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GIiRIS

Pseudomonas aeruginosa gunumuzin oénemli hastane kaynakli
enfeksiyon etkenleri arasinda basta gelen firsatgi patojenlerden birisidir.
Bu bakterilerin hastane ortam florasinda endemik olarak bulunduklari,
hasta tedavisinde kullanilan alet ve sivilardan siklikla izole edildikleri
bilinmektedir (29). P. aeruginosa minimal Ureme Kkosullarinda bile
Ureyebilmesi, dogada vyaygin olarak bulunmasi, degisik virulans
faktorlerinin olmasinin yani sira, dogal olarak var olan ve buna ek olarak
gelistirdigi direng¢ mekanizmalar ile oldukga énemli bir bakteridir (43).
Pseudomonaslar yogun bakim Uniteleri, yanik Uniteleri, mekanik
ventilatorler, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumlu
antibiyotik kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve bu durum
invazif enfeksiyonlara yatkinhk olusturmaktadir (22,42).

Hastane enfeksiyonlarinin %10-25'inden sorumlu tutulmaktadir (6).
Pseudomonaslarin hastane enfeksiyonlarinda o6nemli hale gelmesi
virulans faktorleri ve antibiyotik direng sorunlari nedeniyledir. Kang ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, P. aeruginosa enfeksiyonlarinda
uygunsuz antibiyotik tedavisi, mortalite acisindan bagimsiz bir risk faktoéru
olarak ortaya konmustur (28). Genis spektrumlu antibiyotiklerin hastane

icinde siklikla kullaniimaya baglamasi nedeniyle gittikge artan antibiyotik



direnci ortaya cikmaktadir. Pseudomonas aeruginosa suslarinda artan
antibiyotik direng oranlari son yillarda dikkat ¢ekici boyutlara ulagmistir.

Bu galismanin amaci Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gelen cesitli orneklerden elde edilen nonfermentatif
bakterilerin konvensiyonel olarak tlr duzeyinde tiplendiriimesi ve
Pseudomonas aeruginosa olarak saptanan bakterilerin agar dilisyon
yontemiyle ofloksasin MIK (Minimal inhibitdr konsantrasyon) degerlerinin
calisilmasi ve tum Pseudomonas aeruginosa suslarinda ofloksasin
direncinin, gyrA gen bdlgesinin dizi analizi yontemiyle molekuler olarak

tanimlanmasidir.



1 GENEL BILGILER

Pseudomonas cinsi bakterilerinin, insanlar i¢in hastalandirici
Ozellikte olan pek c¢ok turl bulunmaktadir. Bunlarin en o6nemlisi
Pseudomonas aeruginosa'dir. P. aeruginosa dogada, toprak ve sularda
yaygin olarak bulunan, kisitli besin maddesi iceren ortamlarda bile
yasayabilen firsatgi bir patojendir.

ilk kez 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda
mavi renk dedisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmis ve Bacillus
pyocyaneus ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak
adlandiriimigtir.  Piyosiyanin izolasyonu 1862'de Lucke tarafindan
yapilmigtir (70).

1882'de Fransiz eczaci Carle Gessard, yara akintilarindaki mauvi
ve yesil pigmentlere Pasteur'un kultir yontemlerini uygulayarak P.
aeruginosa'y! saf kultir halinde izole etmistir. 1886 yilinda Finkelstein adli
arastirici antemortem bir ¢ocukta, 1889 yilinda da Brill ve Libman adl
arastiricilar yetiskin kanindan P. aeruginosa'yl enfeksiyon etkeni olarak
izole etmislerdir. 1897'de Hitschman ve Kreibich, 1917'de Frenkel ve
1925'de Osler patojen bir bakteri olarak tanimlamislardir. Bakteri yillar
icinde hastane enfeksiyonlarinda giderek dnem kazanmaya baslamistir
(33,70). Kinolonlar antibiyotik segenegdinin ¢ok kisitl oldugu direngli
nonfermentatif bakteri enfeksiyonlarinda énemli bir tedavi alternatifidir.

