Pompa Sistemleri

Bir¢ok beta-laktam antibiyotik, Gram-negatif bakterilerin i¢ine dis membran proteini
(Outer Membrane Protein-OMP) adi verilen, porin proteinlerinden olusan porlar yoluyla
gecmektedir. Porinlerin ozellikleri ve sayilari ile antibiyotigin cesitli 6zellikleri
(elektriksel yiik, ¢oziiniirliikk, molekiiler biiyiiklik gibi), beta-laktam antibiyotiklerin
hiicre icine giris hizim1 belirlemektedir. Enterobacteriaceae iiyelerinde en onemli dig
membran proteinleri OmpF ve OmpC iken, P. aeruginosa’da OmpD karbapenemlere
diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir. Ozellikle P. aeruginosa’da gegirgenligin

azalmasinin yamn sira aktif pompa sistemleri de antibiyotik direncinde etkindir (17).

Son yillarda hastane infeksiyonu etkeni olarak dnem kazanan Pseudomonas, E. coli ve
Acinetobacter suslarinda ¢oklu antibiyotik direncinden sorumlu olan “Multiple Drug
Resistance” (MDR) aktif pompalari; antibiyotik, antiseptik ve dezenfektanlar gibi
yapisal olarak birbiri ile iliskisiz bilesikleri taniyarak hiicreden atan membran transport
proteinleridir. Bunlardan bazilar1 sitoplazmik membranda yerlesmis tek bilesenli
tagiyicilardir ve substratlarini membranda yakalayarak disart atmaktadirlar. Gram-
negatif bakterilere 6zgii olan “RND” tasiyicilar ise 3 bilesenlidir. Bu 3 boliimli
pompada, sitoplazmada yerlesmis bir pompa proteini, bir OMP ve membran fiizyon
proteini (MFP) adi verilen bir periplazmik protein bulunmaktadir. MexAB-OprM,
MexCD-Opr], MexEF-OprN ve MexXY-OprM, P. aeruginosa’da bulunan, AdeABC
ise A. baumannii’de bulunan RND ailesinden aktif pompa sistemleridir (17).
Kromozomal mutasyonlar sonucu aktif pompa sistemlerinin ifadesinin artmasi
(upregulation) P. aeruginosa’da bircok farkli antibiyotige diren¢ gelismesine yol

acmaktadir (17).
2.2.3. Beta-laktamaz Enzimleri ile flacin Inaktive Edilmesi
Beta-laktamaz enzimleriyle inaktivasyon, beta-laktam antibiyotiklere karsi direng
gelisiminde, oOzellikle Gram-negatif bakterilerin en sik kullandigir bir mekanizmadir.

Beta-laktamazlar sayilan giiniimiizde 400’e yaklasan, yapisal olarak benzerlik gosteren

heterojen bir enzim grubudur. Beta-laktamazlar, kromozomal, plazmit, transpozon ya da

13



integron kaynakli olabilir. Sabit bir diizeyde iiretilebildikleri gibi, indiiklenebilir
ozellikte de olabilirler. Gram-negatif basillerde genellikle periplazmik araliga

salgilanirken, Gram-pozitiflerde dis ortama salgilanirlar (16).

2.3. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid bagin1 parcalayan, boylelikle
beta-laktam grubu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. PBP’ler ve
bir¢ok beta-laktamaz, aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunan proteaz ailesinin birer
tiyesidirler. Bu enzimler, beta-laktam halkasin1 pargalayarak bir agil-enzim kompleksi
olustururlar. Deagilasyon basamaginin hizi, PBP ile beta-laktamazlar arasindaki temel
farklilig1 olusturur. PBP’in yapis1 su molekiilii ile kolayca hidroliz olmaya izin vermez

ve sonugta beta-laktamazlara oranla PBP’ler ¢cok daha yavas deagilasyona ugrar (16).

Beta-laktamazlar, heterojen bir grup protein olmalarnin yam sira, bazi yapisal
benzerlikler de tasirlar. Bu enzimlerin siniflamasinda genellikle 2 yontem 6n plana
cikmistir. Ambler siniflamasinda, beta-laktamazlar amino-asit dizgilerinin benzerligine
gore 4 sinifa ayrilirlar (18). A, C ve D siniflar serin beta-laktamazlardan olusurken, B
sinifi, aktivite icin cinko iyonuna gereksinim duyan metallo beta-laktamazlardan
ibarettir. Bush-Jacoby-Medeiros siniflamasi, enzimlerin cesitli fonksiyonel 6zellikleri
(substrat ve inhibitor profilleri gibi) dikkate aliarak yapilmistir ve 4 ana grup ile ¢esitli

alt gruplardan olusur (19) (Tablo-1).

2.3.1. A-Swnifi Beta-laktamazlar:

Aktif bolgelerinde bir serin molekiilii bulunan, bircogu klavulanik asit ile inhibe olan,
genelde plazmit gibi haraketli genetik elemanlarca kodlanan enzimlerdir. A sinif1 beta-
laktamazlar, beta-laktam ajanlar1 substrat baglayan cepte tutan hidrojen baglarinin
olusumunu saglayan dort yaygin bolge igerirler. S7o-Xaa-Xaa-K73, S130-D131-Nj32 (SDN
ilmigi) ve K/Rj34-T/S235-Gase motifleri beta-laktam ajanlarin baglanmasi ve hidroliz

edilmesi icim gerekli olan yapilardir (16). Substrat baglayici cepte yer alan “oksianyon
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=99

deligi

de beta-laktam ajanlarla etkilesimde 6nemli rol oynar. 160-179. Aminoasitlerden

olusan Q ilmigi, A sinif1 beta-laktamazlara 6zgii bir yapidir.

Tablo-1. Fonksiyonel ve molekiiler 6zelliklerine gore beta-laktamazlarin siniflanmasi

FonksiyonelMolekdlen Oncelikli Substrat Ornek Enzimler
Grup Sinif
Kromozomal ve plazmit kokenli
1 C  [Sefalosporinler AmpC tipi enzimler (CMY-
3b,Smar ,FOX-1-5LAT-1-4 vb)
2a A Penisilinler Gr'a'm‘(f) bakterilerin
penisilinazlari
Penisilinler,
2b A |Dar spektrumlu TEM-1, TEM-2, SHV-1
Sefalosporinler
Penisilinler sefamisinler hari¢ [TEM ve SHV tiirevi GSBL'ler,
2be A sefalosporinler,monobaktamlarPER-1-2,VEB-1-3,CTX-M-1-50,
GES-1-9
2br A [Penisilinler TRT 1-28,SHV-10 ve 26, TRC-1
2c A Penisilinler, karbenisilin PSE-1, PSE-3-4,SAR-1
2d D Oksasilin, Penisilinler OXA tipi enzimler (OXA-1-82)
2e A Sefalosporinler Proteus vulgaris'in indiiklenebilir
beta laktamazi
. . E. cloacagnin NMC-A ve IMI-1i
Penisilinler,Sefalosporinler, )
2f A ve S. marcescens'in Sme-1-2
Karbapenemler,monobaktamlar| ~ .
enzimleri
3 B EZ::?EE::S'F;OTSQL: ;;Enoll;r Degisik tirlerce iiretilen IMP-1-
. 21, VIM-1-12
haric)
4 5 Penisilinler BL/f"k/'@/de/"/a cepacidnin
penisilinazi
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Enterobacteriacae iiyelerinde en sik rastlanan A sinifi beta-laktamazlar, TEM-1 ile
SHV-1°dir. Bu enzimler temel olarak penisilinazdirlar ve sefalosporinlere karsi
etkinlikleri ¢ok azdir. Bu enzimler, giiniimiizde bir ¢ok hastanede yaygin olarak
rastlanan GSBL’lerin atalaridir. GSBL’ler, birinci kusak sefalosporinler ve genis
spektrumlu penisilinlerin yan1 sira, oksiimino sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz
edebilen, klavulanik asit ile inhibe olan beta-laktamazlardir. Sefamisin grubu
sefalosporinlere (sefoksitin, sefotetan) karsi etkisizdirler (TEM-52 hari¢). TEM ve SHV
tirevi enzimlerde GSBL fenotipi kazanma acisindan bes aminoasit bolgesi Snem
tasimaktadir: Gly 238, Ala 237, Arg 164, Asp 179 ve Asp 104. Bu aminoasit gruplari
enzimin aktif bolgesinde yer alan, ona sekil veren gruplardir. Ozellikle 238.
pozisyondaki Gly’nin Ser, Ala veya Asp ile degisimi, TEM ve SHV tipi GSBL’lerde sik

rastlanan bir durumdur.

Beta-laktamaz inhibitorlerine direng gelisimini saglayan TEM ve SHV tiirevi enzimler
de bulunmaktadir. Genellikle, GSBL o6zelligini kazandiran mutasyonlar, enzimleri
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorlerin etkisine daha duyarli hale
getirmektedir. Bunun yam sira, enzimlerin bu tiir inhibitorlere direngli hale gelmesini
saglayan mutasyonlar da, sefalosporinlere karsi olan etkinlikte bir azalmaya yol
acmaktadir. Ancak hem GSBL hem de inhibitorlere direncli nitelikte bazi TEM tiirevi
enzimler de mevcuttur (TEM-50 ve TEM-68). Inhibitorlere direncli enzimlerin ¢ogu
TEM-1 tiirevidir. SHV tiirevi ihibitor-direngli enzimlere daha az rastlanmir (SHV-10 ve
SHV-26). Saptanmalarinin giic olmasi nedeniyle gercek sikliklarinin, belirtilenden daha

fazla oldugu diisiiniilmektedir.

TEM ve SHV tiirevi olmayan bircok A smifi beta-laktamaz da bildirilmistir.
Bunlardan en 6nemlileri CTX-M ve PER grubu (PER-1, PER-2) enzimlerdir (20). PER-
1 enzimi Diinya’da ilk kez bir Tiirk hastadan izole edilen P. aeruginosa susunda
saptanmistir (21). Daha sonra iilkemizde Acinetobacter spp. ve Salmonella
tyhphimurium gibi izolatlarda da tespit edilmis ve P. aeruginosa’da % 23.7,
Acinetobacter spp.’de % 62‘ye varan oranlarda saptanmustir (22). Fransa, italya ve

Belgika gibi Avrupa iilkelerinin yam sira Giiney Kore’den de ¢esitli suslarda PER-1
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varlig1 bildirilmistir. Bu grubun diger iiyesi olan PER-2 ise Arjantin’de S. typhimurium

suslarinda tanimlanmistir (23).

CTX-M tipi enzimler, E. coli, S. enterica serovar typhimurium, Citrobacter spp. ve
Enterobacter spp. gibi bakterilerde saptanmislardir. Bircok TEM ve SHV tiirevi
GSBL’nin aksine CTX-M grubu, sefotaksim ve seftriaksonu, seftazidimden daha iyi
hidroliz eder. Ayrica, tazobakam ile, klavulanik asit ile oldugundan daha kolay inhibe
olurlar. Iclerinden bazilarmin kristal yapilarmin aydinlatilmast  sonucu, —aktif
bolgelerinin esnek ozellikte olusunun GSBL fenotipi gostermelerinde onemli oldugu
ortaya ¢cikmistir. Aminoasit dizilerinin benzerligi dikkate alinarak yapilan siniflamada 5
ayr grup altinda toplanan CTX-M enzimlerinin sayis1 giiniimiizde elliyi bulmustur (24).
CTX-M tipi enzimleri diger GSBL’lerden ayiran bir diger 6nemli 6zellik de, toplum
kokenli izolatlarda yayiliyor olmalaridir (5). Ulkemizde yapilan calismalar, 6zellikle E.
coli, K. pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes, K. oxytoca, Salmonella typhimurium ve
Shigella sonnei gibi Enterobacteriaceae iyelerinde, CTX-M-3 ve CTX-M-15 gibi
enzimlerin sik olarak bulundugunu gostermektedir (25, 26, 27, 28). TEM ve SHV tiirevi
olmayan A siif1 beta-laktamazlarin diger 6nemli iiyeleri; VEB-1, BES-1, IBI-1 ve IBI-
2 olarak sayilabilir. VEB-1, bir integronca kodlandigi gosterilen ilk A sinifi beta-
laktamazdir. Integron iizerinde bulunan diger beta-laktamazlar arasinda IBC-1 ve bazi

PSE, OXA ve CARB tiirevleri sayilabilir.

Karbapenemler, ¢cogunlukla A sinif1 beta-laktamazlarin etkisine dayaniklidir. Ancak

bazi karbapenemazlar, A sinifi enzimlerdir. (Sme-1, Sme-2, NMC-A, IMI-1 ve KPC-1).

2.3.2. B Swnifi Beta-laktamazlar:

Aktif bolgelerinde “serin” bulunan sinif A, C ve D’den farkli olarak, B sinifi beta-
laktamazlar metallo enzimlerdir ve aktiviteleri icin c¢inko veya diger agir metal
iyonlarina gereksinim duyarlar. Bunun sonucu olarak, selasyon yapict ajanlar
aktivitelerini inhibe eder. Birkag istisna hari¢ tiim B sinif1 beta-laktamazlar, sefamisinler

ve karbapenemler dahil bir¢ok sefalosporine direng gelistirir. Klavulanik asit, sulbaktam
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ve tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmezler. Aztreonam bu enzimlerin hidrolizine

dayaniklidir ancak bir inhibitor gibi davranmaz.

B sinif1 beta-laktamazlar ii¢ alt gruba ayrilir: B, B, ve Bs. B alt grubu, bazi klinik P.
aeruginosa, Serratia marcescens, K. pneumonia ve A. baumannii izolatlarinda rastlanan
IMP ve baz1 P. aeruginosa izolatlarinda goriillen VIM tipi enzimleri kapsamaktadir. B
sinif1 enzimleri kodlayan genlerin dizgileri birbirine ¢ok benzemese de (% 17-37), ii¢
boyutlu yapilar1 benzerdir. Metallo enzimleri kodlayan genler integron ve plazmitler
izerinde olup, aztreonam diginda hemen hemen tiim beta-laktamlar1 hidroliz edebilirler

(29).

2.3.3. C Suufi Beta-laktamazlar:

C smifi beta-laktamazlar (Bush-Jacoby-Medeiros grup 1), kromozomal ampC geni
tarafindan kodlanan, bu nedenle AmpC tipi enzimler olarak da adlandirilan ve
Salmonella spp. haricinde tiim Gram-negatif basillerde bulunan beta-laktamazlardir
(30). Ozellikle Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Morganella morganii, P. aeruginosa ve Serratia marcescens gibi tiirlerde kromozomal
olarak kodlanan bu enzimler 6nem tasir. C sinifi beta-laktamazlar, genis spektrumlu
sefalosporinler de dahil olmak iizere tiim sefalosporinleri, penisilinlere oranla daha iyi

hidroliz ederler. Bir ¢ok C sinift enzim beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmez.

A smif1 enzimlerle karsilastirnldiginda, C sinifi enzimlerin aktif bolge kaviteleri daha
genistir. Bu sayede genis spektrumlu sefalosporinlere kolayca baglanabilirler. Aktif
bolgenin esnek yapisi, agil-enzim ara iirlinlinii su molekiilleri ile etkilesime daha
elverisli bir hale getirerek, genis spektrumlu sefalosporinlerin hidrolizini
kolaylagtirmaktadir. Sefepim, grup 1 kromozomal enzimlerin hidrolizine, diger
sefalosporinlerden daha dayaniklidir. Karbapenemler iizerine etkileri son derece az
olmasina karsin, bu enzimlerin asir1 iiretimi, dis membran porin degisiklikleri gibi bir

diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem direncine yol acabilmektedir (30).
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Normal sartlarda, klinik olarak 6nem tasiyan Gram-negatif suslardaki C sinifi beta-
laktamaz tiretimi kontrol altindadir. Bu iiretimin baskilanmasi ve aktivasyonu, hiicre
duvar1 sentezi ve yikimi siireciyle yakindan iliskilidir. ampC’nin Ekspresyonunda,
transkripsiyonel bir diizenleyici olan AmpR, hem baskilayic1 hem de aktive edici bir rol
istlenir. AmpR, bir peptidoglikan 6nciilii olan UDP MurNac-pentapeptid ile etkilesim
halindeyken baskilayici iglev goriir, ampC’yi aktive edemez. Hiicre duvar yikim iiriinii
olan anhidro-MurNac-tripeptid (veya —pentapeptid) yiiksek konsantrasyonlara
ulastiginda, AmpR ile UDP-MurNac-pentapeptid birbirinden ayrilir ve AmpR bir
aktivator olarak gorev yapar. Baz1 beta-laktam ajanlar, etkileri sonucu 6nemli miktarda
anhidro-MurNac-tripeptid (veya —pentapeptid) salimimimna neden olarak, ampC
ekspresyonunun artmasii saglarlar. Bu tiir bir “indiiksiyon” durumunda, sadece
antibiyotik ortamda oldugu siirece yiiksek diizey beta-laktamaz iiretimi s6z konusudur

(16).

Siirekli yiiksek diizey AmpC beta-laktamaz tiretimi, ¢ogunlukla ampD (sitosolik
amidaz) genindeki mutasyon sonucu gelisir. Bu mutasyonun sonucu olarak, hiicre
icinde siirekli yiiksek diizeyde anhidro-MurNac-tripeptid bulunmakta ve bu durum da,
AmpR’nin ampC transkripsiyonunu aktive etmesine neden olmaktadir. Siirekli AmpC
tiretimi, ampR geninin delesyonu sonucu da goriilebilir. Ancak bu durumda iiretim

genellikle diisiik diizeyde kalmaktadir (16, 30).

AmpC tipi beta-laktamaz genlerinin konjugatif plazmitler iizerinde de bulunabildigi
gosterilmistir. Plazmit kaynakli C smifi enzimler, bircok Gram-negatif tiirde ve
Diinyanin bir¢ok yerinde bildirilmistir. Bu enzimler daha ¢ok K. pneumoniae, E. coli, E.
aerogenes, Salmonella spp., Proteus mirabilis, M. morganii ve K. oxytoca gibi suglarda
saptanmistir. Plazmit kaynaklt AmpC enzimi iireten suslarda, porin proteinlerinin kaybi

sonucu karbapenemlere de direng gelisebilmektedir (16).
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2.3.4. D Sinifi Beta-laktamazlar:

D smifi beta-laktamazlar, serin proteazlar olup, oksasilini hizla hidroliz edebilme
yetenegindedirler. Oksasilini hidroliz edebilen (OXA) beta-laktamazlar, daha cok
Enterobacteriaceae iyelerinde ve P. aeruginosa’da saptanmistir. OXA enzimleri
penisilinlere, kloksasiline, oksasiline ve metisiline direnci saglar. Klavulanik asit ile cok
az inhibe olmalarina ragmen, NaCl iyi bir inhibitordiir. Plazmit veya integron gibi
hareketli genetik yapilar tizerinde bulunmalari, bakteriler arasinda yayilmalarina katkida
bulunur (16). Bazi OXA tipi enzimler (OXA-2, OXA-10-11, OXA-14-17, OXA-19,
OXA-28, OXA-32, OXA-35) GSBL karakterindedir. Daha c¢ok Acinetobacter
baumannii suglarinda rastlanan bazi D smifi beta-laktamazlar da karbapenemaz
niteligindedir (31). Aminoasit dizilerinin benzerligine goére 3 alt gruba ayrilan bu
enzimlerin; aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu cesitli Avrupa iilkelerinden, Singapur,
Cin gibi uzakdogu iilkelerinden, Arjantin ve Giiney Afrika gibi birbirinden ¢ok farkli

cografik bolgelerden izole edilmis suslarda saptanmalari, 6nemlerini arttirmaktadir (32).

