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Pseudomonas aeruginosa hastane enfeksiyonlarinin en temel etkenlerinden biridir. Farkli antibiyotik
gruplari P.aeruginosa tedavisi icin kullanilsa da, kinolon gruplari oral kullanilabilme avantajlariyla éne
¢tkmaktadir. Ancak son yillarda bu grubun lyelerine karsi kazanilan direng, tedaviyi giderek daha zor
hale getirmektedir. Bu c¢alismanin amaci Ege Universitesi Hastanesi’nden izole edilen siprofloksasin
direngli P.aeruginosa izolatlarinda, epidemiyolojik iliskinin ve direngten sorumlu olasi mekanizmalarin
arastirilmasidir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda klinik érneklerden izole edilen P.
aeruginosa bakterilerinin tir diizeyinde tanimlanmalari VITEK compact, antimikrobiyal duyarliliklari
VITEK MS otomatize sistemleri araciligiyla belirlenmistir. Siprofloksasin direngli oldugu belirlenen izolat-
larin epidemiyolojik iliskileri “Enterobacterial repetitive intergenic consensus”-polimeraz zincir reaksiyo-
nu (ERIC-PZR) ile saptanmstir. Genetik olarak iliskisiz klonlardan secilen temsilcilerde kinolon direncin-
den sorumlu olacagi distiniilen gnrA, qnrB, gnrS, gepA genlerinin varli§i PZR ile tespit edilmistir. Disa
atim pompasina ait regiilatér genleri olan nfxB, mexR varligi PZR ile belirlenirken, phenylalanine-argini-
ne B-naphthylamide (PABN), disa atim pompasinin aktivasyonunun tespiti icin kullanilmistir.

Yirmi iki izolat (% 26.5) siprofloksasin direngli olarak saptanmistir. ERIC-PZR sonuglarina gére 11 iliskisiz
klon tespit edilmistir. PABN varliginda 10 izolatta siprofloksasin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinde 2-64 kat arasinda azalma gériilmiistiir. Bir izolatta siprofloksasin MIK dedisikligi belirlen-
memistir. On bir temsilci izolatin 10 tanesinde pompaya ait regiilatér genlerinin varligi belirlenirken,
kinolon direnciyle iliskili olan genlerden sadece qnrB yedi temsilci izolatta saptanmistir. gnrA, gnrS, gepA
genleri higbir izolatta belirlenmemistir.

Siprofloksasin direngli P.aeruginosa izolatlari hastanemizden izole edilmektedir. Farkli genetik gruplara
ait olan izolatlarin kliniklerde dolasimda olmasi dikkat gekici bir durumdur. Temel diren¢ mekanizmala-
rinin disa atim pompasi ve gnrB genleri oldugu diisiinilmektedir.

Anahtar kelimeler: direng, Pseudomonas aeruginosa, PZR, siprofloksasin
ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the most important causes of hospital infections. Although different
antibiotic groups are used for the treatment of Paeruginosa infections, quinolone groups are
distinguished by the advantages of oral administration. However, in recent years, resistance against
members of this group has made treatment more difficult. The aim of this study was to investigate the
epidemiological relationship and possible mechanisms of resistance in ciprofloxacin resistant P.
aeruginosa isolates from Ege University Hospital.

The identification of P.aeruginosa bacteria isolated from clinical samples in Ege University Medical
Faculty Medical Microbiology Laboratory was determined by VITEK MS automated systems by VITEK
compact, antimicrobial susceptibility. The epidemiological relationships of the ciprofloxacin resistant
isolates were determined by Enterobacterial repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction
(ERIC-PCR). The presence of qnrA, qnrB, gnrS, gepA genes, the quinolone resistance genes and nfxB,
mexR, the regulatory genes of the efflux pump, was determined by PCR. The phenylalanine-arginine
B-naphthylamide (PABN) assay was used to determine the activation of the efflux pump.

Twenty-two isolates (26.5 %) were found resistant to ciprofloxacin. According to the ERIC-PCR results,
11 unrelated clones were detected. Ciprofloxacin minimum inhibitory concentration (MIC) values were
decreased 2-64 times in 10 isolates in the presence of PAIN. No ciprofloxacin MIC change was detected
in one isolate. The presence of pump regulatory genes was determined in 10 of the 11 representative
isolates, while only qnrB of the genes associated with quinolone resistance was detected in seven
representative isolates. gnrA, qnrS, gepA genes were not detected in any isolate.

Ciprofloxacin resistant P.aeruginosa isolates are isolated from our hospital. It is noteworthy that the
isolates belonging to different genetic groups are in circulation in clinics. Basic resistance mechanisms
are thought to be efflux pumps and gnrB genes.