Kinolonlar 1960’1 yillardan beri bilinen eski bir antibiyotik grubudur.
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Grubun ilk Uyesi antimalaryal ajan olan klorokininin saflastiriimasi ile elde
edilen nalidiksik asitten sonra 1980’li yillarda florlanmis kinolonlar denilen
yeni kinolonlar kullanima girmis ve cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde
basariyla kullanilmaya baglanmigtir. Bugun igin en ¢ok kullanilan
kinolonlarin basinda norfloksasin, enoksasin, ofloksasin, siprofloksasin,
levofloksasin gelmekte bunlari pefloksasin, lomefloksasin, sparfloksasin ve
moksifloksasin izlemektedir. Klinafloksasin sitafloksasin , gemifloksasin ve

gatifloksasin daha yeni tlrevler olarak denenmektedir.

1.1 SINIFLANDIRMA

Pseudomonas cinsi bakteriler Pseudomonadaceae ailesinde vyer
alirlar. 1926 yilinda Callifornia Universitesi'nde Dooren de Jong adli
arastirici, Pseudomonas turlerini, ¢esitli organik bilesiklerin karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanimina dayanan fenotipik Ozelliklerine gore
siniflandirmigtir. 1966 yilinda da Buchanon, Holt ve Lessel adlh
arastiricilar Pseudomonas turlerini fenotipik 6Ozelliklerine dayanarak
siniflandirmiglardir. ~ Gilardi'nin ~ fenotipik  siniflandirmasina  gore
pseudomonaslar yedi gruba ayrlir; fluorescent, stutzeri, alcaligenes,
pseudomallei, acidovorans, facilis-delafieldii ve diminuta'dir (98)

1973 yiinda Palleroni ve arkadaglari tarafindan gelistirilen rRNA-DNA

dizilim benzerliklerini temel alan genotipik siniflandirmaya goére ise
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pseudomonaslar bes gruba ayriimistir (23,24).

Tablo 1. Pseudomonadaceae ailesinin siniflandiriimasi

Tablo 1 PSEUDOMONADACEAE ailesinin siniflandirilmasi

rRNA grup I

Fluorescent grup
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Stutzeri grup
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina
CDC grup Vb-3

Alcaligenes grup

Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas species grup 1

rRNA grup II

Pseudomallei grup
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia cepacia
Burkholderia gladioli
Burkholderia pickettii

rRNA grup III

Acidovorans grup
Comamonas acidovorans
Comamonas terrigina
Comamonas testosteroni

Facilis-delafieldii grup
Acidovorax delafieldii
Acidovorax facilis
Acidovorax temperans

rRNA grup IV

Diminuta grup
Brevundimonas diminuta
Brevundimunas vesicularis

rRNA grup V
Stenotrophomonas maltophilia

Niikleik asit homolojisi bilinmeyen
Chryseomonas luteola

Flavimonas oryzihabitans
Sphingomonas paucimobilis
Pseudomonas-like grup 2

CDC grup WO-1
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1.2 MORFOLOJI

Pseudomonas aeruginosa duz veya hafif egri, uclari
yuvarlak, gogunlukla bir uclarinda bir veya nadiren iki ya da ug¢ tane kirpik
bulunan ve kirpiklerinden dolayi ¢ok hareketli comaklardir. Hucrenin dig
yuzey tabakasinda kapsule benzeyen glikokaliks tabakasi bulunur. Bu
tabaka alginik asit yapisinda bir polisakkarittir ve basta D-mannuronik ve
L-glusonik asitler olmak Uzere politronik asitlerden olustugu saptanmistir.
Lipopolisakkarit 2-keto-3-deoksioktonik asit ve Lipid A icermektedir (63).
Sporsuz ve fakultatif aeropturlar. Gram negatif ve 1.5-3 ym uzunlugunda
ve 0.5-0.8 um genisliginde, ciftli veya kisa zincirler halinde goérulen kolay

boyanan bakterilerdir (7).

1.3 KULTUR OZELLIKLERI

1.3.1 Pigmentleri

Pseudomonas aeruginosa’nin bakteriyolojik tanisinda onemli yer
tutan piyosiyanin, piyoverdin, piyorubin ve piyomelanin gibi pigmentleri
vardir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar ve oda i1sisinda etuve
nazaran daha iyi meydana gelirler (20). Olusturduklari bu pigmentler
onlara segici bir 6zellik kazandirmigtir (63).