2.4. Beta-Laktamaz Genlerinin Yayilim Yollar

Antibiyotiklerin ¢ogu dogal veya dogal kaynakli iiriinlerin tiirevleri olduklar i¢in,
bunlara diren¢ saglayan genler de dogada bulunmaktadir. Bu genler iic temel

mekanizma ile edinilebilir (16):
2.4.1. Transformasyon:

Baz1 bakteri tiirleri, ortamda bulunan ¢iplak DNA molekiillerini uygun kosullar
altinda, hiicre icine alabilme (absorbe edebilme) yetenegine sahiptir. Alinan bu DNA

molekiilii, 6rnegin, antibiyotiklerin etkisine daha az duyarli bir proteini kodluyor

olabilir. Streptococcus pneumoniae, mozaik PBP genlerini bu yolla kazanir.
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2.4.2. Ekstra kromozomal, kendini egsleyebilen genetik yapilar olan plazmitlerin

konjugasyonu:

Ozellikle genis bir konak¢1 spektrumuna sahip, F faktorii gibi plazmitlerin, cesitli
tirler arasinda gecisi buna Ornek verilebilir. Plazmitler iizerinde kodlanan direng

genleri, baska plazmitlerin veya bakteri kromozomunun bir parcasi haline gelebilirler.

2.4.3. Transdiiksiyon:

Bakteriyofajlarin, bakteri hiicresi icinde olugumlart esnasinda, kapsit proteinlerinin
icine, kendi genomlarinin bitisigindeki baz1 kromozomal parcalar1 veya kendi genomlari
ile yaklasik aym biiyiikliikteki (genellikle 40 kb civan) ilgisiz bir plazmit ya da

kromozom parcasini paketlemeleri ve bagka bakterileri enfekte etmesi yoluyla olur.

Beta-laktamaz genleri yukarida s6zii edilen mekanizmalarnn kullanarak bir
mikroorganizmadan  digerine  gecebilirler.  Beta-laktamaz  genleri,  bakteri
kromozomunda veya plazmit, transpozon, integron gibi hareketli genetik elemanlarin

tizerinde yer alabilir.

2.4.4. Plazmitler

Plazmitler, kendi kendini esleyebilen, bircok bakteri ve maya tiirlinde bulunan,
kromozom dist DNA segmentleridir. Genellikle halkasal bir sekle sahip olup,
biiytikliikleri 2-400 kb arasinda degisir. Biiyiikk plazmitler (yaklagik 300 kb) 50-75
protein kodlayabilir. Bakteri hiicresinin temel metabolik islevleri icin gereken genetik
bilgi kromozom iizerinde oldugundan, genellikle plazmitlerin kaybedilmesi veya
kazanilmasi, hiicrenin yasamsal fonksiyonlarini etkilemez. Plazmit {izerinde ¢ogunlukla
antibiyotik diren¢ genleri, virulans genleri ve plazmitin kendi varligini siirdiirebilmesi

ve transferi i¢in gerekli proteinler kodlanir (33).
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Plazmitler, diger plazmitlerle aym bakteri hiicresi i¢ginde, es zamanli olarak varliklarim
siirdiirebilme yeteneklerine gore “gecimsizlik” (incompatibility) gruplarina ayrilirlar.
Birgok klasik siiflama tekniginin yerini, DNA problan ve hibridizasyon teknikleriyle
yapilan testler almistir. Plazmitler, kendilerini diger mikroorganizmalara aktarabilme
yeteneklerine gore de smiflandirilabilirler. Bir bakteri hiicresinden digerine kendini
aktarabilenlere “konjugatif” adi verilir (33). Eger konjugatif plazmit Gram-negatif bir
bakteride ise, hiicrenin disinda “pilus” adi verilen protein yapisinda bir kanal olusturur
ve diger proteinlerin de yardimiyla genetik materyalin aktariminmi saglar. Konjugatif
plazmitlrin Gram-pozitif bakteriler arasinda aktarimi i¢in ise, iki hiicrenin dogrudan
temas1 gereklidir. Non-konjugatif plazmitler genelde, konjugatif olanlara oranla daha
kiigiiktiir. Baz1 non-konjugatif plazmitler, aynm hiicrede bulunan konjugatif bir plazmitin
yardimi ile “mobilize” olarak diger hiicreye aktarilablirler. Her iki tip plazmit de,
transdiiksiyon veya transformasyon mekanizmalarn ile bir bakteriden digerine

aktarilabilirler (33).

Bir ¢ok salgin, tek bir susun konal yayilimina bagli olsa da, cesitli tiirler hatta cinsler
arasinda diren¢ genlerinin tasinmasi ile karakterize “plazmit salgim” diyebilecegimiz
durumlar da vardir (34). GSBL ve AmpC gibi, bir¢ok beta-laktam antibiyotige direng
saglayan  beta-laktamaz  genlerinin  plazmitlerce  kodlanmasi,  yayilimlarim

kolaylagtirmakta ve 6nemli tedavi sorunlarina yol agmaktadir (5, 20).

2.4.5. Transpozonlar

Transpozonlar, kendi kendini esleyemeyen, ancak, kendini esleyebilen bir genetik
elemandan digerine gecebilen DNA segmentleridir. Transpozonlar, plazmitten plazmite,
plazmitten bakteriyofaja, plazmitten kromozoma veya tam tersi yonde ge¢is yapabilir
bunun i¢in yapisinda bulunan “transpozaz” adli enzimden yararlamir (16, 33). Bu
ozelligi nedeniyle, bakteri DNA’sinda delesyon, inversiyon ve duplikasyon gibi olaylara
yol acar. Beta-laktamaz genleri de dahil olmak iizere, bircok antimikrobiyal direng

geninin transpozonlarla iligkisi gosterilmistir.
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Gram-pozitif bakterilerde bulunan bazi transpozonlar, kendilerinin bir kromozomdan
digerine gecisini saglayabilirler, yani konjugatif 6zellikte olabilirler (16). Transpozon
benzeri, ancak herhangi bir diren¢ geni icermeyen “insersiyon sekanslar” (IS
elemanlar1) da genetik yapida cesitli degisikliklere neden olabilirler. Ornegin, giiclii bir
onciili (promoter) antibiyotik dire¢ genlerinin Oniine yerlestirip, bu genlerin

ekspresyonunu arttirabilirler.

2.4.6. Integronlar

Antimikrobiyal diren¢ genlerinin aktariminda integron adi verilen genetik elemanlarin
da 6nemli bir rolii oldugu ortaya ¢ikmustir (35). Integronlar; iki korunmus bolge ve
bunlarin arasinda yer alan, ¢ogunlukla da antibiyotik diren¢ genlerini iceren gen
kasetlerinden olusur (36) (sekil-2). 5' Korunmus bolgede; integraz geni (intl), gen
kasetlerinin integre oldugu rekombinasyon bolgesi (attl) ve promoter bolgesi (P veya
Pa) yer alir. Farkli gen kasetlerinin ekspresyonu genelde bu promoter bolgesinin
kontroliindedir ve bu yiizden integronlar "dogal ekspresyon vektorleri" olarak da
adlandirihirlar. Integronlarda gen ekspresyonu; promoter’in giiciine, genin kopya
sayisina, gen kasetinin promoter'a uzaklifina ve ek promoter bolgelerin varligina
baghdir (37). 3' korunmus bolgede, etidyum bromid ve kuaterner amonyum
bilesiklerine diren¢ gelisiminden sorumlu gacE-I ve sulfonamidlere diren¢ saglayan

sull geni bulunmaktadr. Tki korunmus bolge arasinda yer alan gen kasetleri; tek bir gen
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Sekil-2: Integronlarm genel yapist
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ile "59-baz elemam" adi verilen 6zel rekombinasyon bolgesinden olusur. Bu dizginin
yapis1 ve uzunlugu ait oldugu gene gore farklilik gosterir (35). 59-baz elemanlarinin iki
ucunda, birbirinin ters komplementeri olan, yedi bazlik iki "kor" bolgesi bulunur
(GTTRRRY ve RYYYAAC, R:piirin,Y:pirimidin) (38, 39). 1ntegraz genleri, bu
rekombinasyon bolgesini taniyip, gen kasetlerini integronun yapisina katarlar (40).
Baska bir degisle, diren¢ genlerinin integron yapisina katilimi "bolgeye 0Ozgii
rekombinasyon" olay1 ile gerceklesmektedir (36). Gen kasetlerini olusturan genler ile

59-baz elemanlarinin, farkli kaynaklardan evrimlestikleri diisiiniilmektedir (40).

Integronlarin cesitli genleri yapilarina katabilmeleri, transpozon ve plazmitlerin
iceriginde yer alabilmeleri, sadece antibiyotik diren¢ genlerinin yayiliminda degil,
bakteriyel ve plazmit genomlarinin evriminde de rol oynadiklarina isaret etmektedir (36,

41).

Giintimiize dek 5' korunmus bolgede yer alan integraz geninindeki farkliliklar goz
Oniine alinarak, bes integron sinifi tamimlanmistir (41, 42). Bunlardan daha c¢ok ii¢
tanesinin (stmif 1, 2 ve 3) diren¢ genleriyle iliskili oldugu gosterilmis olup klinik
orneklerden izole edilen Gram-negatif bakterilerde en c¢ok simif 1 integronlara
rastlanmaktadir (43). Integronlar hem hastane hem de toplum kaynakli Gram-negatif
bakterilerde siklikla rastlanan yapilardir (42, 44). Integronlarca 40'dan fazla direng
geninin kodlandigi bildirilmis olup, bunlar aminoglikozitler, beta-laktam ajanlar,
kloramfenikol, makrolidler, sulfonamidler, antiseptik ve dezenfektanlar gibi cesitli

ajanlara diren¢ gelisiminden sorumludurlar (35).

2.5. PER-1 Enzimi

PER-1 enzimi, molekiiler sinif A’da yer alan, izoelektrik noktasi (pI) 5,3, biiyiikliigii
yaklagik 30 kD olan, TEM veya SHV tiirevi olmayan bir GSBL’dir (45, 46). P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp. basta olmak {lizere Salmonella typhimurium,

Alcaligenes faecalis gibi farkli Gram-negatif bakterilerde bulunabilir (47, 48, 49).
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Seftazidim, sefotaksim, sefepim gibi genis spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonam
gibi bir¢cok beta-laktam ajana kars1i direng gelistirir. Ancak bircok GSBL gibi
karbapenem ve sefamisinlere karsi etkisizdir ve klavulanik asit ile inhibe olur (21).
Incelenen cesitli suslarda, PER-1 enzimini kodlayan genin plazmit veya kromozom
izerinde bulundugu, baz1 suslarda da transpozon ile ilskili oldugu ortaya konmustur (50,

51, 52).

PER-1 geninin dizi analizi; 924 bp’lik bir kodlayan bolge (open reading frame=ORF)
icerdigini, bunun 308 amino asitlik bir proteini kodladigint ortaya ¢ikarmistir (45).
PER-1 enzimi, TEM-SHV grubu GSBL’ler ile % 27, D sinif1 B-laktamazlar ile % 17, C
sinif1 B-laktamazlar ile % 20 ve Bacteroides vulgatus’un CFX A enzimi ile % 40
oraninda amino asit benzerligi gosterir. Baz1 A sinifi beta-laktamazlar ile PER-1’in
evrimsel yakinligi sekil-3’de gosterilmektedir. PER-1 geninin G+C orani, 5’- ucu
dizgisi ve kodon kullamm o6zelligi, bu genin Pseudomonas kaynakli olmadigini
disiindiirmektedir (45). X 1sinlariyla incelenen ii¢ boyutlu kristal yapisi, PER-1’de
sinif-A enzimlerinin ¢ogunda ortak olan, Q halkasinin katlanms seklinin ve 166-167.

konumlar arasindaki peptid baginin farkli konformasyonda oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

SHV-2a
SHV-12
SHV-5
TEM-21
TEM-24
e | TEM-42
TEM-4
GES-1
o ’IBC-2
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VEB-1
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Sekil-3: A sinif1 beta-laktamazlar ile PER-1’in evrimsel yakinligi
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PER-2, aminoasit dizisi agisindan PER-1 ile % 86,4 benzerlik gosteren bir GSBL’dir
(23). Guntimiize dek Giiney Amerika’da izole edilen Salmonella typhimurium, E. coli,
K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae ve Vibrio cholerae gibi
suglarda saptanmistir (23, 53). PZT diiriinlerinin restriksiyon analizi ile PER-1/PER-2
ayrimint yapmak miimkiindiir. Pvull enzimi sadece blapgg.1’1, Stul ise sadece blapgr,’yi

kesebilmektedir (46).

PER-1 ilk kez 1991 yilinda Paris’te bir Tiirk hastanin idrar 6rneginden izole edilen P.
aeruginosa susunda saptanmis ve 1993 yilinda Nordmann ve arkadaslarinca
tanimlanmistir (21). 1991-1993 yillar1 arasinda Ankara’da izole edilmis, seftazidim
direncli 14 P. aeruginosa susunda da PER-1 saptanmistir (50). Bu ¢alismada PER-1’in
154 kb’den daha biiyiik bir plazmit tarafindan kodlandig1 ve suslarin ¢ogunun direnci

aktarabildigi gosterilmistir.

Ulkemizde, iki merkezde gerceklestirilen bir diger calismada, genis spektrumlu
sefalosporinlere direngli  Salmonella typhimurium izolatlarnnda PER-1 enzimi

bulundugu ve 81 MDa’lik plazmitlerce aktarilabildigi belirtilmistir (48).

Kasim-1998 ile Agustos -1999 arasinda italya’da, PER-1 sentezleyen P. aeruginosa
suslarina bagl bir salgin rapor edilmistir. Bu suslarin genis spektrumlu sefalosporinler,
aztreonam, amikasin ve siprofloksasin gibi antibiyotiklerin yam sira ¢esitli
dezenfektanlara da direncli oldugu ve izole edildikleri hastalarin Tiirk ya da Tiirkiye ile
iliskili olmadig1 belirlenmistir (46). Aym tarihlerde Belcika’da da PER-1 iireten P.
aeruginosa’lara bagli, yine Tiirkiye ile iligkili olmayan bir salgin bildirilmistir. 2001-
2002 Yillarinda Kore’de izole edilen Acinetobacter suslarinda 6nemli oranda PER-1
saptanmasi, bu enzimin Tiirkiye disinda da yayilim gosterdigini ortaya koymaktadir
(54). PER-1 iireten bir P. aeruginosa susunda, aynt zamanda, karbapenemlere direnc
gelisiminden sorumlu VIM-2 metallo beta-laktamazinin ve yine PER-1 sentezleyen bir
Proteus mirabilis susunda GSBL o6zelligindeki TEM-52’nin saptanmasi, Alcaligenes
faecalis ve Providencia rettgeri gibi farkli Gram-negatif bakterilerde de goriilmesi,

PER-1 sentezleyen suslarla gelisen infksiyonlarin 6nemini arttirmaktadir (55, 56, 57).
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Giiniimiize dek yapilan c¢alismalarda, PER-1’in tanimlanmasinda, izoelektrik
odaklama (IEO), antibiyogram paterni/cift disk sinerji testi gibi fenotipik yontemler ile,
koloni hibridizasyon, PZT, dizi analizi gibi genotipik yontemler bir arada kullanilmistir
(21, 45, 47). PER-1 enziminin daha ¢ok P. aeruginosa ve A. baumannii gibi hastane
infeksiyonu etkeni, ¢cogul diren¢li suslar tarafindan sentezlendigi gbzlenmektedir. Bu
suglarda aym zamanda AmpC tipi enzimlerin asir1 iiretimi, metallo beta-laktamazlar ve
OXA tiirevleri gibi farkli grup enzimlerin es zamanl ekspresyonu, dis membran
gecirgenliginde azalma ve aktif pompa sistemleri gibi diren¢ mekanizmalarinin devreye
girmesi s6z konusu oldugundan, PER-1 enzimi varliginin antibiyogram paterni veya cift
disk sinerji yotemi gibi fenotipik yontemler ile taranmasini giiclestirmektedir. TEM-1
gibi beta-laktamazlarin izoelektrik noktalarinin PER-1’e ¢ok yakin olusu ve cesitli
faktorlerin etkilerine ¢ok duyarli bir yontem olmasi nedeniyle, izoelektrik odaklama
teknigi de tamimlamada tek bagina kullanillamamaktadir. PZT ve dizi analizi en giivenilir

yontemlerdir (58).

PER-1 enzimi, Italya, Fransa ve Belcika gibi ¢esitli Avrupa iilkelerinde daha ¢ok
yogun bakim servisleriyle iliskili P. aeruginosa ve A. baumannii suglarinda
saptanmustir. Italya’da bir hastanede Subat-1997 ile Ocak-1998 tarihleri arasinda izole
edilmis, 70 GSBL (+) Proteus mirabilis susundan 52 ‘sinin PER-1 probu ile reaksiyon
verdigi bildirilmistir (56). Kore’de 2001 ve 2002 yillarn arasinda izole edilen,
Acinetobacter spp. suslarinin % 54,6’s1 PER-1 iiretirken, incelenen P. aeruginosa
suslarinin hicbirinde bu enzime rastlanmamustir (54). Tiirkiye’de sekiz {iniversite
hastanesinde, yaklasik iic aylik bir siire iginde, hastane kaynakli P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. ve K. pneumoniae tiirlerinde, koloni hibridizasyon ve IEO
teknikleriyle PER-1 varlig1 arastirilmis, P. aeruginosa’da % 11, Acinetobacter spp.’de

% 46 PER-1 pozitifligi saptanirken, K. pneumoniae suglarinin higbirinde
belirlenememistir (47). Aym tarihlerde, iilkemizde ii¢ farkli hastaneden, ili¢ aylik bir
siirecte izole edilmis hastane kaynakli P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii
suslarinda PER-1 oranlari; sirasiyla % 23,7 ve % 62’dir (22). istanbul Tip Fakiiltesi
Hastanesi, yogun bakim servislerinden 1999-2000 yillar1 arasinda izole edilmis

seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin % 86’sinda PER-1 enzimi saptanmis, bu
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suglarin % 48’inin aym1 zamanda OXA-10 tiirevi beta-laktamaz tasidigi belirlenmistir

(59).