Keywords: ciprofloxacin, PCR, Pseudomonas aeruginosa, resistance
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GiRiS

Pseudomonas aeruginosa dis ¢evre ortamlarin-
dan, insan mikrobiyotasina kadar ¢ok genis bir alan-
da yasayabilme yetenegine sahip énemli bir firsatci
patojendir®), Saglik kuruluslarinda oldukca sik izole
edilen bu bakterinin nozokomiyal enfeksiyonlarin
yaklasik % 10-15’inden sorumlu oldugu diistiniimek-
tedir?®, Farkli ortamlarda yasayabilmesi ve pulmo-
ner ve Uriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi,
endokardit ve yanik enfeksiyonlari gibi farkh bolge-
lerde enfeksiyona neden olabilmesi bakterinin yik-
sek adaptasyon yetenegiyle iliskilendirilmektedir.
Farkh kosullara hizlica adapte olabilmesi, 6zellikle
kliniklerde antibiyotik ve dezenfektan stresi altindaki
durumlarda hizlica direngli suslarin segilimine neden
olmaktadir. Ozellikle son yillarda hemen tiim anti-
mikrobiyal gruplarina direngli izolatlarin etken olarak
gbziikmesi, tedavinin daha zor hale gelmesine ve
artan 6lim oranlarina neden olmasini saglamistir??.

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinin teda-
visinde farkli antibiyotik gruplari kullaniimaktadir.
Bununla birlikte kinolon gruplari kolay ulasilabilirlik
ve oral tedavi olanagi gibi avantajlari nedeniyle sik
kullanilan molekullerdir. 1980’li yillarin sonundan
beri enfeksiyon tedavisinde basariyla kullanilan bu
molekiller DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe ederek etkinlik gésterirler®™?, Ozellikle siprof-
loksasin dinya saghk orgiti tarafindan esansiyel
ilaglar listesinde yerini almistir. Bu gibi sebepler
nedeniyle bu ilaca karsi olusan hizli direng pek ¢ok
arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir?., Bu molekile
karsi direncin ve sorumlu mekanizmalarin tanimlan-
masinin, tedavi protokolleri agisindan faydal olacagi
disinidlmektedir.

Bu ¢alismanin amaci kinolon direngli P.aeruginosa
izolatlarinin epidemiyolojik iliskisini ve direncten
sorumlu olmasi muhtemel mekanizmalarin ortaya

konulmasidir.

GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’nda farkl
kliniklerden izole edilen 6rnekler VITEK MS otomati-
ze sistemi (bioMérieux, Fransa) ile tar tayini yapila-
rak tanimlanmistir. Bakteriler galigilincaya kadar % 10
gliserinli buyyonda -80°C’de stoklanmistir. izolatlara
ait antibiyotik duyarhhklar VITEK 2 Compact® oto-
matize sistemi (bioMérieux, Fransa) kullanilarak
belirlenmistir. Otomatize sistemde elde edilen sonug-
lar Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)®
kriterleri dogrultusunda duyarli, orta derece duyarl ve
direncli olarak siniflandiriimistir.

Tum polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismala-
rinda kullanilmak Gzere, DNA izolasyonu yapilmistir.
Bu amagla taze kiltirden alinan koloniler steril
ependorflar icerisindeki 400 ul steril ultra distile su
(UDS) ile stispanse edilmis ve 10 dk. vortekslenmistir.
Daha sonra 95°C’lik 1s1 blogunda 10 dk. bekletilmis,
+4°C derecede 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis-
tir. Stpernatant, steril bos mikrotiplere alinarak kul-
lanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

Pseudomonas aeruginosa oldugu belirlenen ve
kinolonlara direngli oldugu saptanan izolatlarin
epidemiyolojik olarak yakinlklarini belirlemek icin
“Enterobacterial repetitive intergenic consensus”-
polimeraz zincir reaksiyonu (ERIC-PZR) calismalari
yapiimistir. Bu amacla tekrarlayici gen dizileri olan
ERIC sekanslarini hedef alan primerler kullanilmistir.
(Tablo 1) Deney sonucunda elde edilen bant
paternleri baz alinarak Jaccard katsayilari (S))
hesaplanmis ve MEGA 4 programi araciligiyla UPGMA
dendogrami olusturulmustur. S <0.8 ise, iki sus klonal
olarak farkli olarak kabul edilmistir. Her bir klondan
secilen temsilci izolatlar sayesinde diren¢ genleri,
dizenleyici genlerin varligi ve disa atim pompasinin
aktivasyon deneyleri yapilmistir.