Piyosiyanin, floresans vermeyen fenazin tlrevinden mavi renkte

kimyasal maddedir. P. aeruginosa bu mavi yesil renk veren ekstraselltler
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pigmenti yaparak diger Pseudomonas'lardan ayirici 6zellik kazanir. Suda
ve kloroformda eriyen bu pigment solunum yolunda bulunan siliyer
hicrelerin  fonksiyonlarini bozarak, toksik serbest radikallerin ortama
yayllmasina ve doku hasarinin artmasina yol agmaktadir (21). Ayrica
piyosiyanin  inorganik fosfatin  hicre icerisine alinmasinda rol
oynamaktadir. Piyosiyaninin antibiyotik etkisi nedeniyle E. coli,
Staphylococcus aureus ve Mycobacterium smegmatis'e bakterisidal etki
gOsterir (22). Brucella, Shigella, Bacillus anthracis, Bordetella ve Vibrio
gibi mikroorganizmalara ise bakteriyostatik etkilidir.  Piyosiyanin
pigmentinin  Uretimi King A veya pseudomonas piyosiyanin agar
kullanilarak artirilabilir. 37°C'de 5 gln inklibe edilen P. aeruginosa
suslarinin %80'i piyosiyanin olusturur.

Piyoverdin (fluoressein), fluoresans Ozellik tasiyan
Pseudomonas'larin  (P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens,
P.chlororaphis, P. cichori, P. flavescens) karakteristigidir. Bu pigmentler
sideroforlardir ve kultir ortaminda disuk demir konsantrasyonlarinda bol
miktarda Uretilirler. Fe*'in aktif transportunda rol oynar. Wood Isiginda
yesil floresans verir. Suda erir ancak kloroformda erimeyen bu pigmentin
uretimi igin King B besiyeri kullanilir. King B besiyerinde klinik izolatlarin
%70'i bu pigmenti olusturur.

Piyorubin bazi P. aeruginosa suslari tarafindan Uretilen tim pH

derecelerinde parlak kirmizi renkte, suda ¢6zinen ancak kloroformda
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¢6zunmeyen bir fenazin pigmentidir.

Piyomelanin, klinik materyallerden izole edilen P. aeruginosa suslarinin
%2-3'Unde gorllen kahverengi siyah renkte suda eriyen bir pigmenttir.
icerisinde tirozin ve fenilalanin bulunan kati besiyerinde 24-48 saatte
piyomelanin olustururlar.

P. aeruginosa kultirlerinde ; 1-hidroksifenazin, fenazin 1
karboksilat, dihidroksifenazin 1 karboksilat, piyoselin, klororafin,
oksiklororafin, klor iceren piyeluteorin gibi pigmentlere de rastlanabilinir.
Bu pigmentlerin olusumu kultir kosullarina bagh olup mutasyonla bu
Ozellikler kaybolur ya da ayni anda birgok pigment olusumu gorilebilir.
Enzim aktivitelerini arastirmak icin kullanilan besiyerleri, 30°C'de inkibe

edilmelidir.

1.3.2 Koloni Formu

Pseudomonas aeruginosa uygun besiyerlerinde 10-44°C'de
ureyebilir ancak optimum 35°C'de ve hafif alkali ortamda rer. izolasyon
icin besiyerleri 24-48 saat inklube edilmelidir. 4°C'de Ureyemezler. P.
aeruginosa'nin 42°C'de arka arkaya Uu¢ pasajda ureyebilmesi P.
fluorescens'den ayirt edici bir 6zelligidir (22). Sivi besiyerinde yuzeyde zar
meydana getirerek yogun ve homojen bir Ureme gosterir ve zarin hemen