PER-1 iireten suslarin genis spektrumlu sefalosporinler ve monobaktamlarin yani sira,
aminoglikozitler, florokinolonlar ve karbapenemlere de direng gelistirebilmeleri
tedavide onemli sorunlara yol agmaktadir. Sicanlarda, PER-1 iireten P. aeruginosa ile
gelismis pnomoni modelinde cesitli antibiyotiklerin etkinliklerinin denendigi bir
calismada, toplam 60 saatlik bir tedavi siireci sonrasinda, sefepim ve piperasilin-
tazobaktam’in tek baslarina dokudaki bakteri sayisini azaltamadiklari, imipenem ve
daha az oranda olmakla birlikte amikasinin ise bakteri sayisim1 azalttigi saptanmistir
(60). Aym1 calismada, beta-laktam bir ajan ile amikasin kombinasyonunun, beta-laktam
ve siprofloksasin kombinasyonundan daha etkili oldugu, en iyi tedavi se¢eneginin ise
imipenem + amikasin oldugu belirlenmistir. PER-1 ve/veya OXA-10 tiirevi enzim
sentezleyen P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. suslarinin siprofloksasin ve bes beta-
laktam ajana duyarliliklarinin arastirildign bir calismada; PER-1 iireten Acinetobacter
suglarinda,  sefoperazon-sulbaktamin;  seftazidim, sefepim, sefaperazon ve
siprofloksasinden 8-16 kat daha etkili oldugu, imipenemin ise her iki tiirde de en etkili
antibiyotik oldugu ortaya konmustur (22). PER-1 sentezleyen suslarin tedavisinde
imipenem Onemli bir yere sahip olmakla birlikte, yogun kullanim sonucu, metallo beta-
laktamaz iireten bakterilerin hastane ortaminda ¢ogalmasina yol agabilmektedir (46).
PER-1 sentezleyen suslara bagli salginlarin kontrol altina alinmasinda, rutin hastane
infeksiyonu Onlemlerinin yan1 sira akilci antibiyotik kullanim politikalarinin

uygulanmasi da 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Suslar

Calismaya, Dokuz Eyliil Hastanesi, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 1998-2003

yillar1 arasinda izole edilen, seftazidime direngli, 117 Pseudomoas aeruginosa, 92

Acinetobacter baumannii,

52 Klebsiella pneumoniae,

24  Escherichia coli,

li¢

Stenotrophomonas maltophilia ve bir Alcaligenes faecalis olmak {iizere toplam 289
Gram negatif bakteri alind1 (Tablo-2). Bunlarin 65’1 1998-2000 yillar1 arasinda, 62’si
2001, 67’si 2002 ve 95’i 2003 yilinda izole edilmis suslardan olugmaktaydi. Tiim

izolatlarin tiir ayrimi, biyokimyasal ve tireme 6zelliklerinin yam sira, API 20 NE ve API

20 E sistemleri (Bio-Merieux, France) kullanilarak yapildi.

Tablo-2. Calismaya alinan izolatlarin y1l ve tiirlere gore dagilimi

YIL
TUR 98-2000 | 2001 | 2002 | 2003 | TOPLAM

P. aeruginosa 25 23 31 38 117
A. baumannii 15 21 20 36 92
K. pneumoniae 21 14 10 7 52
E. coli 3 4 6 11 24

S. maltophilia 1 - - 2 3

A. faecalis - - - 1 1
TOPLAM 65 62 67 95 289
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3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri ve Seftazidim Minimal

Inhibitor Konsantrasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Calismaya alinan suglarin seftazidim, piperasilin, aztreonam, sefotaksim, sefepim ve
imipenem duyarliliklari, “National Commmittee for Clinical Laboratory Standards”
(NCCLYS) onerileri dogrultusunda, disk difiizyon yontemi ile belirlendi (61). Bu amacla,
0,5 McFarland bulaniklik esdegerinde hazirlanan bakteri siispansiyonu, Mueller-Hinton
agar besiyerine (Oxoid, Ingiltere) homojen olarak yayildi. Uzerine seftazidim (30 ug),
piperasilin (100 pg), aztreonam (30 pg), sefotaksim (30 pg), sefepim (30 ug) ve
imipenem (10 pg) antibiyotik diskleri (Oxoid, Ingiltere) yerlestirilip, 16-18 saat
inkiibasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplan ol¢iildii. 3. Kusak sefalosporinlere duyarli
olmayan suslarda, ¢ift disk sinerji yontemi kullanilarak, amoksisilin-klavulanik asit (20
pg + 10 pg) diski ile aztreonam, seftazidim ve sefepim diskleri arasindaki sinerji
incelendi. Bu amagla, cift disk sinerji yonteminin, diskler arasi mesafeyi 1 cm’ye
indiren bir modifikasyonu kullanildi (62). Ayrica, blapgg.; ve/veya blaggs enzimlerini
tireten P. aeruginosa suslarinin antibiyogramlarinda IMP ve CAZ diskleri arasinda
sinerji goriilebilecegi belirtildiginden, caligmaya alinan suslarda bu iki disk arasindaki

sinerji de arastirildi (21, 58).

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) ile blapgg; geni tasidigi saptanan suslarin,
seftazidim Minimal Inhibitr Konsantrasyon (MIK) degerleri, NCCLS onerilerine gore
mikro-diliisyon yontemi ile saptandi (61). Uremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu, MIK degeri olarak kabul edildi. Tiim deneylerde PER-1 iirettigi bilinen
bir P. aeruginosa susu pozitif kontrol, PER-1 iiretmedigi bilinen E. coli ATCC 25922
ve P. aeruginosa ATCC 27853 suslar1 negatif kontrol olarak kullanildi.
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3.3. PER-1 Enziminin PZT Yontemiyle Arastirilmasi

Bakteri hiicrelerinden DNA eldesi icin, Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere)
izerinde iireyen kolonilerden 5-10 tanesi 500 ul steril distile suda siispanse edilip,
ardindan kaynar su banyosunda 10 dakika tutuldu. Standart masa-iistii santrifiijde
(Eppendorf-5415C, Almanya) 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen

siipernatant PZT reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi.

PZT reaksiyon karigimi 50 ul hacminde, asagidaki bilesenlerle hazirlandi:

10 x Taq buffer Ix
MgCl, 1.25 mM
dNTP karisim1 (Fermentas, Litvanya) 200 uM
Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) 1.5U0
PER-1A primeri* 20 pmol
PER-1B primeri* 20 pmol
DNA ekstrakti Sul
Steril deiyonize su 322 ul

(*) Bakimiz Tablo-3.

Amplifikasyon protokolii, PZT karisiminin 5 dk. 94 C* de denatiirasyonunun ardindan,
30 siklus olacak sekilde: 1 dk. 90 C*’de denatiirasyon, 1 dk. 53 C°’de birlesme, 2 dk. 72
C®’de uzama ve son olarak da 5 dk. 72 C*de tutulmasi ile gerceklestirildi. PZT iiriinleri,
0,5 pg/ml etidyum bromit igeren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile
hazirlanmis %1’lik agaroz (Sigma, USA) jelde 120 volt’ta 45 dk. yiiriitiiliip ve U.V. 151k
kaynagi yardimiyla goriintiilendi. Gene Ruler'™ 100 bp DNA ladder (Fermentas,

Litvanya) yardimiyla, olusan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri belirlendi.
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34.

PER-1 Ureten izolatlarin Klonal Yakimbhklarmn

Arastirilmasi

Bu amagla kullanilacak bakteri DNA’s1 asagidaki yontemle elde edildi (63):

Kanli agarda 16-18 saatlik inkiibasyonla canlandirilan bakterinin 500 pl steril
deiyonize suda siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon, kaynar su banyosunda
10 dakika tutuldu.

Kaynatmanin ardindan, standart masa-iistii santrifiijde 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiigasyon uygulandi.

Ust kistm temiz bir tiipe ahinip, iizerine esit miktarda fenol-kloroform-
izoamilalkol (25:24:1, pH: 7.6-8) hazir karisim1 (Applichem, Almanya) eklendi.
Karisim 30 saniye vortekste tutulduktan sonra 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Ustteki berrak kisim, ara faza dokunmadan steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Uzerine hacminin 1/10’u kadar 3M sodyum asetat ( pH: 5.2 ) ve 2.5 kati kadar
saf etanol eklenip hafifce alt iist edildi.

Tiipler -20 C* de bir gece tutuldu.

Ardindan, 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

Pellete dokunmadan iist sivi faz uzaklastirilip, pellet 250 pul %70 etanol ile
yikandi.

Tiipler 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, iist kisim uzaklastirildi ve
pelletin iyice kurumasi beklendi.

Pelletin tizerine 50 pl Tris-EDTA tamponu (pH: 8) eklenip, pipetajla homojenize
edildi.

“Enterobacterial repetitive intergenic consensus — ERIC” dizgilerine 6zgii ERIC-2

primeri (Tablo-2) kullamilarak, PZT teknigiyle izolatlar arasindaki klonal yakinlik

arastirlldi (64). Bu amacgla 50 pl’lik reaksiyon karisimi asagidaki bilesenlerle

olusturuldu:
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10 x Taq buffer 1x

MgCl, 2.5 mM
dNTP karisimi (Fermentas, Litvanya) 200 uM
ERIC-2 primeri* 25 pmol
Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) 2.5U
DNA ekstrakti Spul
Steril deiyonize su 28.5ul

*Bakiniz Tablo-3

Bir siklus (95 C*de 1 dk.); 30 siklus (94 C’de 1 dk., 40 C’de 1 dk., 72 C’de 1 dk.); ve
72 C>de 5 dk. olacak sekilde amplifikasyon basamagi uygulandi. Elde edilen iiriinler,
0,5 pg/ml etidyum bromit iceren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile
hazirlanmis %1’lik agaroz (Sigma, USA) jelde 120 volt’ta 45 dk. yiiriitiildii ve U.V. 151k
kaynagi yardimiyla goriintiilendi. Gene Ruler'™ 100 bp DNA ladder (Fermentas,
Litvanya) ve MassRuler™ DNA Ladder-Mix (Fermentas, Litvanya) yardimiyla, olusan

bantlarin molekiiler biiyiikliikleri belirlendi.

Tiim bantlar1 bire-bir aym1 olan izolatlar ayn1 sus (klon), bir ve iki bant farklilik
gosteren izolatlar benzer (klonal iligkili), iki banttan fazla farklilik gosteren izolatlar ise
farkli suglar olarak kabul edildi. Sy = nap / (nag + a + b) formiiliine gore hesaplanan
“Jaccard” katsayis1 esas alinarak, “Mega” programinda “UPGMA” yoOntemiyle, P.
aeruginosa ve A. baumannii suslari i¢in dendogramlar olusturuldu (65). ( nag = A ve B
suslarinda ortak olan bant sayisi, a = A susunda olup B’de olmayan bant sayisi, b = B

susunda olup, A’da olmayan bant sayist )

3.5. blapgg.; PZT Uriinlerinin Restriksiyon Analizi

Yillara gore, her ERIC-PCR paternini temsil eden birer sus secilip, bu suslarin blapgg ;
PZT iiriinleriyle, uygun kosullarda Pvu-II ve Stu-I (Fermentas, Litvanya) enzimleri
kullanilarak restriksiyon analizi yapildi (blapgr.; Stu-I ile, blapgr, Pvu-II ile

kesilememektedir (46) ). Bu amagla, 10 pl PZT iiriinii ile SU Pvu-II veya Stu-I enzimi,
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37 C%lik su banyosunda birbucuk saat tutuldu. Ardindan, reaksiyon igerigi 0,5 pg/ml
etidyum bromit iceren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile hazirlanmis
%1’lik agaroz (Sigma, USA) jelde 120 volt’ta 45 dk. yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynagi
yardimiyla goriintiilendi. Gene Ruler'™ 100 bp DNA Ladder-Plus (Fermentas,

Litvanya) yardimiyla, olusan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri saptandi.

3.6. PER-1 Enziminin Izoelektrik Odaklama (IEO)

Yontemiyle Arastiriimasi

IEO icin Matthew ve arkadaslarimin bildirdigi yontem esas alindi (66). Buna gore;
yatik nutrient agar (Oxoid, Ingiltere) besiyeri yiizeyinde iireyen bakteriler, 0.2 M fosfat
tamponu (pH:7.0) ile toplanarak steril mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Ardindan, 15 sn
araliklarla, “amplitude” degeri 60 olacak sekilde gerceklestirilen sonikasyon islemiyle
(Sonics and Materials-VC 100, ABD) bakteri hiicre duvarlan pargalandi. Bakteri
sonikatlarinin, standart masa-iistii santrifiijde, 7000 rpm’de, 10 dk santrifiij edilmesiyle

elde edilen siipernatant IEO icin kullanildi.

IEO isleminin gergeklestirildigi jel asagidaki sekilde hazirlandi:

Distile su 25 ml
Akrilamid 100g + bisakrilamid 2.7 g ( 300 ml distile su) 9 ml
% 40 Amfolin (pH: 3-10 araliginda) 2 ml
% 5 N,N,N,N, tetra metil etilendiamin (TEMED) 0.2 ml
Riboflavin (2 mg / 100 ml distile su) 4.5 ml

Bakteri sonikatlari, giines 1s131nda 4-5 saat bekletilerek polimerize edilen IEO jeline
yiiklenerek, 1 gece; giic: 1 watt, voltaj: 180 volt, akim: 20 mAmp olacak sekilde
yiiriitiildii. Ardindan, jel nitrosefin (500 pg/ml) ile kaplanarak, beta-laktamaz bantlar

goriintir hale getirildi. Test suslarindaki enzim veya enzimlerin izoelektrik noktalari,
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bilinen kontroller ( TEM-1 (pl:5.4), SHV-2 (pl:7.6), PER-1 (pl: 5.3) ile karsilagtirilarak

belirlendi.

3.7. GSBL-Pozitif ve/veya imipenem ve Seftazidim Diskleri
Arasinda Sinerji Saptanan Non-Fermantatif Bakterilerde

TEM ve SHYV Grubu Enzimlerin PZT ile Arastirilmasi

Cift disk sinerji yontemiyle GSBL varlig1 saptanan ve/veya imipenem ve seftazidim
diskleri arasinda sinerji goriilen non-fermantatif suslarda TEM ve SHV grubu
enzimlerin varligi, o6zgiil primerler kullanilarak PZT yontemiyle arastirildi. Bu
reaksiyonlarda kullanilan kalip DNA icin; Mueller-Hinton agar (Oxoid, Ingiltere)
tizerinde iireyen kolonilerden 5-10 tanesi 500 pl steril distile suda siispanse edilip,
ardindan kaynar su banyosunda 10 dakika tutuldu. Standart masa-iistii santrifiijde
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen siipernatant PZT reaksiyonlarinda
kalip olarak kullanildi.

TEM ve SHV enzimleri icin, 50 ul’lik PZT reaksiyon karngimlan asagidaki

bilesenlerle hazirlandi:

10 x Taq buffer Ix
MgCl, 1.25 mM
dNTP karisimi (Fermentas, Litvanya) 200 uM
Primer-1* (TEM-F veya SHV-F) 20 pmol
Primer-2* (TEM-R veya SHV-R) 20 pmol
Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) 250
DNA ekstrakti Sul
Steril deiyonize su 31 ul

* Bakiniz Tablo-3
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TEM grubu icin uygulanan amplifikasyon protokolii; 94 C*’de 3 dk., 30 siklus olacak
sekilde 94 C°de 30 sn, 56 C>de 1 dk., 72 C%de 2 dk. ve 72 C*de 5 dk. seklinde
diizenlendi. SHV grubu icin ise; 94 C*’de 3 dk. 30 siklus olacak sekilde 94 C*’de 30 sn,
60.5 Cde 30 sn, 72 C>de 1 dk ve 72 C>’de 5 dk. olarak gerceklestirildi.

PZT iiriinleri, 0,5 pg/ml etidyum bromit iceren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-
EDTA, pH: 8) ile hazirlanmis %1’lik agaroz (Sigma, ABD) jelde 120 volt’ta 45 dk.
yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynag yardimiyla goriintiilendi. Gene Ruler™ 100 bp DNA
Ladder-Plus (Fermentas, Litvanya) yardimiyla, olusan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri

belirlendi.

3.8. PER-1 Enziminin Aktarilabilirliginin incelenmesi

3.8.1. Konjugasyon Deneyleri

blapgg.; Geninin aktarilabilirliginin incelenmesi amaciyla, streptomisine direncli ve
laktozu fermente etmeyen E. coli K 12 susunun (J 62-2) kullanildigi konjugasyon
deneyleri hem kati hem de sivi ortamda yapildi (67). Bu amagla, alic1 ve verici suslar
Nutrient Broth (Merck, Almanya) besiyerinde bir gece 37 C°’de inkiibe edilip 10:1
oraninda karistirildi. Aym1 zamanda, kontrol amaciyla, streptomisin (1000 pg/ml) ve
seftazidim (2 pg/ml) veya ampisilin (10 pg/ml) iceren Mueller Hinton agar (Oxoid,
Ingiltere) besiyerlerine ekim yapildi. Sivi ortamda yapilan deneylerde bu karisim 35
C°de 18 saat tutulduktan sonra, 3000 rpm’de (Kendro Laboratory Products, Heraeus-
Labofuge 400R, Almanya) 20 dk santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi. Pellet 5.6
ml serum-fizyolojik ile siispanse edilip, bundan direk, 1/10 ve 1/100 oranlarinda
diliisyonlar hazirlanip, 100’er ul’si segici plaklara pasajlandi. 35 C°’de Bir gece inkiibe
edilen bakteriler bir kez daha antibiyotikli besiyerlerine ekilip, olusan koloniler daha
sonra antibiyotik icermeyen “Eosin Methylene-Blue” EMB agar (Merck, Almanya)
besiyerlerine aktarildi. Burada gelisen kolonilerin biyokimyasal ozellikleri ve
izoelektrik odaklama yontemiyle icerdikleri enzimlerin belirlenmesiyle, istenilen

traskonjugantlar olup olmadiklar1 degerlendirildi.

36



Deneyin kat1 ortamda gergeklestirilen versiyonunda, 10:1 oraninda karistirilan alic1 ve
verici suglar 35 C®de 2 saat tutulup, 3000 rpm’de (Kendro Laboratory Products,
Heraeus-Labofuge 400R, Almanya) 20 dk santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirilip, ¢cokelti
5.6 ml serum-fizyolojik ile siispanse edildi. Bu siispansiyondan, 100 pl Nutrient Agar
besiyerlerine ekim yapilip 35 C°’de 18 saat inkiibe edildi. Sonraki asamalar sivi
ortamdaki ile aym sekilde gerceklestirildi. Konjugasyon asamasindan once antibiyotikli
besiyerlerine yapilan kontrol ekimlerinde iireme olmasi durumunda, streptomisin
konsantrasyonu 1500 pg/ml’ye kadar yiikseltildi. Deneyler, diger tiim sartlar ayni olmak

tizere, inkiibasyonlar 37 C® de yapilarak tekrarlandi.

3.8.2. Plazmit Izolasyonu

Her bir ERIC-PZT paterninden birer 6rnek secilip, bu suglarda “Nucleospin-Plasmid”
kiti (Macherey-Nagel, Almanya), Birnboim yontemi (68), Kado-Liu yontemi (69) ve bu
yontemin bir modifikasyonunu (50) kullanarak plazmit ekstraksiyonu yapildi. Ticari
kitle calisilirken, 2 mg/L seftazidim iceren Nutrient Broth besiyerleri kullamildi ve

tireticinin Onerileri dogrultusunda hareket edildi.

Birnboim yontemiyle plazmit izolasyonu i¢in oncelikle asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:

1. Cozelti: 2. Cozelti: 3. Cozelti:
5 mM siikroz 0.2 N NaOH 3 M sodyum asetat
10 mM EDTA %1 (agirlik/hacim) SDS pH: 4.8

25 Mm Tris, pH: 8.0

e Bakteriler, 1.5 ml nutrient broth (Merck, Almanya) besiyerlerinde 1 gece 35
C°’de inkiibe edildi.
e Tiipler, standart masa-iistii santrifiijde 10000 rpm’de 1 dk cevrilip, iistteki sivi

tamamen uzaklagtirildi.
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e 100 ul 1. Cozelti eklenip, vortekslenerek pellet siispanse edildi.

e 200 ul 2. Cozelti ilave edilip, tiipler alt-iist edilerek karistirildi.

e 3-5 Dakika beklendikten sonra 150 pl 3. c¢ozelti eklenip, yine alt-iist edilerek
karistirildi ve 15-30 dakika buzun iizerinde tutuldu.

e Tiipler, standart masa-iistii santrifiijde 10000 rpm’de 5 dk ¢evrildi.

e Siipernatant, 1.5 ml’lik temiz mikrosantrifiij tiiplerine alinip, tizerine 1 ml % 95
etanol eklendi ve karistirildi.

e Tiipler, standart masa-iistii santrifiijde 5000 rpm’de 15 dk gevrildi. Ustteki s1vi
kisim uzaklastirilip, pellet 0.5 ml % 80 etanol ile yikandi ve kurumasi beklendi.

e Pellet, 100 ul TE tamponu (pH: 8, 40 mM Tris-asetat + 2 mM Na-EDTA) ile
siispanse edildi.

¢ Bu siispansiyondan yaklasik 20 pl alinip, 0,5 pg/ml etidyum bromit igeren, 1X
TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile hazirlanmis % 0.8’lik agaroz
(Sigma, ABD) jelde 120 volt’ta 1 saat yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynagi yardimiyla
goriintiilendi. A DNA / Hind III (Fermentas, Litvanya), molekiiler biiyiikliiklerin

belirlenmesi amaciyla kullanildi.