Siprofloksasin direng genleri ve disa atim pompa
genlerinin tespiti icin ilgili bélgeleri hedef alan pri-
merler (Tablo 1) kullanilarak yapilan DNA amplifikas-
yonlari agaroz jelde vyuritllerek goriintilenmistir.
izolatlardaki disa atim pompalarinin aktif olup olma-
diklarinin tespiti siprofloksasin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIiK) degerlerinin PABN varliginda

incelenerek karsilastiriimasiyla tespit edilmistir. MiK
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Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri.
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Gen Primer Dizisi (5’-3’) Referans Baglanma Sicakligi
ERIC-2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G (2) 40 C°
mexR-1 CTG GAT CAACCACATTTACA @49 55 C°
mexR-2 CTT CGA AAA GAATGT TCTTAAA 24 55 C°
nfxB-1 ACG CGA GGC CAG TTT TCT @49 60 C°
nfxB-2 ACT GAT CTT CCC GAG TGT CG 24 60 C°
qnrs-1 ACG ACA TTC GTC AAC TGC AA (10) 63 C°
qnrS-2 TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC (10 63 C°
qnrA-1 ATT TCT CAC GCC AGG ATT TG (10) 52C°
qnrA-2 GAT CGG CAA AGG TTA GGT CA (10 52¢C
qnrB-1 GAT CGT GAA AGC CAG AAA GG (10) 50 C°
qnrB-2 ACG ATG CCT GGT AGT TGT CC (10 50C°
qepA-1 GCA GGT CCA GCA GCG GGT AG @ 62 C°
qepA-2 CTT CCT GCC CGA GTATCG TG @ 62 C°

Tablo 2. izolasyon yapilan klinikler.

Klinikler izolat sayisi

GOgus Hastaliklar
Anestezi

Pediatri
Kardiyoloji

Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Ortopedi

KBB

Uroloji
Gastroenteroloji
Radyoloji

Acil klinigi

RPRRRPRRRRRPEWAN

degerlerinde 4 kat ve Uizeri azalmalar pompalarin

aktive oldugu seklinde yorumlanmistir.

BULGULAR

Ekim 2014-Ocak 2015 tarihleri arasinda hastane-
mizde 83 adet Paeruginosa izolati belirlenmistir. Bu
izolatlar icerisinde 22 tanesinin siprofloksasin direnci
gosterdigi saptanmustir. Direncli izolatlar 11 farkli kli-
nikte tespit edilirken, G6gus hastaliklari klinigi en ¢ok
izolasyonun vyapildigi klinik olarak belirlenmistir.
(Tablo 2).

Kinolon direnci gézlemlenen bu izolatlarin diger
antibiyotik gruplarina olan duyarliliklari incelendigin-
de, imipenem direncinin (% 68,2) olduk¢a yiiksek
diizeyde oldugu saptanmistir. Sekil 1’de antibiyotik
duyarhliklari 6zetlenmistir.

ERIC-PZR ile direngli izolatlarin genetik yakinlikla-
ri incelendiginde % 80 benzerlik lzerinden 22 adet

24

Siprofloksasin direncli izolatlarin
antimikrobiyal duyarhliklari

- 18

q 16
h 14
< 12

e 10
4 8
> 6
a 4

'—1 (2) R%

8 AK CN | MEM | IMP | TAZ | FEP
BDirencli 11 10 12 15 11 14 4
BQrta duyarli| 2 1 1 0 1 2 2
Duyarli 9 11 9 7 10 6 16

Sekil 1. Siprofloksasin direngli izolatlarin antibiyotik duyarliliklar.
AK: Amikasin, CN: Gentamisin, MEM: Meropenem, IMP: /mipenem,
TAZ: Tazobaktam, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim

izolatin, 11 genetik iliskisiz grupta yer aldiklari belir-
lenmistir. 24, 35, 50, 70, 79, 85, 111, 127, 135, 144,
171 numarali izolatlar genetik olarak iliskisiz klonla-

rin temsilcileri olarak segilmislerdir (Sekil 2).

4 " +

020 015 0.10 005 000

Pt N
o
2
=)
»

035

Sekil 2. izolatlara ait ERIC-PZR dendogrami (Kirmizi gizgi %80 ben-
zerlik hattini (SJ 0.8) belirtmektedir.)
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Tablo 3. Temsilci izolatlarda kinolon direnci ve diga atim pompasina ait 6zellikler.