altinda mavi yesil pigment gorulur.
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Kati besiyerinde P.aeruginosa degisik koloni formlari gdsterir.
Bunlardan Tip | koloni sekli, 2-3 mm ¢apinda yuvarlak, yassi, mat yuzeyi
olan, orta kismi siskin, beyaz renkli, fluoresans oOzellik godsteren ve
besiyerinin her tarafina yayillan mavi yesil renkte pigmentleri gorulen
kolonilerdir. Bu tip kolonilere daha ¢ok klinik drneklerde karsilasilir. Tip Il
koloniler cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen ve Tip | kolonilere
gore daha kuglk, kabarik, konveks ve duzensiz koliform kolonilerine
benzeyen kolonilerdir. Tip lll koloniler mukoid goérunumld kolonilerdir ve
bunlar bir dis mukoid polisakkarit alginati Greten, 6zellikle kistik fibrozisli
hastalarin solunum yollarindan izole edilen P. aeruginosalarin
olusturduklari R kolonilerdir. P.aeruginosa'da mukoid morfotip, susun
aljinat (mukoid ekzopolisakkarit) Uretmesine bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Aljinat polimannuronik poliguluronik asitten olugan bir
heteropolisakkarit olup, Kkistik fibrozis'te kotl prognozu gosteren bir
antijendir (28).

Aljinat biyofilm ayni zamanda antimikrobiyaller igin polianyonik bir
bariyer olusturur ve ila¢ direncine yol agmaktadir. Ozellikle B-laktam
antibiyotiklerin  hudcre igcine penetrasyonunu Onleyerek tedaviyi

guclestirmektedir (28,30).

P. aeruginosa'nin virulans faktort hemolizinleri olan kodkenleri %5
oraninda koyun kani igceren besiyerinde beta hemoliz yapan, diz, basik,

kenarlari purtdkld buzlu cam gérinumiande koloniler yaparlar. Mc Conkey
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besiyerinde mavi yesil koloniler olustururlar. Kultirde triptofan 2-
aminoasetofenon Uretimine bagl olarak karakteristik bir aromatik meyve

kokusu vardir.

1.3.3 Biyokimyasi

P. aeruginosanin oksidaz ve katalaz testleri pozitiftir. Diger
Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinden oksidaz testinin pozitif olmasiyla
ayrilir. P. aeruginosa zorunlu aeroptur ancak ortamda nitrat varsa bunu
terminal elektron alicisi olarak kullanirsa anaerop ortamda da Ureyebilirler.
Toprakta ve hastane ortamlarinda canlihdini koruyabilmesi nitratlar
kullanabilmesi ile aciklanir. P. aeruginosa yaklagik 80 kadar organik
bilesigi kullanabilme 6zelligi vardir. Glikozu ve bazi karbonhidratlar
oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar. Laktoz ve sakkarozu kullanamaz,

nisastaya etki edemezler. Sitrat pozitif olup metil kirmizisi ve Voges

proskauer testleri negatif sonugc verir. indol ve H.S yapmazlar. Nitrati nitrite
cevirip lizin ve ornitini dekarboksile edemezler. Ureyi amonyaga cevirirler.
Jelatin ve koagule plazmayi eriterek pargalarlar. Tetrazolium tuzlarini ve
seleniti redikte edip metilen mavisini ve prontosilin rengini giderirler

(25,26,27).
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1.4 PATOGENEZ

P. aeruginosa saglikh insanlarda saprofit olarak bulunur ve
hastaliga nadiren sebep olur. Yanik, kanser kemoterapisi, HIV
enfeksiyonu, noétropeni gibi normal savunma mekanizmalarinin bozulmasi,
uzun sureli genis spekturumlu antibiyotik kullanimiyla, driner kateter,
endotrakeal entlibasyon gibi savunma mekanizmalarin bozuldugu
durumlarda enfeksiyona neden olurlar (31). Buna “oportunistik aderans”
adi verilir. Bu pseudomonas cinsi bakteri enfeksiyonlarinin patogenezinde
onemli bir baslatici adimdir.

Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve
sistemik yayillm olmak Uzere U¢ asamada geligir. Cilt ve mukoza
yuzeylerine kolonize olan bakterilerin yayiliminda virilans faktorleri,
konadin immun direnci ve fiziksel savunma mekanizmalari dnemli yer
tutar. Hastallk herhangi bir devrede durabilir. Ornegin enfeksiyon
kolonizasyon asamasinda kalabilir ya da sistemik enfeksiyona kadar

ilerleyebilir (32,33).