Kado-Liu yontemi icin oncelikle asagidaki cozeltiler hazirlandi:

Eritme Cozeltisi:
0.6 g trizma HCl1/ 50 ml distile su
4 g sodyum dodesil siilfat (SDS)
3 M NaOH ile pH: 12.6’ya ayarlanip, distile suylal00 ml’ye tamamlandi

Fenol-Kloroform Karigimi:
50 g Kristalize Fenol

50 ml Kloroform

Kado-Liu yontemiyle plazmit ekstraksiyonu asagidaki basamaklar izlenerek
geceklestirildi:
e Bakteriler, 3 ml Nutrient Broth (Merck, Almanya) besiyerinde bir gece 35 C®’de
inkiibe edildi.
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e Bu Kkiiltiirlerden 1.5 ml alinarak, mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve tiipler
standart masa-iistii santrifiijjde 12000 rpm’de 1 dk cevrilip, iistteki sivi tamamen
uzaklagtirildu.

® (Cokeltinin tizerine 50 pul TE tamponu (pH: 8, 40 mM Tris-asetat + 2 mM Na-
EDTA) ve 150 ul eritme ¢ozeltisi ilave edilip, karisim iyice siispanse edildi.

e Tiipler 56 C°’lik su banyosunda 20 dk tutuldu.

e Tiplerin tizerine 150 pl fenol-kloroform eklenip 5 saniye vorteksle karistirildi
ve ardindan 13000 rpm’de 7 dk ¢evrildi.

o Ust fazdan yaklasik 20 pl alimp, 0,5 pg/ml etidyum bromit iceren, 1X TBE
tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile hazirlanmis % 0.8’lik agaroz
(Sigma, ABD) jelde 120 volt’ta 1 saat yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynag yardimiyla
goriintiilendi. A DNA / Hind III (Fermentas, Litvanya), molekiiler biiyiikliiklerin
belirlenmesi amaciyla kullanildi.

e [Eger iist faz viskoz ise fenol-kloroform basamagi yinelendi.

Plazmit ekstraksiyonu, Danel ve arkadaslarimin (50) uyguladigi modifiye Kado-Liu
yontemine gore de gerceklestirildi. Bunun icin; 64 mg/L seftazidim igeren 3 ml’lik
nutrient broth besiyerlerinde bir gece 35 C°de inkiibe edilen bakteriler, yukarida
belirtildigi gibi santrfiij edilip, iist faz uzaklastinldi. Cokeltinin iizerine, 50 pul TE
tamponu (pH: 8) ve 700 pl eritme c¢ozeltisi eklenerek siispanse edildi. 65 C°’lik su
banyosunda 45 dk tutulduktan sonra, 700 pl fenol-kloroform karigimi ilave edilip
karistirildi ve ardindan santrifiij edildi. Ust faz, yukaridaki sartlarda plazmit icerigini

goriintiilemek amaciyla kullanilda.

3.8.3. Plazmitten Kurtarma

blapgg.; geninin plazmit iizerinde olup olmadigini ortaya koymak amaciyla, bu geni
tasidigi PZT ile dogrulanmis, her bir ERIC-PZT paterninden secilen ornek suslarda
plazmit DNA’dan “kurtarma” deneyi gerceklestirildi. Bu deneylerde, DNA’ya
baglanarak, oncelikli olarak plazmit sentezini inhibe eden etidyum bromiir (EB)

kullanildi (70). Bu amacla; Nutrient Broth (Merck, Almanya) besiyerinde 37 C°’de bir
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gece inkiibe edilen bakteriler, son konsantrasyonlari 10° bakteri/ml oacak sekilde
ayarlandi. Bu siispansiyondan 20 pl alinarak, 0.06-1024 mg/L. arasinda degisen
konsantrasyonlarda EB iceren Nutrient Broth besiyerlerine aktarildi. 37 C°’de bir gece
inkiibasyonun ardindan, tiremenin goriildiigii en yiiksek EB konsantrasyonu iceren
tiipten, tek koloni diisecek sekilde Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerine ekim
yapildi. Burada iireyen kolonilerden, daha once belirtildigi gibi kaynatma yontemiyle
DNA izole edilip, spesifik primerlerle PER-PZT yapildi. Ayrica, seftazidim
duyarliliklart disk difiizyon yontemiyle de belirlendi. Daha once blapgr; varhigi
gosterilmis suslarin, plazmit veya plazmitlerinden kurtarildiktan sonra, PER-PZT
sonuclarinin negatif olmasi, s6z konusu genin plazmit iizerinde oldugu seklinde

yorumlandi.

3.9. PER-1 Enzimi Ureten Suslarda Smmf-I integron Varhgmm ve
Epidemiyolojik Degerinin PZT ile Arastirilmasi

blapgg.; saptanan suslarda, sinif-1 integronlarin varligi ve epidemiyolojik degeri,
integronlarin 5° ve 3’ korunmus bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak PZT ile
arastirildi (36). Bunun sonucunda elde edilen verilerin epidemiyolojik degeri, ERIC-

PZT sonuglartyla karsilastirilarak degerlendirildi.

Bu amagla uygulanan PZT asagidaki sekilde olusturuldu (71):

10 x Taq buffer Ix
MgCl, 3 mM
dNTP karisim 200 uM
5’-CS* primeri 50 pmol
3’-CS* primeri 50 pmol
Taq DNA polimeraz 250
DNA ekstrakti Sul
Steril deiyonize su 27.5 ul

*Bakiniz Tablo-3
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Uygulanan ¢alisma protokolii:

95 C° 10dk 94 C° 1dk 94 C° 1dk 94 C° 1dk
55C° 1dk [x12 55C° 1dk |x12 55C° 1dk| x12
72 C° 5dk 72 C° 6dk 72 C° 7dk

PZT iiriinleri, 0,5 pg/ml etidyum bromit iceren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-
EDTA, pH: 8) ile hazirlanmis % 1’lik agaroz (Sigma, ABD) jelde 120 volt’ta 1 saat
yiiriitiildii ve U.V. 151k kaynagi yardimiyla goriintiilendi. GeneRuler'™ DNA Ladder

Mix (Fermentas, Litvanya), molekiiler biiyiikliiklerin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

3.10. PER-1 Enziminin Smif-1 Integronlarla Iliskisinin PZT ile

Arastirilmasi

PER-1 Enziminin integron kokenli olup olmadigini ortaya koymak igin, smif-1
integronlarin 5° korunmus bolgesinde yer alan ve aft/ rekombinasyon bolgesine 6zgii 5°-
CS primeri ile blapgg; genine 6zgii PER-1B primeri kombine edilerek, asagidaki

kosullarda PZT uygulandi:

10 x Taq buffer 1x
MgCl, 1.25 mM
dNTP karisim 200 uM
Hot start Taq DNA polimeraz 15U
5’-CS* primeri 20 pmol
PER-1B* primeri 20 pmol
DNA ekstrakti Sul
Steril deiyonize su 32.2ul

(*) Bakimiz Tablo-3.
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Amplifikasyon protokolii; PZT karisiminin 5 dk. 95 C* de denatiirasyonunun ardindan,
30 siklus olacak sekilde: 1 dk. 94 C*’de denatiirasyon, 1 dk. 50 C*’de birlesme, 1 dk. 72
C®de uzama ve son olarak da 5 dk. 72 C*de tutulmasi ile gerceklestirildi. PZT iiriinleri,
0,5 pg/ml etidyum bromit iceren, 1X TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA, pH: 8) ile
hazirlanmis %1’lik agaroz (Sigma, ABD) jelde 120 volt’ta 45 dk. yiiriitiilip ve U.V. 151k
kaynagi yardimiyla goriintiilendi. GeneRuler™™ 100 bp DNA Ladder ve A DNA / Hind

III (Fermentas, Litvanya), molekiiler biiyiikliiklerin belirlenmesi amaciyla kullanild.

Elde edilen PZT iiriinleri, agaroz jelden DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas, Litvanya)
yardimiyla izole edilip, daha once belirtilen PER-PZT’de kalip olarak kullanildi. Her iki

reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin, ¢ift yonlii DNA dizi analizleri yapildi.

3.11. DNA Dizi Analizi

Her bir ERIC-PZT paterninden birer 6rnege ait PER-PZT iiriinleri, integrona 6zgii
primer ile blapgg.;’e ait primerlerin kombine edilmesiyle elde edilen PZT iiriinleri ve
bunlarin kalip olarak kullamldigi PER-PZT iiriinlerinde dogrudan DNA dizi analizi
uygulandi. Her iki DNA ipliginde de “BigDye TM terminator” yontemiyle, otomatik
3730x] DNA analizoriinde yapilan islem Macrogen-Giiney Kore firmasinca

gercgeklestirildi. Dizi analizi i¢in kullanilan primerler Tablo-3’de gosterilmektedir.
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Tablo-3: PZT ve dizi analizi i¢in kullanilan oligoniikleotid dizileri

Primer/Oligoniikleotid Ad1 Primer/Oligoniikleotid Dizisi Referans
PER-1’e ézgii primerler 50
PER-1A 5°- ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC

PER-1B 5°- AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA

PER-1’e 6zgii dizi analiz primerleri 50
PER-1C 5’- AGG TTT TAC AGA ATA CCT GG

PER-1D 5’- ACA CAG CTG TCT GAA ACC TC

ERIC-2 5- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGCG | 64
Simif-I integronlara ozgii primerler 36
S’-CS 5’- GGC ATC CAA GCA GCA AG

3-CS 5’- AAG CAG ACT TGA CCT GA

TEM grubu enzimlere 6zgii primerler

TEM-F 5’- GAA GAC GAA AGG GCC TCG TG

TEM-R 5’- GGT CTG ACA GTT ACC AAT GC

SHV grubu enzimlere zgii primerler 72

SHV-F
SHV-R

5’- CGC CGG GTT ATT CTT ATT TGT CGC
5’- TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA
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4. BULGULAR

4.1. Antibiyotik Duyarhlik Sonuclar:

Calismaya alinan, toplam 289 seftazidim direncli Gram negatif bakteriden, 65’1 1998-
2000 yillar1 arasinda izole edilmis suslardi. Bu suslarin 25°i P. aeruginosa, 15°i A.
baumannii, 21’1 K. pneumoniae, Ui¢ii E. coli ve biri Stenotrophomonas maltophilia idi
(Tablo-2). P. aeruginosa suslarinin sefotaksim (CTX), sefepim (FEP), aztreonam
(ATM), imipenem (IPM) ve piperasilin (PRL) antibiyotiklerine diren¢ oranlar1 sirasiyla;
9% 100, % 96, % 100, % 84 ve % 100 olarak saptandi. On ii¢ P. aeruginosa sugunun
antibiyograminda GSBL pozitifligi ve/veya IPM-CAZ arasinda sinerji gozlendi (Sekil
4). A. baumannii suglarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine direnc
oranlan sirasiyla; % 100, % 93.3, % 100, % 26.6 ve % 100 olarak bulundu. Bir A.
baumannii susunda GSBL pozitifligi saptandi. S. maltophilia susu ise, calisilan tiim
antibiyotiklere direncliydi. CTX, IPM ve PRL antibiyotiklerine K. pneumoniae
suglarinin diren¢ oranlan sirasiyla; % 100, % 0 ve % 100, E. coli suslarinin direng
oranlar1 da, % 100, % 0 ve % 100 olarak belirlendi. K. pneumoniae suslarinda FEP ve
ATM antibiyotiklerine gozlenen direng oranlar1 % 61.9 ve % 95.2, E. coli suslarinda
ayn1 antibiyotiklere gozlenen direng oranlari ise % 0 ve % 100 olmasina karsin, GSBL
ireten K. pneumoniae ve E. coli izolatlari, FEP ve ATM gibi beta-laktam antibiyotiklere
de direngli kabul edildi. Seftazidim direngli P. aeruginosa ve A. baumannii suslariin
yillara gore, antibiyotik diren¢ oranlar1 Tablo-4’de, K. pneumoniae ve E. coli

suslarininki ise Tablo-5’de goriilmektedir.

2001 Yilinda izole edilen 62 bakterinin 23’ii P. aeruginosa, 21’1 A. baumannii, 14’1
K. pneumoniae ve dordii E. coli suslarindan olusmaktaydi (Tablo-2). P. aeruginosa
suslarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine direng oranlar sirasiyla; %
100, % 95.7, % 100, % 78.3 ve % 95.7 olarak saptandi. Yirmi P. aeruginosa susunun
antibiyograminda GSBL pozitifligi ve/veya IPM-CAZ arasinda sinerji gozlendi. A.
baumannii suslarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine diren¢ oranlar
sirasiyla; % 100, % 100, % 100, % 52.4 ve %100 olarak bulundu. Dort A. baumannii
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susunda GSBL pozitifligi saptandi. CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine K.
pneumoniae suslarinda gozlenen direng oranlan sirasiyla; % 92.9, % 78.6, % 100, % 0
ve % 100, E. coli suslarinda gozlenen direng oranlari ise; % 100, % 25, % 100, % 0 ve
% 100 olarak belirlendi (Tablo-4 ve 5).

2002 Yilinda izole edilen 67 bakterinin 31’1 P. aeruginosa, 20’si A. baumannii, 10’u
K. pneumoniae ve altis1 E. coli suslarindan olugsmaktaydi (Tablo-2). P. aeruginosa
suslarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine diren¢ oranlar1 sirasiyla; %
100, % 93.5, % 100, % 77.4 ve % 90.3 olarak belirlendi. On bes P. aeruginosa susunun
antibiyograminda GSBL pozitifligi ve/veya IPM-CAZ arasinda sinerji gozlendi. A.
baumannii suslarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine diren¢ oranlar
sirastyla; % 100, % 100, % 100, % 80 ve % 95 olarak bulundu. Iki A. baumannii
susunda GSBL pozitifligi saptandi. CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine K.
pneumoniae suslarinda gozlenen direng oranlar sirasiyla; % 100, % 80, % 100, % 0 ve
% 100, olarak belirlenirken, E. coli suslarinin tamaminin IPM hari¢ diger antibiyotiklere

direncli olduklar gozlendi (Tablo-4 ve 5).

2003 Yilinda, 38 P. aeruginosa, 36 A. baumannii, 11 E. coli, yedi K. pneumoniae, iki
S. maltophilia ve bir Alcaligenes faecalis olmak iizere toplam 95 sus izole edildi (Tablo-
2). P. aeruginosa suslarinin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine direng
oranlan sirasiyla; % 100, % 92, % 100, % 73.7 ve % 97.4 olarak saptandi. Yirmi dort P.
aeruginosa susunun antibiyograminda GSBL pozitifligi ve/veya IPM-CAZ arasinda
sinerji gozlendi. A. baumannii suglarmin CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL
antibiyotiklerine direnc¢ oranlar1 sirasiyla; % 100, % 100, % 100, % 33.3 ve %100
olarak bulundu. Yedi A. baumannii susunda GSBL pozitifligi ve/veya IPM-CAZ
arasinda sinerji saptandi. CTX, FEP, ATM, IPM ve PRL antibiyotiklerine E. coli
suslarinda gozlenen direng oranlari sirasiyla; % 100, % 90.9, % 100, % 0 ve % 100,
olarak belirlenirken, K. pneumoniae suglarmin tamaminin IPM hari¢ diger
antibiyotiklere direncli olduklar1 gozlendi. A. faecalis susu CTX, FEP ve ATM’ye
direncli, PRL ve IPM’e duyarhydi. S. maltophilia suslann ise c¢alisilan tiim
antibiyotiklere direncliydi (Tablo-4 ve 5).
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Sekil-4. GSBL paterni gosteren bir P. aeruginosa susu

Tablo-4. Seftazidim direncli P. aeruginosa ve A. baumannii suslariin, yillara gore cesitli
beta-laktam antibiyotiklere diren¢ oranlari

TUR
P. aeruginosa A. baumannii
YIL Antibiyotik Antibiyotik
% Direnc (Toplam say1) % Direnc (Toplam say1)

CTX | FEP | ATM | IPM | PRL | CTX | FEP | ATM | IPM | PRL

98- | 100 |9 [100 (&4 |100 | 100 |93.3 (100 |26.6| 100
2000 | (25 | (25) [(25) | (25) | (25) [ A5) [ A5) | A5) [A5) | AS)

2001 | 100 | 95.7 100 |[78.3195.7|100 | 100 100 |52.4| 100
(23) 1 (23) [ (23) [ (23) | (23) [ 2D | 21) | (21) [ (21) | (21)
2002 | 100 | 93.5 (100 |[77.4]190.3|100 | 100 100 |80 |95

31 [ 31 | (31) | (31) | (31) [ (20) | (20) | (20) | (20) | (20)
2003 | 100 |92 [100 (73.7197.4]100 | 100 100 |33.3| 100
(38) [ (38) | (38) | (38) | (38) [ (36) | (36) | (36) | (36) | (36)
CTX: Sefotaksim, FEP: Sefepim, ATM: Aztreonam, IPM: Tmipenem, PRL: Piperasilin
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Tablo-5. Seftazidim direncli K. pneumoniae ve E. coli suslaninin, yillara gore cesitli

beta-laktam antibiyotiklere direng oranlar

TUR
K. pneumoniae E. coli
YIL Antibiyotik Antibiyotik
% Direnc¢ (Toplam Say1) % Direnc¢ (Toplam Say1)
CTX FEP ATM (IPM | PRL | CTX FEP ATM | IPM | PRL
98-2000 100 (21) | 61.9 (21) | 95.2 (21) 0 100 100 (3) 0(@3) 100 (3) 0 100

100" 100" 100° @D | @D 100 100" 100" 3) 3)

2001 | 929014 | 78.6(14) | 100(14) | 0 100 | 100(4) | 25@) | 100 0 100
100 100" 100 14) | (14 100 100" 100" 4) @)

2002 100 (10) | 8010y | 10010y | © 100 | 100(6) | 100(6) | 100 (6) 0 100
100 100" 100° 10y | (10) 100 100" 100" (6) 6)

2003 100(7) | 100(7) | 100 (7) 0 100 | 100 (11) [ 909(11) [ 100(11) | © 100
100 100" 100° ) ) 100 100" 100" an | an

* : Yorumlanan diren¢ orani

CTX: Sefotaksim, FEP: Sefepim, ATM: Aztreonam, IPM: Imipenem, PRL: Piperasilin

4.2. PZT Yontemiyle PER-1 Enziminin Saptanmasi

Calismaya alinan 289 seftazidim direngli Gram negatif bakteride, blapgg.;’e 0zgii
PER-1A ve PER-1B primerleriyle gerceklestirilen PZT ile PER-1 enzim varlig
arastirildi. Seksen sekiz susta, pozitif kontrol susuyla aymi hizada 924 bp’lik PZT
riiniiniin olusmasiyla blapgg.; varligr saptandi (Sekil 5). blapgg.; varlign belirlenen
suslarin 54’1 P. aeruginosa, 33’4 A. baumannii ve biri de Alcaligenes faecalis’di. P.
aeruginosa suslari arasinda PER-1 enzimi iiretenlerin oram1 % 46.2, A. baumannii
suslarinda ise % 35.9 olarak bulundu. Calismaya alinan izolatlar arasindaki tek
Alcaligenes faecalis susunda da blapgg.; varhigi belirlendi. Incelenen hicbir
Enterobacteriaceae tiyesinde blapgg.;’e rastlanmadi. 1998-2000 Donemi, 2001, 2002 ve

2003 yillarinda PER-1 enzimi iirettigi saptanan suslarin oranlart sirasiyla; % 32.3, %
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33.9, % 14.9 ve % 37.9 olarak belirlendi. Yillara ve tiirlere gore PER-1 enzimi saptanan

suslarin dagilimi Tablo-6’da goriilmektedir.

M PK NK

bp
1031

500

Sekil-5. PER-1A ve PER-1B primerleriyle yapilan PZT sonucu elde edilen iiriinler
M: Marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Tablo-6. Yillara ve tiirlere gore PER-1 enzimi saptanan suslarin dagilimi

TUR
P. aeruginosa A. baumannii Diger TOPLAM
YIL Sus | PZT % Sus | PZT % Sus | PZT % Sus | PZT %
Sayis1 | (+) Sayist | (+) Sayist | (+) Sayist | (+)
ggo 0 25 14 56 15 7 46,6 25 - 0 65 21 | 323
2001 23 13 56,5 21 8 38 18 - 0 62 21 33,9
2002 31 7 22,6 20 3 15 16 - 0 67 10 14,9
2003 38 20 52,6 36 15 41,6 21 1 4,8 95 36 | 37,9
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PZT yontemiyle blapgg.; saptanan ve saptanmayan P. aeruginosa ve A. baumannii

suslarinin cesitli B-laktam antibiyotiklere direng oranlar1 Tablo-7’de goriilmektedir.