Kinolon direng genleri DAP genleri DAP aktivasyonu Siprofloksasin
duyarhhginda
izolat numarasi qnrA  qnrB  qnrS gepA mexR nfxB Cip (ug/mL)  Cip+PABN (pg/mL) azalma
24 (-) (+) (-) (-) (+) (+) 32 16 2 (kat)
35 () (+) () (-) (+) (+) 16 2 8 (kat)
50 () (-) () () (+) (+) 32 4 8 (kat)
70 () () () (-) (+) (+) 8 1 8 (kat)
79 () () () () (+) (+) 4 0,25 8 (kat)
85 () (+) () (-) (+) (+) 16 16 0
11 () (+) () () (+) () 32 8 4 (kat)
127 () (+) () (-) () (+) 32 16 2 (kat)
135 () (+) () () (+) (+) 2 0,5 4 (kat)
144 () (+) () (-) (+) (+) 8 0,25 16 (kat)
171 (-) (-) (-) (-) (+) (+) 16 0,125 64 (kat)

DAP: Disa atim pompasi, Cip: Siprofloksasin, PABN: Phenyl-arginine beta naphthylamide

izolatlarda siprofloksasin direncinden sorumlu
mekanizmalar incelendiginde, qnrA, qnrS ve gepA
genleri hicbir izolatta saptanmamistir. gnrB geni ise 11
ayri genetik klona ait temsilcilerin yedi tanesinde
belirlenmistir (Tablo 3). Disa atim pompa iliskili
dizenleyici genler olan nfxB ve mexR genleri 10 ayri
genetik klon temsilcisinde saptanmistir. Ayrica bu
temsilcilerin  disa atim pompalarinin  aktivasyonu
incelendiginde PABN ile 4 kat ve (izeri artis gosteren sekiz

ayri genetik temsilci oldugu belirlenmistir (Tablo 3).

TARTISMA

Antimikrobiyal direng nedeniyle enfeksiyon sagal-
timinda karsilasilan problemler tim diinyada dnemli
bir sorun haline gelmistir. Hemen tim Ulkelerde ve
kliniklerde izole edilen direngli bakteriler, mortalite
ve morbidite oranlarinda artisa neden olmaktadir. Bu
duruma ek olarak yeni antimikrobiyallerin kullanima
girme hizinin diismesi, yasanan direng probleminin
boyutlarini artirmaktadir. Bu direngli izolatlara ait
ozelliklerin daha iyi tanimlanmasi cephanemizdeki
molekillerin daha akilci kullanilabilmesi acisindan
6nem arz etmektedir*®,

Pseudomonas aeruginosa en sik izole edilen
biridir.

Normal bireylerde nadiren enfeksiyona yol agmasina

nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden

ragmen, firsatgl patojen olarak siklikla izole edilmek-

tedir. Farkli antibiyotik gruplarina hizlica direngli hale
gelmesi, farkli gen ve sistemler araciligiyla direng
gbstermesi ve bu direnci baska izolatlara aktarabil-
mesi gibi nedenler tedavisini olduk¢a zor hale getir-
mektedir (1417,

Sentetik olarak Uretilen ilk antimikrobiyaller olan
kinolon gruplari DNA giraz ve topoizomeraz 1V,
enzimlerini inhibe ederek etkinlik gosterirler. Bakteri
icerisinde genetik materyalin istikrarli sekilde sigabil-
mesini saglayan bu enzimlerin yoklugunda bakteri
hiicresinin 6liumi gerceklesmektedir. Kinolonlar,
Paeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla
kullanilan antibiyotik gruplaridir. Bu molekdllerin tek
baslarina kullanilabilmelerinin yaninda, gesitli grup-
larla kombine halde kullanilabilmesi, oral kullanimla-
rinin miimkidn olmasi gibi avantajlari bulundurmala-
ri, siklikla tercih edilmelerine sebep olmaktadir. Son
yillarda hizlica goriilmeye baslanan kinolon direnci
farkli mekanizmalar araciligiyla olusabilmektedir. Bu
mekanizmalar, disa atim pompa genleri, enzimi kod-
layan genlerde goriilen mutasyonlar ve plazmit araci-
I olabilmektedir®!

Ulkemizde ve diinyada yapilmis calismalar ince-
lendiginde disa atim pompalari araciligiyla gelisen
direncin 6nemli bir sorun oldugu bilinmektedir.
(RND) olarak

tanimlanan pompa ailesi P.aeruginosa’da 6nemli

“Resistance Nodulation Division”