1.4.1 Virulans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa'nin virilansindan sorumlu gesitli yapisal

ve hlcre disi enzimleri bulunmaktadir. Piluslar, polisakkarid kapsdul,
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lipopolisakkarit, ekstrasellller proteaz, hemolizin, ekzotoksin A, ekzoenzim
S, noéraminidaz, sitotoksin, piyosiyanin ve enterotoksin gibi pek c¢ok
virulans faktorler dretir (22).

Pili ve fimbrialar, konak epitel hucrelerinin yizeyinde bulunan sialik
asitsiz gangliosid (GM-1) reseptdrlerine tutunmayi saglar. Pililer en énemli
adherans faktorudur (32).

Polisakkarid kapsul; glikokaliks, ekzopolisakkarit ya da aljinat olarak
da adlandirlan bu kapsuler yapi, mannuronik ve glukuronik asitten olusur.
Bu karbonhidrat bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir ve konak
savunmasindan bakteriyi korur. Kapsul hem adezyon faktéri hem de
antifagositer olarak iglev goérur ve immunojeniktir. Masin salgilanmasi,
bakterinin fagositozdan korunmasi, aminoglikozidler basta olmak Uzere
antibiyotiklerin bakterisidal aktivitesinin azalmasi ve biyofilm tabakanin
olusmasi gibi islevleri vardir. in vitro calismalarda ekzopolisakkaritlerin
varligi kati besiyeri ortaminda mukoid koloni, sivi besiyeri ortaminda ise
viskoz bir gérunum ile tespit edilmektedir (32).

Biyofilm 6zelligi gosteren ekzopolisakkaritler, bakteriyi deterjanlara
ve antibiyotiklere kargi direncli hale getirirler. Ayrica biyofilm bakteriyi
yalnizca dig ortamdan koruyarak yasayabilmesi i¢in dedil ayni zamanda
genetik dzelliklerinin korunmasinda ve genetik bilgi degisiminde de daha
iyi ortamlar hazirlanmasinda islev gorur. Kistik fibrozisli hastalarda

P.aeruginosa kolonizasyonu kronik hale geldikge susun mukoid morfotipe
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donustagu, lipopolisakkarit yapidaki O antijenlerini ve flajellerini kaybettigi
ve serum duyarli hale geldigi saptanmistir. Mukoid morfotip, susun aljinat
(mukoid ekzopolisakkarit) Uretmesine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir ve
sikhkla kistik fibrozisli hastalarin balgamlarindan izole edilir. Kistik
fibrozis'de mukoid fenotipte P. aeruginosa ile kolonizasyon gelistiginde,
agressif  antibiyotik tedavisine ragmen bu sus akcigerlerden
temizlenememektedir. Aljinat varliginda P.aeruginosa biofilm matriks
icinde mikrokoloniler olusturmaktadir. Aljinat hem kemotaksisi inhibe
etmekte, hem de bakteri ylzeyinde veya aljinat biyofilm iginde toplanan
opsoninler bir dl¢gide sakli kaldiklarindan fagositik hucreler tarafindan
taninamamakta bdylece fagositoz da dnlenmektedir (38). Aljinat biyofilm
ayni zamanda antimikrobiyal ajanlar i¢in polianyonik bir bariyer
olusturmakta béylelikle ila¢ direncine de yol agmaktadir. Ozellikle B-laktam
grubu antibiyotiklerin hlcre igine penetrasyonunu o&nleyerek tedaviyi
guclestirmektedir.

Lipopolisakkarit; Arasidonik asit metobolitlerinin Uretimini sitimule
ederek ates, sok, dissemine intravaskiler koagulasyon ve metabolik
degisikliklerle karakterize septik sok sendromuna neden olur (32).
Lipopolisakkarid yapisindaki polisakkarid O yan zincirini kaybeden suslar,
komplemana duyarli hale gelirler ve invazif enfeksiyon, bakteriyemi
olusturabilme yeteneklerini kaybederler (21).