Tablo-7. blapgg.; saptanan ve saptanmayan P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin gesitli

B-laktam antibiyotiklere direng oranlar

P. aeruginosa no (%)

A. baumannii no (%)

TOPLAM

Antibiyotik | e (| Mo ©n ) Bl (o) Dlerms O o
Piperasilin 50 (92.6) 62 (98.4) 33 (100) 58 (98.3) 112 (95.7) 91 (98.9)
Aztreonam | 54 (100) 63 (100) 33 (100) 59 (100) 117 (100) 92 (100)
Sefotaksim | 54 (100) 63 (100) 33 (100) 59 (100) 117 (100) 92 (100)
imipenem 35 (64.8) 56 (88.9) 4 (12.1) 39 (66.1) 91 (77.7) 43 (46.7)
Sefepim 53 (98.2) 56 (88.9) 33 (100) 58 (98.3) 109 (93.2) 91 (98.9)

PZT yontemiyle PER-1 geni saptanan 54 P. aeruginosa susundan 45’inde (% 83.3) ve

33 A. baumannii susundan dokuzunda (% 27.3), ¢ift disk sinerji yontemiyle GSBL

varligi belirlendi. blapgg.; pozitif 54 P. aeruginosa susundan sadece 10’unda (% 18.5)

IPM ile CAZ diskleri arasinda sinerji saptanirken, 33 blapgg.; pozitif A. baumannii

susundan hi¢birinde IPM-CAZ sinerjisine rastlanmadi.

4.3. PZT ile blapgg.; Geni Tasidigi Saptanan Suslarin,
Seftazidim MIK Degerleri

PZT ile blapgg ; geni tasidigl saptanan suslarin, seftazidim MIK degerleri, NCCLS

onerilerine gore mikrodiliisyon yontemi ile saptandi. Incelenen 88 sustan 58’inin

seftazidim MIK degeri 512 pg/ml’nin iizerinde, 15’inin 512 pg/ml, ve 15’inin de 256

ug/ml’di. Hicbir susun seftazidim MIK degeri 256 pg/ml’nin altinda degildi. PER-1

enzimi iireten suslarm, izole edildikleri yillara gore seftazidim MIK degerleri, Tablo-8’de

yer almaktadir.
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Tablo-8. blapgg.; saptanan suslarin yillara gore seftazidim MIiK degerleri

MIiK (ug/ml)
) hg/ TOPLAM
YIL TUR >512| 512 256
98- P. aeruginosa 7 2 5 14
2000 A. baumannii 7 0 0 7
P. aeruginosa S 3 5 13
2001
A. baumannii 8 0 0 3
P. aeruginosa S 2 0 7
2002
A. baumannii 3 0 0 3
P. aeruginosa 7 8 5 20
2003 A. baumannii 15 0 0 15
Alcaligenes 1 0 0 |
faecalis
TOPLAM 58 15 15 88

4.4. PER-1 Ureten izolatlarin Klonal Yakihklar:

blappg.; saptanan suslarin klonal yakinliklari, “Enterobacterial repetitive intergenic
consensus — ERIC” dizilerine 6zgii ERIC-2 primeri kullanilarak, PZT teknigiyle
arastirildi. Tiim bantlar bire-bir ayn1 olan izolatlar ayni sus (klon), bir ve iki bant farklilik
gosteren izolatlar benzer (klonal iligkili), iki banttan fazla farklilik gosteren izolatlar ise

farkli suslar olarak kabul edildi (Sekil-6).
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Sekil-6. P. aeruginosa suslarmin ERIC-PZT sonuglar (Farkli paternlere ait bazi

ornekler yer almaktadir)

blapgg.; saptanan P. aeruginosa izolatlariin ¢ogu iki farkli klonun tiyesiydi (X ve Y).
“X” klonu, dort alt gruptan olusan ve 44 susun oldugu en biiyiik klondu (X;A:25, Xi3:5,
X9, X3:5). “Y” klonu ise, iki alt dala ayrilan ve yedi susun yer aldig1 bir klondu (Y:3,
Y;:4). Bunlarin disinda sadece iki susun oldugu “Z” ve tek iiyeye sahip “W” klonu
mevcuttu. A. baumannii izolatlarinda ise, 19 iiyeli “A” ve 13 tiyeli “B” klonlaryla, bir
susun yer aldigt “C” klonu saptandi. “Jaccard” katsayisi esas almmarak “Mega 2.1”
programinda “UPGMA” yoOntemiyle olusturulan dendogramlar Sekil-7 ve Sekil-8’de

goriilmektedir.
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Sekil-7. PER-1 iireten P. aeruginosa izolatlarinin dendogrami
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Sekil-8. PER-1 iireten A. baumannii izolatlarinin dendogrami




4.5. blapgk.; PZT Uriinlerinin Restriksiyon Analizi

Yillara gore, her ERIC-PZT paternini temsil eden birer sus secilip, bu suslarin blapgg.;
PZT iiriinleriyle, uygun kosullarda Pvu-II ve Stu-I enzimleri kullanilarak restriksiyon
analizi yapildi. blapgg.pin Stu-I ile, blapgg.omin de Pvu-II ile kesilememesi ilkesinden
yararlanilarak, bu iki enzim geni aywrt edildi. Restriksiyon analizi uygulanan toplam 20
PZT iirlintiniin Pvu-I1 ile 450, 230, 158 ve 85 bp’lik pargalara ayrilmasi, buna karsin Stu-1

ile hi¢bir degisime ugramamasi, liriinlerin blapgg.;’e ait oldugunu gosterdi (Sekil-9).

30004

500- _

Sekil-9. Pvu-II ile 450, 230, 158 ve 85 bp’lik parcalara ayrilan PZT {iriinleri
M: Marker
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4.6. DNA Dizi Analizi

Her bir ERIC-PZT paterninden birer ornege ait, PER-1A ve PER-1B primerleriyle
elde edilen 12 PER-PZT iiriiniinde, dogrudan c¢ift yonlii olarak DNA dizi analizi
uygulandi. Sonuglarin  “Blastn”  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programiyla
yapilan incelemesinde, bu dizilerin blapgg.; genine ait oldugu belirlendi. PER-1A ve PER-
1B’den farkli olarak, yine blapgg.; genine 6zgii olan PER-1L ve PER-1R primerleri
kullanilarak, dort susta gerceklestirilen PZT iiriinlerinin DNA dizi analizi sonuglarinin da

blapgg.; geniyle uyumlu oldugu gozlendi.

Ayrica, DNA dizi analizi uygulanan suglara ait niikleotid-dizilerinin kodladig
proteinler “ExPASy Proteomics Server” (http://www.expasy.org) yardimiyla elde edilip,
“Blastp” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programiyla veri tabanindaki protein
dizileriyle karsilastirildi. Karsilastirilan protein dizilerinin tiimiiniin PER-1 enzimiyle %
99-100 oraninda uyumlu oldugu ve enzimlerinin aktif bolgelerinde herhangi bir degisiklik

olmadigi belirlendi (Sekil-10).
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SegA Name Len (aa) SegB Name Len (aa) Score

1 1-PER-1A 278 2 PER-1 308 100
1 1-PER-1A 278 3 PER-2 308 88
2 PER-1 308 3 PER-2 308 86
1-PER-1A = e AQSPLLKEQIESIVIGKKATVGVAVWGPDDLEPLL
PER-1 MNVIIKAVVTASTLLMVSESSFETSAQSPLLKEQIESIVIGKKATVGVAVWGPDDLEPLL
PER-2 MNVITKCVEFTASALLMLGLSSFVVSAQSPLLKEQIETIVIGKKATVGVAVWGPDDLEPLL

***********:** khkkhkkhkkhkhkhkhrkhkhkhkhkhkkhkkk k%

1-PER-1A INPFEKFPMQSVFKLHLAMLVLHQVDQGKLDLNQTVIVNRAKVLONTWAPIMKAYQGDEF
PER-1 INPFEKFPMQSVFKLHLAMLVLHQVDQGKLDLNQTVIVNRAKVLONTWAPIMKAYQGDEF
PER-2 LNPFEKFPMQSVFKLHLAMLVLHQVDQGKLDLNQSVTVNRAAVLONTWSPMMKDHQGDEF

e A h A KA KR A A KA KNI A A AR AN A A h AR AR A A A hhA ke k hhkhk, hhkhkhhkeokhkeoexk o kkkkx*k

1-PER-1A SVPVQQLLQYSVSHSDNVACDLLFELVGGPAALHDYIQSMGIKETAVVANEAQMHADDQV
PER-1 SVPVQQLLQYSVSHSDNVACDLLFELVGGPAALHDYIQSMGIKETAVVANEAQMHADDQV
PER-2 TVAVQQLLQYSVSHSDNVACDLLFELVGGPQALHAY IQSLGVKEAAVVANEAQMHADDQV

:‘k"k‘k***‘k‘k‘k******************* * K x ‘k‘k‘k*:*:‘k‘k:***‘k‘k‘k****‘k‘k‘k**
1-PER-1A QYQNWTSMKGAAEILKKFEQKTQLSETSQALLWKWMVET TTGPERLKGLLPAGTVVAHKT
PER-1 QYQNWTSMKGAAEILKKFEQKTQLSETSQALLWKWMVET TTGPERLKGLLPAGTVVAHKT
PER-2 QYQNWTSMKAAAQVLOKFEQKKQLSETSQALLWKWMVET TTGPOQRLKGLLPAGT IVAHKT

*********_**: :*:*****‘*********************:**********:*****

1-PER-1A GTSGIKAGKTAATNDLGIILLPDGRPLLVAVEFVKDSAESSRTINEAITAQVAQTAYQFELK
PER-1 GTSGIKAGKTAATNDLGIILLPDGRPLLVAVEFVKDSAESSRTINEAITAQVAQTAYQFELK
PER-2 GTSGVRAGKTAATNDAGVIMLPDGRPLLVAVEVKDSAESERTNEAITAQVAQAAYQFELK

hkhkhkkoohkhkhkhkhkhkhkhkk Keoehoehkhkhhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkh *hkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhoe kA hkkkkhk

1-PER-1A KLS————-
PER-1 KLSALSPN
PER-2 KLSAVSPD

* x k

Sekil-10. Bir P. aeruginosa susunun dizi analizi yapilan bolgesine ait protein dizisinin,
“Clustal W (1.83)” programi yardimiyla PER-1 ve PER-2 ile karsilastiriimasi (Koyu harfler
enzimin aktif bolgesinde yer alan aminoasitleri gdstermektedir)

4.7. PER-1 Enziminin izoelektrik Odaklama (IEO) Yontemiyle

Arastirilmasi

Yillara gore, blapgg.; saptanan suslarda her farkli ERIC-PZT paterninden birer 6rnek
secilerek, toplam 22 susun sonikatlar1 hazirlandi. [zoelektrik noktalart bilinen, PER-1,
TEM-1 ve SHV-2 gibi beta-laktamazlar1 sentezleyen kontrol suslaryla, segilen suslarin
sonikatlar1 ayn1 IEO jelinde yiiriitiildii. incelenen tiim suslarda, PER-1 enzimiyle ayni

hizada (pI: 5.3) bant olustugu saptandi (Sekil-11).
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IEO uygulanan sekiz P. aeruginosa ve bes A. baumannii susunda, PER-1 enzimine ait
bandin yam sira, SHV-2 enzim kontroliine yakin bantlar olustugu saptandi. Bu suslarda,
SHV enzim grubuna 6zgii primerlerle yapilan ve pozitif kontrol susunun da kullanildig:

PZT sonucu, herhangi bir iiriin olugsmadig1 gézlendi.

pI

7.6 -
54 -
b3 -

7 PER 4 SHV 8 TEM 5

Sekil-11. izoelektrik noktalar1 bilinen, PER-1, TEM-1 ve SHV-2 gibi beta-laktamazlari
sentezleyen kontrol suslariyla, secilen bazi izolatlarmn (7, 4, 8, 5) IEO jeli goriintiisii
pl: Izoelektrik nokta
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4.8. GSBL-Pozitif ve/veya Imipenem ve Seftazidim Diskleri
Arasinda Sinerji Saptanan Non-Fermantatif Bakterilerde TEM

ve SHY Grubu Enzimlerin Varhg

Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi ve/veya imipenem ve seftazidim diskleri
arasinda sinerji goriilen 86 non-fermantatif bakteride TEM ve SHV enzimlerinin varligi
spesifik primerler kullanilarak PZT yontemi ile arastirildi. On doért susta (% 16.3) TEM
grubu enzim saptanirken, hicbirinde SHV grubu enzime rastlanmadi (Sekil-12). S6z

konusu 86 susun 58’1 (% 67.4) PER-1 iireten izolatlardi (Tablo-9).

bp
10314

500-

Sekil-12. Ozgiil primerlerle TEM grubu enzim geni saptanan bazi P. aeruginosa suslari
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Tablo-9. GSBL(+) ve/veya IPM-CAZ Arasi Sinerji Goriilen Non-fermantatif Suslarin
TEM, SHV ve PER Oranlar

GSBL (+) ve/veya IPM-CAZ Arasi Sinerji Goriilen Non-Fermantatif Suslar
(n=86)
PER-1 ve/veya TEM
blapgg.; blarey blasyy
saptanan sus sayisi
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
(%)
58 (%67.4) 14 ( %16.3) O(%0) 60 ( %69.8 )

Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi gézlenen, ancak blapgg.; saptanmayan, ii¢
P. aeruginosa ve dort A. baumannii susunda, TEM ve SHV grubu enzimlerin varligr 6zgiil
primerlerle PZT yontemiyle arastirildi. Ug P. aeruginosa susunda TEM veya SHV grubu
enzimler tespit edilmedi. Dort A. baumannii susunun sadece ikisinde TEM grubu enzim
saptanirken, SHV grubu enzime rastlanmadi. Antibiyogram plaklarinda IPM ve CAZ
diskleri arasinda sinerji olup, blapgr.; saptanmayan 20 P. aeruginosa ve bir A. baumannii
susunda da TEM ve SHV grubu enzimler PZT ile arastirildi. Bu gruptan hicbir susta TEM
veya SHV grubu enzim tespit edilmedi (Tablo-10).

Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi ve/veya imipenem ve seftazidim diskleri
arasinda sinerji gozlenen, ancak PZT yontemiyle PER-1, TEM veya SHV grubu enzim
saptanmayan 26 non-fermentatif bakterinin (23 P. aeruginosa ve ii¢ A. baumannii) bir
kisminda IEO yontemiyle beta-laktamazlar arastirildi. Bu suslarda TEM-1 (pl: 5.4) ve
SHV-2 (pl: 7.6) kontrolleri arasinda bant olusmasi, daha once aymi tiiriin iiyelerinde
saptanan GES (pI ggs.1: 5.8), IBC (pl c.1: 6.9) veya VEB (pl vgp.1: 7.4) gibi enzimlerin

varligim diistindiirdii.
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Tablo-10. GSBL(+) ve/veya IPM-CAZ Diskleri Arasinda Sinerji Goriltp, blapgg.;

Saptanmayan Non-fermantatif Suslarda TEM ve SHV Tiirevi Enzimlerin Oranlart

GSBL(+) ve/veya IPM-CAZ Arasi Sinerji Goriiliip blapgg.; (-) Olan Non-
fermantatif Suslar ( n=28 )

GSBL (+) Sus : 7 IPM-CAZ Sinerjili Sus : 21
P. aeruginosa A. baumannii P. aeruginosa A. baumannii
3) “) (20) (1

TEM SHV TEM SHV TEM SHV TEM SHV

2

Sonug¢ olarak; antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi ve/veya imipenem ve
seftazidim diskleri arasinda sinerji goriilen 86 non-fermantatif bakterinin % 53.5’inde (n =
46) tek bagina PER-1, % 2.3’linde (n = 2) tek basina TEM grubu beta-laktamaz, %
13.9’unda da (n = 12) PER-1 ve TEM grubu beta-laktamazlar bir arada saptandi. S6z
konusu 86 non-fermentatif susun 26’sinda ise PER-1, TEM veya SHV grubu beta-

laktamaz belirlenemedi.

4.9. PER-1 Enziminin Aktarilabilirligi

4.9.1. Konjugasyon Deneyleri

blapgg ; geninin aktarilabilirliginin incelenmesi amaciyla, streptomisine direngli ve
laktozu fermente etmeyen E. coli K 12 susunun (J 62-2) kullanildigi konjugasyon
deneyleri gerceklestirildi. Yedi susun diginda tiim verici suslarin, ampisilin (10ug/ml) +
streptomisin (1000pg/ml) ve seftazidim (2ug/ml) + streptomisin (1000pg/ml) iceren segici
plaklarda, streptomisin  konsantrasyonu 1500ug/ml’ye yiikseltilmesine  karsin,

transkonjugasyondan once iiredikleri gdzlendi. Yedi susla, sivi ve kat1 ortamda 35C° ve
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37C° sicakliklarinda yapilan konjugasyon deneyleri sonucunda, seftazidim direncini

aktaramadiklar1 saptandi.
4.9.2. Plazmit Izolasyonu

Her bir ERIC-PZT paterninden birer 6rnek secilip, bu suslarda “Nucleospin-Plasmid”
kiti, Birnboim yontemi (68), Kado-Liu yontemi (69) ve bu yontemin Danel ve arkadaslari
(50) tarafindan uygulanan bir modifikasyonunu kullanarak plazmit ekstraksiyonu yapildi.

Incelenen suslarda, yukarda sozii edilen yontemlerden higbiriyle plazmit saptanamadi.
4.9.3. Plazmitten Kurtarma Deneyleri

blapgg.; geninin plazmit iizerinde olup olmadiginmi ortaya koymak amaciyla, bu geni
tasidign PZT ile dogrulanmis, her bir ERIC-PZT paterninden segilen Ornek suslarda
plazmit DNA’dan “kurtarma” deneyi gerceklestirildi. Bu deneylerde, secilen suslar,
DNA’ya baglanarak, oncelikli olarak plazmit sentezini inhibe eden etidyum bromiir (EB)
ile, 0.06-1024 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda muamele edildi. En yiiksek EB
konsantrasyonunda iireyen suslarda, blapgg.;’e 6zgii primerlerle PZT uygulandi. incelenen
suslarin tiimiinde blapgg ;in varh@im siirdiirdiigii gozlendi. Ayrica, disk difiizyon

yontemiyle belirlenen seftazidim direnglerinde herhangi bir degisim saptanmadi.

4.10. PER-1 Enzimi Ureten Suslarda Simf-I integron Varhg ve
Epidemiyolojik Degeri

blapgg.; saptanan suslarda, sinif-1 integronlarin varligi ve epidemiyolojik degeri,
integronlarin 5° ve 3’ korunmus bdlgelerine 6zgii primerler kullanilarak PZT ile
arastirilldi. P. aeruginosa suglarinda, sayilan dort ile 10, biiyiikliikleri ise yaklasik 4000 bp
ile 100 bp arasinda degisen bantlar olustu (Sekil-13). A. baumannii suglarinda ise sayilar

alt1 ile sekiz, biiyiikliikleri yaklasik 2500bp ile 300 bp arasinda degisen bantlarin olustugu
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gozlendi (Sekil-14). Bu veri, incelenen suslarda say1 ve biiyiikliikleri farklilik gosteren

birden fazla sinif-1 integronun bulundugunu gosteriyordu.