diren¢ mekanizmalarinda biridir. Oldukga fazla lyesi

(glinimiize kadar tanimlana 11 adet) bulunan bu
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pompa ailesinde mexAB-oprM, mexXY-oprM, mexEF-
oprN ve mexCD-opr) pompa sistemleri, klinik izolat-
lardaki direncle iliskilendirilmistir*®. Bizim c¢alisma-
mizda mexAB-oprM ve mexCD-opr) pompalarina ait
dizenleyici genler olan mexR ve nfxB, oldukca yik-
sek yuzdeyle tespit edilmistir (11'de 10 koken).
Florokinolonlar basta olmak lzere pek c¢ok farkli
molekiliin hicre digina atilmasindan sorumlu olan
bu yapilarin varligi direk olarak direngle iliskilendiril-
memektedir. Standart kékenlerde normal kosullarda
dizenleyici genlerin bulunmasina ragmen direng
saptanmamasi, genin varligindan 6te mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikan farklilasmanin bir sonucudur.
Bu sebeple pompalarin aktif olarak islev yapip yap-
madiginin tespiti amaciyla, pompa inhibitora varli-
ginda siprofloksasin MiK degerlerindeki degisimler
incelenmistir. Bizim ¢alismamiza ait 11 temsilci izola-
tin sekiz tanesinde pompa inhibitéri varliginda MiK
degerlerinde 4 kat ve Uzeri azalmalar saptanmistir.
Bu veri hastanemizden izole edilen P.aeruginosa bak-
terilerinde kinolonlara ait ana direng mekanizmasi-
nin disa atim pompalari oldugu seklinde yorumlan-
mistir. Bu pompalarin ayni zamanda beta-laktam
antibiyotikler ve cesitli dezenfektanlari da substrat
olarak kullanabilmesi nedeniyle, bu mekanizmayi
bulunduran kinolon direngli izolatlarin ayni zamanda
farkli gruplara karsi da direng gosterebilecegi dikkat
¢eken bir durumdur.

ERIC-PZR bakterilerin genetik yakinligini belirle-
mek igin kullanilan basit ve hizli bir ydntem olarak
one c¢ikmaktadir. Bakterilere ait parmak izleri elde
edilerek izole edilen etkenlerin genetik olarak benzer
olup olmadig ortaya konulmaktadir®, Bizim ¢alisma-
mizdaki 22 direngli izolatta 11 ayri klon tespit edilmis
olmasi, multiklonal dagilim gosterdigini ortaya koy-
mustur. Bu durum hastanemizin genis bir hasta
popilasyonuna hizmet veren bdlge hastanesi olmasi
ve izolatlarin farkh kliniklerden izole edilmesi nede-
niyle olustugu distiinilmektedir®.

Plazmit kaynakli kinolon direng determinantlari,
bakterinin pentapeptid yapida bir protein sentezle-
mesi sayesinde islev goriirler. Olusan bu protein DNA

ve gen (DNA giraz veya topoizomeraz IV) kompleksle-
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rini, kinolonlarin etki etmesini engelleyecek sekilde
koruyarak islev yaparlar?y, Tanimlanan bu plazmit
kaynakli genler diger direng mekanizmalarina oranla
daha nadir olarak gozikmekle birlikte pek ¢ok
Enterobacteriaceae Uyesinde ve P.aeruginosa izolat-
larinda tanimlanmigtir®%3), Bizim ¢alismamizda tem-
silci izolatlarin yedi tanesinde gnrB geni saptanmistir.
Ulkemizde P.aeruginosa bakterilerinde gnr genleri-
nin arastiran az sayida calisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte calismalarda gnr genlerinin hig biri
saptanmamistir®?). Ulkemizde P.aeruginosa izolatla-
rinda ilk defa belirlendigi dustnilen bu genin, farkli
genetik klonlarda yer alan izolatlarda bulunmasi dik-
kat gekicidir. Ayrica disa atim pompasinin aktif olma-
dig1 3 izolatta gnrB geninin saptanmasi, bu izolatlar-
daki direncin nedenini ortaya koymaktadir.
Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin kinolonla-
ra olan duyarliliklari tiim diinyada farkh diizeylerde
seyretmektedir. Bununla birlikte tilkemizden yapilmis
calismalarda bu direng oranlarinin % 24-35 araliginda
seyrettigi gorilmektedir. Bizim calismamizda da
buna benzer bir direng orani saptanmistir®4, Bununla
birlikte, gerek recetelenme tercihleri gerek ampirik
tedavide tercih edilmeleri gibi nedenlerin yani sira,
plazmit kaynakl diren¢ determinantlarinin izolatlar
arasi yayllim gostermesi gibi sebeplerle, kokenlerin
direnclilik durumlarinin dikkatle takip edilmesi gerek-
tigine inaniyoruz. Direncin yayilliminin ve izolatlarin
epidemiyolojik iliskilerinin ¢ok merkezli daha ylksek
izolat sayili galismalar ile arastiriimasi gerekmektedir.
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