Ekstrasellller proteazlar ( Elastaz-alkalin proteaz) : Elastaz enzimi
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elastin iceren doku hasarindan sorumludur. 1gG ve IgA yikimi, kompleman
parcalanmasi, interferon gamma ve tUmor nekrotizan faktor (TNF)'nin
etkisizlestiriimesi ile birlikte akciger parenkim hasarina ve pseudomonas
sepsisinin karakteristik deri bulgusu olan ektima gangrenozumuna neden
olur. Notrofil kemotaksisini engeller. Bakterilerin yayihimini artirir. Kronik
pseudomonas enfeksiyonlarinin ¢ogunda elastaza kargi antikor oldugu
saptanmistir. Alkalin proteaz proteinleri sindirerek doku nekrozunu
baglatan guclu bir antikoagulan etkiye sahip tUmor nekrotizan faktor
(TNF)'inde iginde oldugu ¢ok sayida sitokini inaktive eden bir enzimdir. Her
iki proteaz deride, akcigerde ve kornea'da nekrozlar yapar (27,32,41).

Hemolizinler; P. aeruginosa iki ¢esit hemolizin yapar. biri 1siya
duyarl fosfolipaz C, digeri i1stya dayanikli bir glikopeptiddir. Fosfolipaz C
surfaktantin bir bolima olan fosfatidilkolini parcalayarak, pulmoner
atelektazinin gelismesine neden olurlar. Isiya dayanikli glikopeptid olan
rhamnolipid ise solunum yollarindaki mukosiliyer aktiviteyi inhibe eder.
Siliyer aktivitenin azalmasi ve alt solunum yolu enfeksiyonlarinin
olusmasindan sorumludur (32,41). Bu iki hemolizin sinerjik hareket
ederler, lipidleri ve lestini pargalayarak doku invazyonuna yardimci olurlar.
Protezlar gibi hemolizinler de nekroz yaparak, enfeksiyon etkeninin doku
invazyonuna yardim eder (21).

Ekzotoksin A, 613 aminoasitten olugan hicre digi bir enzimdir.
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P.aeruginosa'nin en énemli virllans faktorudur ve adenozin difosfat (ADP)
riboziltransferazdir. P. aeruginosa'nin klinik izolatlari tarafindan Uretilen
difteri benzeri bir toksindir. Memeli protein sentezini nikotinamid adenin
dinukleotid (NAD)'In adenozin difosfat(ADP) riboz pargasini elongasyon
faktor 2 (EF 2) ile kovalent baglanmasini saglayarak, polipeptid uzatma
basamaginda bu faktorin katalize etme 6zelligini inaktive eder (39). Lokal
nekroza ve enfeksiyonun sistemik yayllmasina neden olur. Bakterinin
ekzotoksin A salgilamayan mutant suslari, salgilayanlara oranla daha hafif
siddette hasara neden olmaktadir(21,32).

Ekzoenzim S; Cift yonlu bir sitotoksindir. Ekzoenzim S'in karboksi
ucu, kultir hucrelerinde eksprese olabildiginden Ekzotoksin A gibi
sitotoksik etkisi olan ADP riboziltransferaz zincirinden olugur (40).
Guanozin trifosfat baglayan proteinleri ribolize eder. Ekzoenzim S, P.
aeruginosa'nin tip lll sekresyon aygiti denilen transmembran proteinleri
dizisi yoluyla bakteriyel sitozolden konakgi hicre sitoplazmasinin igine
dogrudan sunulur. Bu sure¢ dogrudan hucre temasini gerektirir (39).
Bakterilerin yayilmasini ve invazyonunu kolaylastirir ve virilansi yuksek
suslarda gugli nekrotik etkisi vardir (32). Spesifik olarak yanik yaralari
Uzerinde ve akcigerde enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Noéraminidaz, Pseudomonas cinsi bakteriler siyalik asidin olmadigi
gangliosid reseptorlerine dncelikli bagdlanirlar. Noéraminidaz da siyalik asidi

uzaklastirarak pilinin GM-1 reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir(32).
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Sitotoksin (l6kosidin): Bu 25.000 mol agirliginda bir proteindir.
Okaryotik hiicelere sitotoksik etkisi vardir. Sitopatik etkisi nedeniyle
I6kosidin olarak adlandirilir. Notrofil ve Idkositlerin fonksiyonlarini bozar,
akut akciger hasarinin patogenezinde rol alir(21).