M,(1| A, o O Op, 0 O O O O O,P, O, 1L, O O O O O Oy

T

Sekil-13. Baz1 P. aeruginosa suslariin integron-PCR paternleri
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Sekil-14. Bazi A. baumannii suslarinin integron-PCR paternleri

Bant paternleri, ERIC-PZT sonuglarinda da kullanilan kriterlerle degerlendirildiginde,
blapgg.; saptanan P. aeruginosa suslarinda 12 farkli integron paterninin (o, v, 0, 7, 0, P,

13 ”

g, Q, 0, p, ve A) olustugu gozlendi. “o” paternine sahip suslar, 19 (o) ve 16 (o) iiyelik iki

alt dala ayrilan en biiyiik gruptu. “B” paterni, kendi icinde alt dallara ayrilan ve bes iiyeli,
“0” i, “v”’ ve “Q” ise ikiser iiyeli gruplardi. Diger paternler (n, «, 1, € 0, p ve A) tek
iiyeyle temsil ediliyorlardi. A. baumannii izolatlarinda ise, 14 susta goriillen “K” ve 15
susta goriilen “M” paternlerinin yani sira, iki susta saptanan “S”, birer susta saptanan “N”
ve “L” integron paternleri belirlendi. 98-2000 doneminde izole edilen ve blapgg.; saptanan
P. aeruginosa ve A. baumannii suglarinin ERIC-PZT ve integron-PZT sonuglar1 Tablo-

11°de, 2001 suglarinin sonucglart Tablo-12’de, 2002 suslarinin sonuglart Tablo-13’de ve

2003 suglarinin sonuglar1 da Tablo-14 ve 15’°de bir arada sunulmustur.

“Y” ERIC-PZT paternine sahip blapgr ; (+) P. aeruginosa suglarinin % 71.4’tiinde “B”,
“X” ERIC-PZT paternli suslarin da % 79.5’inde “o” integron paterni saptandi. “Z” ERIC-
PZT paterni sergileyen iki P. aeruginosa susunda da”Q”, “W” ERIC-PZT paternli bir
susta ise “A” integron paterni gozlendi (Tablo-16). ERIC-PZT ile integron paterni
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uyumsuz olan ve tiim bilgilerine ulasabildigimiz bes P. aeruginosa susu vardi. Bu suglarin
izolasyon tarihleri ve izole edildikleri servisler gbz oniine alindiginda, iki susta ERIC-
PZT’nin, ii¢ susta da integron paterninin epidemiyolojik verilerle daha uyumlu oldugu
gozlendi. ERIC-PZT paterni “A” olan blapgg.; (+) A. baumannii suslarinin % 73.7’sinde
“K”, “B” ERIC-PZT paternlilerin de % 84.6’sinda “M” integron paterni belirlendi. “C”
ERIC-PZT paternine sahip tek A. baumannii izolatinda ise “L” integron paterni tespit
edildi (Tablo-17). ERIC-PZT ile integron paterni uyumsuz olan, kayitlarina
ulagabildigimiz altt A. baumannii susu, izolasyon tarihleri ve izole edildikleri servisler
dikkate alinarak degerlendirildiginde; bir tanesinde ERIC-PZT’nin, besinde de integron

paternlerinin epidemiyolojik verilerle daha uyumlu oldugu gézlendi.

Tablo-11. 98-2000 doneminde izole edilen blapgg.; (+) suslarin ERIC-PZT ve 1ntegr0n—

PZT paternleri
P. aeruginosa
SUSNO |[ERIC-PCR| INTEGRON- IZOLASYON iZOLE EDi_LDiGi
PCR TARIHI SERVIS
1-98 Y, Y 1998 DYB
9-99 Y, Bs 1999 AYB
20-99 Y, Bs 1999 AYB
4-98 Y, B, 1998 AYB
5-98 Y, B, 1998 GKDC
6-98 Y, Y 1998 GKDC
10-99 Y, B, 1999 DAH
16-99 Xc 0 1999 GKDC
23-99 Xc ) 1999 AYB
27-99 Xc a, 1999 P.CER.
29-99 X,a a, 1999 AYB
30-99 Xia a; 1999 G.CER.
5-00 Xia 0 2000 G.CER.
16-00 X, n 2000 G.CER.
A. baumannii.
11-99 A K 1999 NRS
12-99 A K 1999 ORT
14-99 A K 1999 P.CER.
24-99 A K 1999 DERM
1-00 A K 2000 G.CER.
2-00 A M 2000 DYB
9-00 A K 2000 AYB
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Tablo-12. 2001 yilinda izole edilen blapgg.; (+) suslarin ERIC-PZT ve integron—PZT

paternleri
P. aeruginosa
SUSNO| ERIC- | INTEGRON- iZOLAsY_ON iZOLE EDILDiGi SERVIS
PCR PCR TARIHI

3-01 XA a, 01/02 GOG
9-01 XA a, 26/01 AYB
20-01 XA o, 28/02 DYB
47-01 X,a o, 15/06 NOR
57-01 XA o, 13/06 NRS
58-01 XA o, 11/06 AYB
17-01 Xip o, 23/07 AYB
18-01 Xip o, 03/09 AYB
19-01 Xip a, 19/02 NRS
14-01 Xic a, 28/05 AYB
56-01 Xic o, 11/06 AYB
60-01 Xic a, 18/06 AYB
61-01 Xic o, 21/06 AYB

IA. baumannii
7-01 A K 02/09 DYB
21-01 A K 23/08 AYB
23-01 A K 06/08 AYB
28-01 A M 31/01 GOG
31-01 A K 29/03 AYB
36-01 A K 08/02 DYB
37-01 A K 19/06 DAH
43-01 A K 28/05 G.CER.

Tablo-13. 2002 yilinda izole edilen blapgr; (+) suslarin ERIC-PZT ve Integron-PZT

paternleri
P. aeruginosa
SUS [ ERIC- | INTEGRON- [ IZOLASYON | iZOLE EDILDIGI SERVIS
NO | PCR PCR TARIHi
33-02 | Xia al 23/10 NRS
42-02 | X1A al 20/07 PED.CER.
14-02 | X1B al 09/04 AYB
4-02 | Xjc al 30/09 NRS
7-02 | XiC € 12/04 AYB
8-02 | Z Q 22/06 P.CER.
43-2 | 7 Q 16/07 P.CER
A. baumannii
2-02 | A K 15/10 AYB
17-02 | A N 15/04 DYB
35-02 | A M 28/05 DYB

65



Tablo-14. 2003 yilinda izole edilen blapgg; (+) P. aeruginosa suslarin ERIC-PZT ve

Integron-PZT paternleri

SUS NO | ERIC- [INTEGRON- iZOLAsY_ON IZOLE EDiLDi(‘;i
PCR PCR TARIHI SERVIiS
5-03 Xia Q 19/03 DAH
9-03 X Q, 18/03 DAH
16-03 XA a, 03/06 DAH
20-03 XA a, 08/07 DAH
22-03 Xia a, 09/06 GOG
24-03 XA a, 15/05 AYB
25-03 Xia a, 14/04 DAH
31-03 XA a, 21/07 GOZ
36-03 XA a, 06/07 NRS
48-03 XA a 01/09 AYB
50-03 Xia a 15/09 AYB
71-03 XA p 04/08 AYB
79-03 XA a 05/11 NRS
103-03 | X, 0 25/12 AYB
80-03 Xip a, 24/10 GOG
38-03 X, I 24/06 DAH
17-03 X, Q 21/05 GOG
12-03 X, n 12/05 AYB
8-03 X, a 20/03 ORT
7-03 W A 25/02 P.CER
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Tablo-15. 2003 yilinda izole edilen blapgg.; (+) A. baumannii suslarin ERIC-PZT ve

Integron-PZT paternleri

SUS NO | ERIC- [INTEGRON-| IZOLASYON [iZOLE EDiLDi(‘;i
PCR PCR TARIiHi SERVIS
4-03 B S 07/03 P.CER.
27-03 B M 29/07 AYB
28-03 B S 28/07 AYB
42-03 B M 14/08 AYB
43-03 B M 18/08 P.CER
46-03 B M 12/08 DAH
47-03 B M 03/09 DYB
49-03 B M 01/09 AYB
51-03 B M 16/09 AYB
53-03 B M 03/09 NRS
54-03 B M 01/09 AYB
59-03 B M 13/10 AYB
99-03 B M 22/12 AYB
100-03 A M 22/12 AYB
108-03 C L 30/12 JIN

Tablo-16. blapgg.; (+) P. aeruginosa suslarinda saptanan ERIC-PZT ve integron paternleri

ERIC-PZT Paterni (sus sayisi)
Y (7) X (44) Z2)| W)
Integron
Paterni @(35),0 (3), p (1), 0 (1),
(sus T Eer é(a)), n ((1>), : <(1)), n <(1)) R
sayist)
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Tablo-17 blapggr.; (+) A. baumannii suslarinda saptanan ERIC-PZT ve integron paternleri

ERIC-PZT Paterni (sus sayisi)

A (19)

B (13)

C ()

Integron
Paterni

(sus sayis1)

K (14), M (4), N (1)

M (11), S (2)

L (1)

4.11. blapgg.; Geninin Simf-1 Integronlarla Tliskisi

blapgg.; geninin integron kokenli olup olmadigini ortaya koymak icin, bu geni tasidig

PZT ile dogrulanmis, her ERIC-PZT paterninden secilen ornek suslarda, sinif-1

integronlarin 5° korunmus bolgesinde yer alan ve aft/ rekombinasyon bolgesine 6zgii 5°-

CS primeri ile blapgg.; genine 6zgii PER-1B primeri kombine edilerek PZT uygulandi:

Incelenen A. baumannii suslarinda herhangi bir iiriin olusmazken, iic P. aeruginosa

susunda yaklasik 2300 bp’lik bir iiriin olustu (Sekil-15). Bu iiriinlerin blapgg.; genine ait

dizileri icerip-icermedigini anlamak iizere, 2300 bp’lik iiriin kalip olarak kullanilarak

PER1A ve PER-1B primerleriyle PZT gerceklestirildi. Bir susta blapgg.; igin tipik

yaklagik 900 bp’lik iirliniin, diger ikisinde de yaklagik 1000 bp’lik iiriinlerin olustugu

gozlendi (Sekil-16) Elde edilen PZT diiriinlerine ait dizi analizi verilerinin “blastn”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) programinda incelenmesi sonucu, yaklasik 900

bp’lik diriiniin blapgg.; genine ait oldugu saptandi.
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2313000 4
2322 bp B e ww =

Sekil-15. Simif-1 integronlarin korunmus bolgesi ve blaPER-I’e 0zgii primerlerin

kombine edilmesiyle ii¢ P. aeruginosa susunda elde edilen PZT iirtinleri

1031 bp- |

L

500 bp- '

Sekil-16. 2300 bp’lik iiriinlerin kalip olarak kullanildig1 standart PER-PZT sonuglar
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5. TARTISMA

TEM veya SHV grubu bir GSBL olmayan PER-1 enzimi, ilk kez 1991 yilinda
Fransa’da bir Tiirk hastanin idrar 6rneginden izole edilen P. aeruginosa susunda
saptanmistir (21). 1991-1993 yillar1 arasinda Ankara’da seftazidim direngli 14 P.
aeruginosa susunda da PER-1 enzimine rastlanmig, ardindan iilke c¢apinda
gerceklestirilen ¢ok merkezli bir calismada s6z konusu enzimin P. aeruginosa ve
Acinetobacter spp. izolatlarinda yaygin olarak bulundugu anlasilmistir (47, 50). PER-1
enziminin sadece Tiirkiye ile iligkili olabilecegi diisiiniiliirken, 2000 yilindan itibaren
Avrupa’daki bir¢ok merkezden ve Kore’den PER-1 sentezleyen suslar bildirilmistir (46,
54, 73). Oksiimino sefalosporinlere karsi etkinliginin yiiksek olmasi ve cesitli patojen
bakteriler arasinda yayilma yetenegi, PER-1’in klinik 6nemini arttiran 6zellikler olarak
ortaya ¢ikmaktadir (21). blapgg.; giiniimiize kadar, P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
basta olmak iizere Alcaligenes faecalis ve birgok Enterobacteriaceae iiyesinde
saptanmistir (47, 49, 56, 57). PER-1 iireten P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
suslarinin, hastalardaki agir klinik tabloyla iligkili olduklar1 da gosterilmistir (74).

Hastanemizde izole edilen seftazidime direngli ¢esitli Gram-negatif bakteriler arasinda
PER-1 enziminin molekiiler-epidemiyolojik o6zelliklerini arastirmayi hedefledigimiz
calismamizda, antibiyogram plaklarinda seftazidim direncinin yan1 sira piperasilin
(PRL), aztreonam (ATM), sefotaksim (CTX), imipenem (IPM), sefepim (FEP)
antibiyotiklerine diren¢ ve GSBL iiretimi gibi 6zellikler de incelenmistir. Genel olarak,
seftazidim direngli P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. suslarmin diger B-laktam
antibiyotiklere de biiyiik oranda direngli oldugu, incelenen ajanlar i¢inde en etkilisinin
imipenem oldugu belirlenmistir. Calisma kapsamindaki yillar icinde, diren¢ oranlarinda
kiiciik dalgalanmalar olmasina karsin -laktam antibiyotiklere yiiksek direncin devam
ettigi gozlenmistir. P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. disinda, E.coli ve K.
pneumoniae suglarinda da PRL, CTX ve ATM’ye yiiksek diren¢ oranlar1 saptanirken, S.
maltophilia suslar1 disinda IPM direncine rastlanmamistir. Ozellikle E.coli ve K.
pneumoniae suglarinda gozlenen FEP diren¢ oranlarimin yillar i¢inde artan bir ivme
gosterdigi belirlenmistir. Ancak, calisma kapsaminda toplanan K. pneumoniae ve E. coli

suglarimin tigiinci kusak sefalosporinlere direngli olmalarinin isaret ettigi gibi,
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cogunlukla GSBL-pozitif olmalar1 nedeniyle FEP’e — antibiyogram sonucundan
bagimsiz olarak — direncli kabul edilmeleri gerekmektedir. Bunun yanmi sira, FEP’in
klinik kullamiminin artmasinin sonucu olarak, bu antibiyotigi daha etkin bigimde
parcalayan beta-laktamazlarin E. coli ve K. pneumoniae izolatlar1 arasinda yayginlastigi

da diisiiniilebilir.

Ulkemizde hastane kokenli Gram negatif bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere
duyarhliklarimin incelendigi, c¢ok merkezli iki calisma bulunmaktadir (9). Bu
calismalardan biri olan Mystic-2003 sonuglarmma gore, P. aeruginosa suslarinda
seftazidim diren¢ oran1 % 40.5, A. baumannii suslarinda ise % 89.3 olarak bulunmustur.
Alt1 farkli merkezin katildigr Hitit-2004 calismasinda ise, P. aeruginosa ve A.
baumannii suglarindaki seftazidim diren¢ oranlar1 sirasiyla; % 25 ve % 83 olarak
saptanmustir. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde, sozii edilen tiirlerdeki seftazidim
diren¢ oranlarinin, ¢ok merkezli calismalarda belirtilen degerlerin altinda oldugu
gozlenmektedir. 2002, 2003 ve 2004 yillarinda tiniversitemiz hastanesinde izole edilen
P. aeruginosa suslarinin seftazidim direng oranlarn, sirasiyla; % 21.3, % 23.7 ve %
16.2°dir. 2002, 2003 ve 2004 yillarinda iiniversitemiz hastanesinde izole edilen
Acinetobacter tiirlerinin seftazidim diren¢ oranlan ise, sirasiyla; % 56.4, % 60.3 ve %

75.5 olarak saptanmistir.

Tiirkiye genelinde PER-1 enzim prevalansim ortaya koymayir hedefleyen bir
calismada, farkli bolgelerdeki yedi tiniversite hastanesinin yogun bakim iinitelerinden
izole edilen seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinda IPM, FEP ve ATM
antibiyotiklerine diren¢ oranlari sirasiyla; % 60.9, % 91.3 ve % 98.9 olarak bulunmustur
(75). Bu degerler, bizim ¢alismamizda elde ettigimiz degerlerden daha diisiik olmakla
birlikte, Tiirkiye’de seftazidim direngli P. aeruginosa’larin  diger [-laktam
antibiyotiklere de onemli oranda direncli oldugunu gostermektedir. Ayrica sozkonusu
suglarin siprofloksasin, gentamisin ve amikasin gibi antibiyotiklere de direngli oldugu
belirtilmektedir. Ayn1 ¢calisma kapsaminda toplanmis Acinetobacter spp. suslariin IPM,
FEP ve ATM’ye direng oranlan sirastyla; % 26.2, % 73.8 ve % 100 olarak saptanmuis,
siprofloksasin, gentamisin ve amikasin gibi antibiyotiklere de yiiksek diren¢ oranlar

bildirilmistir. Bu rakamlar, seftazidim direncli Acinetobacter spp. suslarinin da diger -

71



laktam ajanlar ve farkli grup antibiyotiklere biiyiik oranda direngli oldugunu ortaya
koymaktadir. Calismamizda incelenen A. baumannii suslarinin IPM ve FEP direng
oranlar1 bu degerlerden yiiksek olup, benzer bir durumun hastanemiz icin de gegerli
oldugunu gostermektedir. Istanbul Tip Fakiiltesi hastanesinin yogun bakim iinitesinden
izole edilen seftazidim direngli P. aeruginosa suslarinda bildirilen IPM (% 98), ATM
(% 92), FEP (% 96) ve PRL (% 41) diren¢ oranlarindan &zellikle IPM direncinin
yiiksekligi dikkat ¢ekmektedir (59). S6z konusu calismada elde edilen PRL direng orani,

bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz orana gore (% 95.7) oldukca diisiiktiir.

Calismamizda, PZT yontemi ile blapgg.; geni tasidigi saptanan suslardan higbirinde
seftazidim MIK degerinin 256 ug/ml’nin altinda olmamasi, PER-1 enziminin
seftazidime kars1 yiiksek etkinligini ortaya koymaktadir. PZT ile blapgg.; saptanan ve
saptanmayan P. aeruginosa ve A. baumannii suglarrmizin cesitli p-laktam
antibiyotiklere kars1 disk difiizyon yontemiyle belirlenen direng oranlan
karsilastirildiginda, IPM direnci hari¢, arada énemli bir farkin olmadigi, saptanmustir.
Vahaboglu ve arkadaglarmin 1996 yilinda gerceklestirdikleri ve Tiirkiye’nin farkli
bolgelerindeki hastanelerde PER-1 prevalansimi arastirdiklar ¢ok merkezli ¢alismada,
PER-1 iireten suslarin c¢ogunlukla imipenem ve meropeneme duyarli olduklar
belirtilmektedir (47). italya’da bir yogun bakim iinitesinde salgina neden olan blapgg.;
(+) P. aeruginosa suslarna bagh olarak gelisen infeksiyonlarin da IPM ile tedaviye
olumlu yanit verdikleri bildirilmistir (46). Tiirkiye’de son yillarda gergeklestirilen bir
diger ¢ok merkezli ¢calismada, {igiincii kusak sefalosporin, karbapenem, aminoglikozit
ve kinolon grubu antibiyotikler kullanilarak belirlenen ¢oklu antibiyotik diren¢ fenotipi
acisindan blapgg.; (-) ve blapgg.; (+) suslar arasinda 6énemli bir fark olmadigi sonucuna
varilmigtir (75). Buna karsin, PER-1 iireten suslarin, iretmeyenlere oranla daha direncli
olduklarin1 gosteren calismalar da vardir. Ornegin; bir italyan hastanesinde salgina yol
acan blapgg.; (+) P. aeruginosa suslarinin piperasilin, genis spektrumlu ve dordiincii
kusak sefalosporinler ve monobaktamlarin yani sira aminoglikozit ve florokinolonlara
direncli oldugu saptanmis, ancak non-epidemik blapgg.; (-) izolatlarin genelde genis
spektrumlu sefalosporinlere duyarli olduklari ve antibiyogramlarinda GSBL paterni
gostermedikleri bildirilmistir (46). Kore’de gerceklestirilen bir arastirmada da, PER-1

enzimi iireten Acinetobacter spp. suslarinin CAZ’1n yam sira FEP, CTX ve ATM’ye

72



direncli olduklan, fakat PER-1 iiretmeyen suslarda, sayilan bu antibiyotiklere ve

ampisilin-sulbaktama diren¢ oranlarinin daha diisiik oldugu gozlenmistir (54).

Calismamiza alinan suslarda, CAZ, CTX, ATM ve FEP diskleri ile amoksisilin-
klavulanik asit (AMC) diski 20 mm arayla yerlestirilerek GSBL varligi taranmis, zon
caplarinin sinerji goriilemeyecek kadar dar olmasi durumunda aradaki mesafe 15 mm
olacak sekilde test tekrarlanmistir. Bu sekilde, PZT yontemiyle blapgg; geni saptanan
54 P. aeruginosa susundan 45’inde (% 83.3) ve 33 A. baumannii susundan sadece
dokuzunda (% 27.3) GSBL varlig1 belirlenebilmistir. Istanbul Tip Fakiiltesi hastanesinin
yogun bakim iinitesinden izole edilen CAZ direncli P. aeruginosa suslarinda, “British
Society for Antimicrobial Chemotherapy” Onerileri dogrultusunda, CAZ, ATM ve
tikarsilin-klavulanik asit (75 pg + 10 pg) diskleri kullanilarak ve aradaki mesafe 25-30
mm olacak sekilde gerceklestirilen ¢ift disk sinerji testiyle, 42 blapgg.; (+) izolattan
18’inde (% 42.9) GSBL varlig1 saptanabilmistir (59). Kore’de gerceklestirilen bir diger
calismada da, PZT yontemiyle blapgg; varligi tespit edilen 53 Acinetobacter spp.
susundan 17’si, ¢ift disk sinerji teknigiyle GSBL-(+) olarak degerlendirilmistir (54).
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar da, PER-1 iireten P. aeruginosa ve Acinetobacter
spp suslariin saptanmasinda cift disk sinerji yonteminin giivenilir olmadig1 yoniindeki

bulgular1 desteklemektedir.

Bazi yayinlarda blapgg.; vel/veya blaggs enzimlerini iireten P. aeruginosa suglarinin
antibiyogramlarinda IPM ve CAZ diskleri arasinda sinerji goriilebilecegi
belirtildiginden, calismaya alinan suslar bu acidan da degerlendirilmistir (21, 58). PZT
yontemiyle blapgg.; geni saptanan 54 P. aeruginosa susundan sadece 10’unda (% 18.5)
IPM ile CAZ diskleri arasinda sinerji saptanirken, 33 blapgr; (+) A. baumannii
susundan hicbirinde sozii edilen sinerjiye rastlanmamustir. Ozellikle P. aerugnosa
suslarinda, dis membran ge¢irgenliginde azalma ve aktif pompa sistemleri gibi
mekanizmalarin imipenem direncinde rol oynamasi ve imipenemin kromozomal Amp-C
enzimlerini indiiklemesi, IPM ve CAZ diskleri arasinda sinerji olusumunu engelleyen
faktorler olabilir. Imipenemin kromozomal sefalosporinazlari indiikleyici etkisini
ortadan kaldirmak i¢in, sinerji testinin oksasilin i¢eren plaklarda yapilmasi onerilse de,

rutin uygulama icin pratik degildir (58). Bu acidan, PER-1 sentezleyen P. aeruginosa ve
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A. baumannii izolatlarinin antibiyogramlarinda her zaman IPM ve CAZ diskleri

arasinda sinerji goriilemeyecegi dikkate alinmalidir.

blapgg.; genine 6zgii primerler kullamlarak yapilan PZT sonucu hastanemizde izole
edilen seftazidim direngli P. aeruginosa suslarmin % 46.2°sinin ve A. baumannii
suglarinin % 35.9’unun bu geni tasidig saptanmistir. 1996 yilinda gerceklestirilen ve
Tiirkiye’de yedi farkli sehirdeki sekiz iiniversite hastanesinden izole edilen suslarda
PER-1 prevalansinin arastirildigi bir calismada, P. aeruginosa suslarimin % 11’inin ve
Acinetocbater spp.’lerin de % 46’sinin PER-1 enzimi iirettigi saptanmistir (47). Ancak
sadece seftazidim direncli suslar dikkate alindiginda bu oranlar P. aeruginosa suslarinda
% 38.5’e, Acinetobacter spp. suslarinda ise % 60’a cikmaktadir. 2005 Yilinda
yaymmlanan, Tiirkiye’deki yedi iiniversite hastanesinin yogun bakim iinitelerinden elde
edilen seftazidim direngli suslardaki PER-1 enzim prevalansinin incelendigi daha
giincel bir ¢ok merkezli calismada, blapgr.;(+) P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
oranlan sirasiyla % 55.4 ve % 31 olarak bulunmustur (75). 1996’daki ¢alismaya gore
blapgg.; geni saptanan Acinetobacter spp. suslarinin oraninda anlamli bir diisiis
goriilmekle birlikte (p<0.05), P. aeruginosa suslarina ait oranlar arasinda anlamli bir
fark bulunmamaktadir. Bu iki ¢ok merkezli ¢alismada blapgg.; geninin saptanmasinda
farkli molekiiler tekniklerin kullamilmasi ve ikinci ¢alismada sadece yogun bakim
kaynakli suglarin secilmesi gibi noktalar, sonuglar degerlendirilirken g6z Oniinde
tutulmalidir. Ayrica, ¢aligmalara katilan merkezlere ait PER-1 iiretim oranlar1 ve her iki
calismada da ayn1 merkezlerin yer alip almadigi konusunda bir bilgi bulunmamaktadir.
Istanbul Universitesinde gergeklestirilen bir calismada, yogun bakim iinitesinden izole
edilen seftazidim direngli P. aeruginosa suslarinin % 86’sinda (42/49) blapgr.; geni
tespit edilmistir (59). Bu oran, giiniimiize kadar seftazidim direncli P. aeruginosa
izolatlarinda saptanmis en yiiksek PER-1 iiretim oranidir. incelenen sus sayisimin kisitlh
olusu, blapgr ;(+) suslarin % 60’1in iki farkli klonun {iyesi olusu ve sadece yogun
bakim kaynakli izolatlarin incelenmesi gibi nedenlerin bu yiiksek oranin elde
edilmesine yol actifi diisiiniilebilir. Bizim calismamizda saptanan PER-1 {iretim
oranlari, sozii edilen ¢ok merkezli caligmalardaki oranlardan ¢ok farkli olmayip,
hastanemizde, Tiirkiye genelinde oldugu gibi, blapgg.; geninin ozellikle P. aeruginosa

ve Acinetobacter spp. suslarinda yaygin olarak bulundugunu ortaya koymaktadir.
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Calismamiza dahil edilen suslarin izole edildikleri donemler olan 98-2000, 2001, 2002
ve 2003 yillarindaki PER-1 iiretim oranlan sirasiyla; % 32.3, % 33.9, % 14.9 ve % 37.9
olarak belirlenmistir. 2002 yilindaki azalma disinda, PER-1 iireten mikroorganizmalarin
oraninda 6nemli bir degisiklik olmadigi gozlenmektedir. 2002 yilindaki oranin diisiik
olusu, antibiyotik kullamim politikalarindaki bir degisikligin veya hastane infeksiyonu

kontrol onlemlerinin bir sonucu olabilir.

Calismamizda, P. aeruginosa ve A. baumannii suglart disinda, bir idrar 6rneginden
soyutlanan, genis spektrumlu sefalosporinlere ve monobaktamlara direngli bir
Alcaligenes faecalis izoltinda da blapgg_; geni saptanmistir. 2000 Yilinda, italya’da izole
edilen bir A. faecalis susunun da PER-1 iirettigi bildirilmis, daha sonra yapilan
incelemelerde ilgili genin 44 kb’lik non-konjugatif bir plazmit iizerinde bulundugu ve
Tn3 ailesinden transpozon benzeri bir yapiyla iliskili oldugu anlasilmistir (49, 76).
Calismamizda blapgg.; saptanan A. faecalis susuyla yapilan konjugasyon deneyleri
olumsuz sonug¢ vermistir. PER-1 enziminin, A. faecalis gibi klinik 6rneklerden nadiren
izole edilen ve normal insan mikrobiotasinin bir iiyesi de olabilen mikroorganizmalarda
saptanmasi, diger firsatci patojenlerde de ortaya c¢ikma olasiligini giindeme
getirmektedir. Bu veriler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda artik daha genis bir

yelpazede PER-1 iireten bakterilere rastlanabilecegini gostermektedir.

Tiirkiye disinda Fransa, italya, Belcika ve Kore gibi iilkelerden de PER-1 iireten P.
aeruginosa, Acinetobacter spp., Proteus mirabilis ve Alcaligenes faecalis suslar
bildirilmistir (46, 49, 54, 56, 73, 77). Ancak bu iilkelerde PER-1 enziminin genel
prevalansinm ortaya koyan cok merkezli ¢aligmalara rastlamak giigtiir. 2001-2002 yillart
arasinda orta Fransa’da dokuz hastanenin katilmiyla gerceklestirilen calisma
kapsaminda toplanan 5304 seftazidim direncli P. aeruginosa izolatindan 37’sinde (%
0.7) blapgg.; varhig tespit edilmistir (78). Molekiiler tiplendirme ¢alismalar1 sonucu,
cesitli merkezlerde salginlara neden olmus bu suslardan ¢ogunun ayni ya da benzer
genotipik profile sahip olduklar1 ortaya cikmustir. 1995-2000 yillar1 arasinda Kuzey
Italya’daki alti hastanede izole edilen, genis spektrumlu sefalosporinlere ve
monobaktamlara direncli, ¢ift disk sinerji testiyle GSBL-pozitfligi saptanmis ve

nozokomiyal salgin etkeni 44 P. aeruginosa susundan 20 tanesinin PER-1 iirettigi
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belirlenmistir (51). Giiney Kore’de bir hastanede, 61 seftazidim direngli Acinetobacter
spp. susundan 53’tinde (% 86.9) blapgg.; varlhigr saptanirken, 101 P. aeruginosa
susundan higbirinde sozii edilen gene rastlanmamistir (54). PER-1 varli§i saptanan
ilkelerde sorunun gercek boyutlarin1 anlamaya yonelik daha kapsamli caligmalara
ihtiya¢ vardir. Ayrica bu enzimin en sik rastlandigr iilke konumundaki Tiirkiye’nin

komsularinda PER-1’in goriilme siklig1 hakkinda hi¢bir bilgi olmamasi dikkat cekicidir.

Hastanemizde blapggr.; varligi saptanan P. aeruginosa suslarinin biiyiik ¢ogunlugunun
ERIC-PZT yontemiyle, baslica iki klonun iiyesi olduklar1 anlagilmistir. X (n:44) ve Y
(n:7) adl iki ana klonun yani sira birkac¢ susun yer aldigi Z (n:2) ve W (n:1) klonlar1 da
gozlenmistir. blapgg.; (+) A. baumannii suslarinin da ayn1 yontemle, tek bantlik farklilik
gosteren A (n:19) ve B (n:13) klonlarina ayrildiklar1 saptanmistir. Sadece bir A.
baumannii susunun digerlerinden farkli bir patern (C) sergiledigi belirlenmistir. Bu
veriler, hastanemizde PER-1 enzim prevalansimin yiiksek olusundan biiyiik olgiide,
klonal yayilim gosteren P. aeruginosa ve A. baumannii suslarimin sorumlu oldugunu
ortaya koymaktadir. Istanbul Universitesi Hastanesinde, blapgg.;(+) 42 P. aeruginosa
susunun klonal yakinliginin ERIC-PZT ile arastirildign bir ¢alismada 16 farkli bant
paterni saptanmistir (59). Bu suslardan 25’inin (% 60) iki farkli paternin iiyesi oldugu
anlasilmis ve hastalar arasinda klonal olarak iligkili suslarin yayildigi sonucuna
varilmigtir. Bir baska calismada ise, Tiirkiye’de farkli bolgelerdeki yedi hastaneden
birer blapgg.;(+) P. aeruginosa ve A. baumannii susu rastgele sec¢ilmis ve ERIC-PZT ile
klonal yakinliklarinin incelenmesi sonucu blapgg.;’in multi-klonal bir yayilim gosterdigi
belirlenmistir (75). 1997°de Tiirkiye’de gerceklestirilen ¢ok merkezli bir diger
calismada ise, PER-1 iireten P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. suslarinin klonal
yakinhig1 “ribozomal DNA fingerprinting” ile degerlendirilmistir (47). Acinetobacter
spp. izolatlarinda birbirinden farkli iki, P. aeruginosa izolatlarinda ise ii¢ patern
saptanmis, farkli hastanelerde ayni paterne sahip suslar oldugu saptanmistir. Ancak bu
caligmada hastalarin merkezler arasinda transferinin s6z konusu olup olmadigi
aragtirllmamigtir.  Yurt disinda yapilan calismalarda PER-1 iireten suslarin
tiplendirilmesinde ERIC-PZT’nin yam sira “Pulsed Field Gel Electrophoresis”’-PFGE
tekniginin de kullamldig1 gozlenmektedir. italya’da farkli merkezlerde salginlara neden

olan blapgg.;(+) dokuz P. aeruginosa susunun genetik yakinligt PFGE yontemiyle
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incelenmistir (51). Dokuz sustan ikisi ayn1 paterne sahipken digerlerinin farkli klonlara
ait olduklar1 anlasilmis ve genellikle farkli salginlarin farkli klonlarca olusturuldugu
sonucuna varilmistir. Kore’de PER-1 iireten Acinetobacter spp. suslarinin klonal
yakinliklart yine aym teknikle arastirilmis, 6zellikle yogun bakim iinitelerinden izole
edilen suslarin klonal bir yayilm gosterdigi saptanmustir (54). Italya’da bir hastanenin
yogun bakim {iinitesinde salgina yol acmis blapgg ;(+) P. aeruginosa suslarinin PFGE
yontemiyle klonal kaynakli oldugu ve daha 6nce aymi hastanede sporadik olarak izole
edilen blapgr ;(+) P. aeruginosa’larla benzerlik gostermedikleri belirlenmistir (46).
Ancak epidemik suslarda ERIC-PZT yontemiyle iki farkli bant paterni olustugu
gbzlenmis, bunlardan birinin daha ¢ok salginin baslangic doneminde izole edilen
suglarda, digerinin ise salginin sona ermesine yakin izole edilen suslarda ortaya ¢iktigi
saptanmistir. Bu veriler, ERIC-PZT yontemiyle daha ayrintili bir tipleme
yapilabildigine isaret etmektedir. Hastanemizde izole edilen blapgg (+) P. aeruginosa
suglarinda saptanan iki ana paternden biri (Y) sadece 98-2000 doneminde goriilmekte
sonraki yillarda agirlikli olarak diger ana paterne (X) ve alt tiplerine dahil suslarin
hakimiyeti gézlenmektedir. PER-1 iireten A. baumannii suslarinda da 2003 yilina kadar
sadece “A” paternine rastlanirken, 2003 yilinda izole edilen suglarin biiyiik
cogunlugunu A’dan bir banthk farklilik gosteren “B” paternine sahip suslar

olusturmaktadir.

PER-1 enzimiyle % 86 oraninda benzerlik gosteren PER-2, giiniimiize kadar sadece
Gliney Amerika iilkelerinde izole edilen ve biiyiilk cogunlugunu Enterobacteriaceae
liyelerinin olusturdugu suslarda saptanmistir (23, 79, 80). italya’da gergeklestirilen bir
calismada, blapgr; geninin Stu-I enzimiyle, blapgr,nin de Pvu-II ile kesilememesi
ilkesinden yararlanilarak, bu iki enzimin restriksiyon analiziyle ayirt edilebilecegi
gosterilmistir (46). Hastanemizde izole edilen P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin
farkli ERIC-PZT paternlerine sahip temsilcilerine ait blapgg.;-PZT iiriinleriyle, sz
konusu enzimler kullamlarak restriksiyon analizi yapilmistir. Incelenen tiim PZT
riinlerinin Pvu-II ile dort pargaya boliinmesi, Stu-I enzimiyle ise hicbir degisime
ugramamasi, iiriinlerin blapgg.;’e ait oldugunu gostermis, PZT iiriinlerinde, daha sonra

gerceklestirilen DNA dizi analizinin sonuglart da restriksiyon analizi sonuclarimi
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dogrulamistir. PER-1 / PER-2 ayrniminin restriksiyon analiziyle yapilmasinin, DNA dizi

analizine gore daha ucuz ve pratik olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

PZT yontemiyle elde edilen sonuglar1 dogrulamak ve hastanemizdeki suslarda farkli
bir PER tiirevinin olup olmadigim ortaya ¢ikarmak amaciyla, farkli ERIC-PZT
paternlerine sahip P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin PER-PZT iiriinlerinde ¢ift
yonlii olarak DNA dizi analizi uygulanmistir. Elde edilen niikleotid dizilerinin “Blastn”
programiyla incelenmesi sonucu, ilk saptanan blapgr; dizisiyle ve daha sonra veri
bankasina girilmis blapgg.; dizileriyle %99-100 oraninda benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir (45, 51, 52). Niikleotid dizilerinin karsilik geldigi proteinlerin de PER-1
enzimiyle % 99-100 uyumlu oldugu ve aktif bolgelerinde bir degisiklik olmadigi
gozlenmistir. Calismamizda blapgg; saptanan tek A. faecalis susuna ait PER-PZT
tiriiniiniin de, hem aymi tiirde hem de diger tiirlerde saptanan PER-1 enzimi dizileriyle
tamamen ayni oldugu goriilmiistiir (49). PER-1 enziminin yapisinin, cografi olarak
farkli bolgelerde izole edilmis, gerek aym tiiriin bireyleri gerekse farkl tiirler arasinda

degisiklik gostermedigi anlasilmaktadir.

Calismamizda, blapgg.; saptanan P. aeruginosa ve A. baumannii suglariin, farklh
ERIC-PZT paternlerini temsil eden iiyelerinde IEO teknigi ile de PER-1 varlig
arastirilmustir. Incelenen tiim suslarda, TEM-1 kontrol (pl: 5.4) bandimin biraz altinda,
PER-1 kontroliiyle (pI: 5.3) ayn1 hizada bant olustugu gozlenmistir. Baz1 P. aeruginosa
ve A. baumannii suglarinda, PER-1 enzimine ait bandin yani sira, SHV-2 enzim
kontroliine (pl: 7.6) yakin ve/veya biraz iistiinde bantlar olustugu saptanmistir. Bu
suslarda, SHV enzim grubuna 6zgii primerlerle yapilan PZT sonucu herhangi bir {iriin
olusmamasi, sdz konusu bantlarin Amp-C tipi veya OXA grubu enzimlere ait
olabilecegini diisiindiirmiistiir (50, 81). IEO teknigi ile bir izolatin icerdigi tiim beta-
laktamazlar1 aym1 anda saptamak teorik olarak miimkiinse de, PER-1 ve TEM-1 gibi
izoelektrik noktalar1 birbirine yakin olan enzimlerin ayirt edilmesinde zorluk
yasanabilmektedir. Bu agidan IEO’nun beta-laktamaz tamimlanmasinda tek basina

kullanilmamas tavsiye edilmektedir (58).

78



Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi ve/veya imipenem ve seftazidim diskleri
arasinda sinerji goriillen 86 P. aeruginosa ve A. baumannii susunda PZT yontemi ile
TEM ve SHV grubu enzimlerin arastirilmast sonucu; 14 susta (% 16.3) TEM grubu
enzim saptanirken, higbirinde SHV grubu enzime rastlanmamistir. Bu 14 susun
12°sinde (sekiz A. baumannii ve dort P. aeruginosa) ayni zamanda PER-1 enzimi de
belirlenmistir. P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda daha 6nce de TEM grubu
enzimler saptanmis olsa da, PER-1 iireten P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda
ayn1 zamanda TEM-tiirevi enzimlerin de bulunmasi, bilinen kadariyla, bu iki tiir i¢in

yeni bir durum olusturmaktadir (58, 81, 82, 83).

Antibiyogram plaklarinda GSBL pozitifligi ve/veya imipenem ve seftazidim diskleri
arasinda sinerji gozlenen, ancak PZT yontemiyle PER-1, TEM veya SHV grubu enzim
saptanmayan, 26 non-fermentatif bakterinin (23 P. aeruginosa ve ii¢ A. baumannii) bir
kisminda IEO yontemiyle beta-laktamazlar arastirilmistir. P. aeruginosa suslarindan
ikisinde TEM kontroliine daha yakin olmak iizere, TEM-1 (pl: 5.4) ve SHV-2 (pl: 7.6)
kontrolleri arasinda bant olugmasi, daha ©nce ayni tiiriin iiyelerinde saptanan ve
klavulanik asitle inhibe olabilen GES (pI ggs.1: 5.8), IBC (pl sc.1: 6.9) veya VEB (pl
veg-1: 7.4) gibi enzimlerin varligim diisiindiirmektedir (24, 58). Bu enzimler PER ile
birlikte A smifi GSBL’lerin, TEM ve SHV tiirevi olmayan, ayr bir grubunu
olusturmaktadir (20, 58). P. aeruginosa’da OXA tipi GSBL’lere sik rastlansa da, OXA-
18 (pl: 5.5) disindakiler klavulanik asit ile ¢ok az inhibe olmaktadir (20). incelenen A.
baumannii suslarinda ise belirli bir noktada lokalize olmaksizin tiim jel boyunca uzanan
bantlar gozlenmistir. Bu tiirde, kromozomal sefalosporinazlarin yam sira, siklikla
metallo-beta-laktamazlar ve karbapenemaz niteligindeki OXA tiirevi enzimlere
rastlanmakla birlikte, klavulanik asitle inhibe olabilen GSBL’lerden PER-1 ve VEB-1
bildirilmistir (4, 77). Acinetobacter tiirlerinde plazmit veya integronla iligkili bir¢ok
diren¢ geninin saptanmasi, diger Gram-negatif tiirlerde yaygin olan bazi GSBL
genlerinin de bu yolla ge¢is yapabilecegi olasiligim giindeme getirmektedir (35, 82, 84).
S6z konusu suslarda, IEO sonuglarma gére, GSBL paterninden sorumlu oldugu
diigiiniilen enzim veya enzimleri saptamak i¢in PZT ve dizi analizi gibi molekiiler

yontemlerin kullanilacag: ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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Hastanemizde izole edilen suslarda, blapgg.;’in  genetik  yerlesimini ve
aktarilabilirligini incelemek amaciyla, konjugasyon deneyi ve plazmit ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Alict sus olarak E. coli K12 susunun kullanmildigi konjugasyon
deneylerinde, incelenebilen yedi susta da blapgg.;’in aktarilamadigr gézlenmistir. Alici
sus ile verici suslarin farkl tiirden olmasinin, aktarilan diren¢ geninin ekspresyonunda
sorun Yyaratabilmesi veya genin non-konjugatif bir plazmit {iizerinde bulunmasi,
konjugasyon deneylerinin olumsuzlugunu agiklayabilecek nedenler olabilir (47, 76).
Baz1 ¢alismalarda, bu tiir olumsuzluklart azaltmak amaciyla, alic1 suglar PER-1 iireten
verici suglar ile ayn1 tiirden secilmis ancak aktarim ger¢eklesmemistir (4, 46). Baz1 P.
aeruginosa, Salmonella typhimurium, A. baumannii ve A. faecalis izolatlarinda blapgg.
;’in plazmit iizerinde oldugu gosterildiginden (50, 52, 76), hastanemizde izole edilen ve
farkli ERIC-PZT paternlerinden secilen blapggr ;(+) suslarda, Danel ve arkadaslarinin
kullandig1 yontem, “Nucleospin-Plasmid” kiti, Birnboim ve Kado-Liu yontemleriyle
plazmit izolasyonu yapilmis, ancak bu yoOntemlerden hicbiriyle plazmit
saptanamamistir. P. aeruginosa ve A. baumannii suglarinda c¢esitli yontemlerle
gerceklestirilen plazmit ekstraksiyonlarindan bir¢ok calismada da sonug¢ alinamamast,
bu tiirlerde plazmit izolasyonunun giic oldugunu ortaya koymaktadir (4, 46, 47, 85).
Plazmit izolasyonunun basarisiz olmasi iizerine, blapgg.;’in plazmit iizerinde olup
olmadigini anlamak amaciyla, bu geni tasidigi PZT ile belirlenmis, farkli ERIC-PZT
paternlerine sahip suslarda, etidyum bromiir (EB) ile plazmit DNA’dan “kurtarma”
deneyi gerceklestirilmistir. En yiiksek EB konsantrasyonu varliginda iireyen suslarda,
blapgr.;’e 0zgl primerlerle PZT uygulanmasi sonucu, suslarin tiimiinde blapgg.;iin
varhigim siirdiirdiigii gozlenmistir. Bu veriler, incelenen izolatlarda PER-1 geninin
plazmitlerce kodlanmadigin1 gostermektedir. PER-1 iireten P. aeruginosa ve A.
baumannii suglariyla gerceklestirilen bazi c¢alismalarda, blapgg;in kromozomal
kaynakli oldugu gosterilmistir (21, 46, 52). Kesin olarak ispatlanmis olmasa da,
“plazmitten kurtarma” deney sonuclari, ¢alismamizda incelenen suslarda blapgg.;in

kromozom iizerinde olduguna isaret etmektedir.
Antimikrobiyal diren¢ genlerinin yayiliminda 6nemli rol oynayan sinif-1 integronlarin,

hastanemizde izole edilen blapgg; (+) suslardaki, varligt ve epidemiyolojik degeri,

integronlarin 5° ve 3’ korunmus bolgelerine 6zgii primerler kullanilarak, PZT ile
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arastirilmistir. Incelenen P. aeruginosa suslarinda, sayilart dort ile 10, biiyiikliikleri,
yaklagik 4000 bp ile 100 bp arasinda degisen, A. baumannii suslarinda ise sayilar1 alti
ile sekiz, biiyiikliikleri yaklasik 2500bp ile 300 bp arasinda degisen bantlarin olustugu
gozlenmistir. Yapilan calismalarda, integronlarin 5° ve 3’ korunmus bolgeleri arasinda
kalan degisken bolgenin biiyiikliigiinin P. aeruginosa suslarinda 800 bp-3 kb, A.
baumannii suglarinda ise 550 bp-3 kb arasinda oldugu belirlenmistir (43, 44, 86, 87,
88). Ayrica, farkl tiirlerde, hicbir gen kaseti icermeyen, sadece korunmus bolgelerden
ibaret “bos integronlar” olabildigi gibi (43), dokuz farkli gen kaseti igerebilen ve

biiyiikliikleri 12-13 kp.’yi bulan integronlar da bildirilmistir (38).

Cesitli calismalarda, ayn1 genotipe sahip suslarda farkli integronlar saptandigi gibi,
farkli genotiplere sahip, iliskisiz suslarda da ayni integrona rastlanmistir (86, 87, 88).
Epidemiyolojik ¢aligmalarda hem genotip hem de integron igerigi hakkinda bilgi sahibi
olmanin yararli olacag: belirtilmistir (87). Ayrica bir calismada, epidemiyolojik olarak
iliskili suglarin tanimlanmasinda integron icerigi ve ribotiplemeyle elde edilen verilerin
uyumlu oldugu bildirilmistir (71). Bu bilgiler 15181nda, hastanemizde izole edilen blapgg.
s-pozitif suslarda, integronlarin 5° ve 3’ korunmus bolgelerine 6zgii primerlerle elde
edilen PZT sonuglaniyla ERIC-PZT sonuglart  karsilagtinlmistir.  Ayrintilt
epidemiyolojik bilgilerine ulasabildigimiz 40 blapgg.;-pozitif P. aeruginosa susunun %
87.5’inde (n = 35) ve 26 A. baumannii susunun % 76.9’unda (n = 20) ERIC-PZT paterni
ile integron paterninin uyumlu oldugu belirlenmistir. ERIC-PZT ile integron paterni
uyumsuz olan ve tiim bilgilerine ulasabildigimiz bes P. aeruginosa susunun izolasyon
tarihleri ve izole edildikleri servisler goz Oniine alindiginda, ikisinde ERIC-PZT nin,
iciinde ise integron paterninin epidemiyolojik verilerle daha uyumlu oldugu
gozlenmistir. ERIC-PZT ile integron paterni uyumsuz olan altt A. baumannii susu,
izolasyon tarihleri ve izole edildikleri servisler dikkate alinarak degerlendirildiginde ise;
bir tanesinde ERIC-PZT nin, besinde de integron paternlerinin epidemiyolojik verilerle

daha uyumlu oldugu belirlenmistir.
Integronlarca 40'dan fazla diren¢ geninin kodlandig: ve bu genlerin; aminoglikozitler,

beta-laktam ajanlar, kloramfenikol, makrolidler, sulfonamidler, antiseptik ve

dezenfektanlar gibi cesitli ajanlara direng gelisiminden sorumlu oldugu bilinmektedir
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(35). PER-1 gibi, TEM veya SHV tiirevi olmayan GSBL’ler grubunda yer alan VEB,
GES ve IBC gibi enzimlerin simif-1 integronlarin iceriginde yer alan genlerce
kodlandig1 gosterilmistir (4, 39, 89). PER-1 iireten c¢esitli suslarda daha oOnce
gerceklestirilen arastirmalar, blapgg.;’in kromozomal veya plazmit kaynakli oldugunu
ortaya koymustur (46, 50). Bir calismada, klinik bir A. faecalis susunda non-konjugatif
bir plazmit iizerinde bulunan, farkli bir calismada ise P. aeruginosa, A. baumannii ve
Providencia stuartii suslarinda kromozom {iizerinde saptanan blapgg.;’in, birbirine ¢ok
benzer yapidaki “IS” elemanlariyla bitisik oldugu belirlenmistir (52, 76). Ancak PER-1
tireten suslarda, blapgg.; ile integronlarin iliskisi gosterilememistir (47, 52).
Hastanemizde izole edilen suslarda blapgg.; geninin sinif-1 integronlarin iizerinde olup
olmadigin1 arastirmak amaciyla, farkli ERIC-PZT paternlerine sahip blapgg ;(+) P.
aeruginosa ve A. baumannii suglarinda, benzer calismalar kaynak alinarak, smif-1
integronlarin korunmus bolgelerine (5°-CS, 3’-CS) ve blapgg.;’e 0zgii (PER-1A, PER-
1B) primerler kombine edilerek PZT uygulanmistir (4, 52, 90). U¢ P. aeruginosa
susunda, 5’-CS ve PER-1B primerleriyle yapilan PZT sonucu yaklasik 2300 bp’lik bir
iriin elde edilmesi ve bu iirtinii kalip olarak kullanarak blapgg.;’e 0zgii primerlerle
gergeklestirilen PZT’nin bir P. aeruginosa susunda (ERIC-PZT paterni: “Z”, integron
paterni: “Q”) blapgg.;’e 0zgii yaklagik 900 bp’lik bant olusturmasi, sz konusu susta
PER-1 geninin sinmif-1 integronla iligkili oldugunu gostermistir. Daha sonra, s6z konusu
PZT iiriiniiniin DNA dizi analizi, blapgg ;’e ait oldugunu dogrulamistir. Bu sonugclar,
literatiirde ilk defa, blapgg.;’in bir simf-1 integronun {iizerinde oldugunu ortaya
koymaktadir. PER-1 geninin, integron gibi hareketli genetik elemanlarin iceriginde yer
almasi, farkli tiirler veya aym tiiriin {iyeleri arasinda yayilimini hizlandirict bir rol
oynayacaktir. Ayrica, blapgg.;’le iliskili bulunan integronun yapisinin aydinlatilmasi,
molekiiler diren¢ mekanizmalar1 hakkinda daha ayrintili bilgi edinilmesini

saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

PER-1 enziminin, genis spektrumlu sefalosporinler ve monobaktamlar gibi beta-
laktam antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olmasi, ¢esitli hareketli genetik
elemanlar iizerinde yer alabilmesi, klinik olarak 6nemini arttiran faktorlerdir (22, 50).
Ayrica PER-1 iireten P. aeruginosa ve Acinetobacter spp. susglariyla gelisen
infeksiyonlarin, hastalardaki kotii klinik tabloyla dogrudan iligkili oldugu da
gosterilmistir (74). Basta Tiirkiye olmak iizere, Avrupa’da bircok merkezde ve Kore’de,
blapgr; saptanan suslar bildirilmistir (46, 47, 54, 73). Hastanemizde izole edilen
seftazidime direncli Gram-negatif bakteriler arasinda PER-1 enziminin molekiiler
epidemiyolojik o©zelliklerini arastirdigimiz calismamizda, genel olarak, seftazidim
direncli P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin diger pB-laktam antibiyotiklere de
biiylik oranda direngli oldugu ve incelenen ajanlar icinde en etkilisinin imipenem
oldugu belirlenmistir. Imipenemin tek basma veya bir aminoglikozitle birlikte
kullaniminin PER-1 iireten suslara karst etkinligi cesitli calsmalarda gosterilmis, ancak
yogun karbapenem kullaniminin, bu antibiyotige direngli suslarin hizla ortaya ¢ikisina
neden oldugu da saptanmistir (46, 60). PER-1 iireten P. aeruginosa ve A. baumannii
suslarinda, beta-laktamlarin yani sira; aminoglikozit ve florokinolonlar gibi 6nemli
antibiyotik gruplarina da direng gelisebilmesi tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. PER-
1 iireten suslarlarin neden oldugu salginlarda, infeksiyon kontrol onlemlerine 6zenle
uyulmasi, antibiyotik kullanim politikalarinin dikkatle olusturulmasi ve suslarin direng

fenotipindeki degisikliklerin izlenmesi gereklidir.

Cift disk sinerji testiyle GSBL paterni goriilmesi ve IEO gibi fenotipik yontemler tek
baslarina PER-1 saptanmasinda yeterli ve giivenilir degildir (54, 58). Calismamizda
elde ettigimiz sonuglar da, PER-1 iireten P. aeruginosa ve Acinetobacter spp suslarinin
saptanmasinda ¢ift disk sinerji yonteminin giivenilir olmadigi yoniindeki bulgulari
desteklemektedir. TEM-1 gibi sik rastlanan bir enzimin izoelektrik noktasinin (pl: 5.4)
PER-1’inkine (pl: 5.3) ¢ok yakin olusu, IEO ile PER-1 ayrimim giiglestirmektedir. PZT,
prob-hibridizasyon ve DNA dizi analizi gibi molekiiller yontemler PER-1

83



belirlenmesinde daha giivenilirdir (58). blapgg.; genine Ozgii primerler kullamilarak
yapilan PZT sonucu hastanemizde izole edilen seftazidim direngli P. aeruginosa
suslarinin % 46.2°sinin ve A. baumannii suslarinin % 35.9’unun bu geni tasidigi
saptanmistir. Bu oranlar, Tiirkiye’de ¢ok merkezli calismalarda elde edilen oranlarla
benzer olup, hastanemizde de PER-1 iireten suslarin yaygin oldugunu gostermektedir
47, 75). Calismamizda, P. aeruginosa ve A. baumannii suslart diginda, genis
spektrumlu sefalosporinlere ve monobaktamlara direngli bir Alcaligenes faecalis
izolatinda da blapgr; geni saptanmasi, bu geni tasiyan bakterilerin cesitliliginin
artabilecegine isaret etmektedir. Farkli tiirlerde bulunan blapgg.;’in ¢evresindeki genetik
yapilarin aydmlatilmasinin, bu genin kaynagi ve yayilim sekli hakkinda bilgi

verebilecegi diisiiniilmektedir.

ERIC-PZT sonuglari, blapgg.; (+) P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda saptanan
endemik iki biiyiikk klonun (P. aeruginosa’da X ve Y, A. baumannii’de A ve B)
hastanemizdeki yiiksek PER-1 prevalansindan sorumlu oldugunu ortaya koymustur. P.
aeruginosa izolatlarinda toplam dort, A. baumannii’lerde ise ii¢ farkli klon gézlenmistir.
Birgok susun “klonal iligkili” olusu, PER-1 iireten izolatlarin horizontal olarak yayilim
gosterdigine isaret etmektedir. Bu durum, blapgg.; tasiyan suslarin yayilimim kontrol
etmek icin, infeksiyon kontrol Onlemlerine O6zenle uyulmasi gerektigini ortaya

koymaktadir.

Antibiyogram plaklarinda GSBL paterni ve/veya IPM-CAZ diskleri arasinda sinerji
goriilen bir grup P. aeruginosa ve A. baumannii susunda, PZT yontemiyle PER-1, TEM
veya SHV grubu enzim saptanamamustir. Bu suslardan bazilarmin IEO teknigi ile
incelenmesi sonucu TEM-1 (pl: 5.4) ve SHV-2 (pl: 7.6) kontrolleri arasinda bant
gozlenmesi, klavulanik asitle inhibe olabilen GES (pI ggs.i: 5.8), IBC (pI 5c.1: 6.9) veya
VEB (pl vgp-1: 7.4) gibi “A” grubu GSBL’lerin varligin1 diisiindiirmektedir. S6z konusu
enzimlere 6zgii primerlerle yapilacak PZT ve DNA dizi analizi ¢aligmalariyla, hangi
enzim veya enzimlerin GSBL paterninden sorumlu oldugunu anlamak miimkiin

olacaktir.
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blapgg.’in ¢esitli tiirlerde plazmit veya kromozom iizerinde oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (21, 46, 50, 52). Hastanemizde izole edilen blapgg.; (+) P.
aeruginosa ve A. baumannii suslarinda gergeklestirilen; konjugasyon, plazmit izolasyon
ve plazmitten kurtarma deneyleri, incelenen suslarda PER-1 geninin kromozom
izerinde bulunduguna isaret etmektedir. Ayrica, antimikrobiyal diren¢ genlerinin
yayiliminda 6nemli rol oynayan sinif-1 integronlarin, hastanemizde izole edilen blapgg ;
(+) suslardaki, varlig1 ve epidemiyolojik degeri PZT ile arastirilmis, suslarin farkli say1
ve biiyiikliiklerde integronlar igerdikleri anlasimustir. P. aeruginosa ve A. baumannii
suslarinda farkli ERIC-PZT paternleri sergileyen suslarin genelde farkli integron

iceriklerine sahip olduklar1 gbzlenmistir.

blapggr.; geninin sif-1 integronlarin iizerinde olup olmadigii arastirmak amaciyla,
hastanemizde izole edilen blapgg.;(+) P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda, benzer
calismalar kaynak alinarak, simif-1 integronlarin korunmus bolgelerine ve blapgg.;’e
ozgii primerler kombine edilerek PZT uygulanmstir (4, 52, 90). U¢ P. aeruginosa
susunda, 5’-CS ve PER-1B primerleriyle yapilan PZT sonucu yaklasik 2300 bp’lik bir
iriin elde edilmesi ve bu iirtinii kalip olarak kullanarak blapgg ;’e 0zgii primerlerle
gergeklestirilen PZT nin bir P. aeruginosa susunda, blapgg.;’e 6zgi yaklasik 900 bp’lik
bant olusturmasi, s6z konusu susta PER-1 geninin simif-1 integronla iligkili oldugunu
gostermistir. PZT iriiniinin DNA dizi analizi sonucu da, blapgg;’e ait oldugunu
dogrulamistir. Bu sonuglar, literatiirde ilk defa, blapgg;’in bir simf-1 integronun
izerinde oldugunu ortaya koymaktadir. PER-1 geninin, “dogal ekspresyon vektorleri”
olarak da adlandirilan integron gibi hareketli genetik elemanlarin igceriginde yer almasi,
yaytlimim hizlandiracak ve farkli diren¢ genleriyle bir arada bulunma olasiligini
arttiracaktir. PER-1 gibi diren¢ genlerinin icinde bulunduklari genetik elemanlarin
yapilarin aydinlatilmasinin, molekiiler direng mekanizmalarinin anlasilmasina ve akilct

kontrol 6nlemlerinin olusturulmasina katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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