Piyosiyanin;  Solunum yolunda bulunan siliyer hucrelerin
fonksiyonlarini bozarak, toksik serbest radikallerin ortama yayilmasina ve
doku hasarinin artmasina yol agar. Akcigerde oksidatif ve noétrofil baglantili
doku hasarindan sorumludur(21,32).

Enterotoksin; Normal gastrointestinal  aktivitenin  kesintiye

ugramasina neden olarak diyareye yol agar(32).

1.4.2 Plasmidleri, bakteriyosinleri, fajlari

Pseudomonaslarda ¢ok sayida plazmid bulunmaktadir. Bakterilerin
icinde ve kromozomlarin disinda bulunabilen DNA yapisinda, iginde
bulunduklari bakterilere bazi 6zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri genetik
olarak kontroli altinda tutan 4-400 kilobazlik elementlere plazmid denir.
Plazmid ciftt iplikli, kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalan, kromozom disi
genetik elementlerdir. Bunlar metabolizma ile ilgili olaylarda ve c¢esitli
antibiyotiklere diren¢ kazanmada rol alirlar. Antibiyotik direncinin hizla
yayllmasina yol acgabilirler. Birgcok Pseudomonas turu, yuzlerce cgesit

organik bilesigi karbon kaynagi olarak ozellikle toluen, oktan gibi zehirli
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organik bilesikleri kullanmaktadir. Bu metabolik yetenek, degredasyon
plazmidleri tarafindan saglanir. Her bir plazmid, bu bilesikleri yikmaya
yarayan bir veya daha fazla metabolik yolda gorevlidir. Bu tipteki bazi
plazmidler, bakteriye sentetik bilesikleri yikma yetenegi kazandirr.
Pseudomonaslarda diren¢c plazmidleri bulunmaktadir. Enterik
bakterilerden ya da diger pseudomonas suslarindan kazanilan direng
plazmidleri ile ¢ogu Pseudomonas ¢oklu direng 06zelligine sahiptir.
Pseudomonas aeruginosa, konakgl siniri genis plazmidler olarak
adlandirilan Inc P1 inkompatiblite gruplarindaki self transmissible R
plazmidleri tasir. Bu plazmitler ¢gok sayida bakteri tirlne transfer edilebilir.
Plazmizidal kinolon direnci ilk kez 1998 yilinda bildirilmis ve plazmid
uzerinde kodlanan Qnr adl bir proteinin DNA girazi kinolonun etkisinden
koruyarak dirence yol actigi gosterilmistir. Bu geni iceren plazmid 18 Ulke
ve ABD'de 24 eyaletten 350 gram negatif bakteri incelendiginde sadece
ABD'de Alabama Universitesinde 1994 yilinda 6 ay icinde izole edilen
suslarda  bulunmustur (99). Pseudomonas aeruginosa suslari
bakteriyosinler Uretir ve bunlar ayni tartn diger suslarini éldurtct etkiye
sahiptir. P. aeruginosa bakteriyosinleri pyosin adini alir. Brandy'in 1967
yilinda yaptigi siniflandirmaya gore P. aeruginosa 'nin bakteriyosinleri S
ve R tipindedir. S tipi sekilsiz gorinimllu ve proteolitik enzimlere duyarli, R
tipi faj kompenentleri yapisinda ve proteolize duyarli degildir. P.

aeruginosa pyosini kromozamal genler tarafindan spesifiye edilir.
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Bakteriyosin tiplendiriimesinde, duyarl indikatér suslara kargi bilinmeyen
bir organizmanin ekstrakti ya da bilinen bakteriyosinlere karsi bilinmeyen
susun duyarhligi denenir. P. aeruginosa'da 35-40 kadar stabil piyosin tipi
belirlenmistir.

P. aeruginosa'da birgok litik faj identifiye edilmistir ve bu fajlarin
morfolojik gesitliligi dGnemlidir. Ayni O grup P. aeruginosa suslari arasinda
ayrim yapmak igin faj tiplendirme teknigi kullanilir. Faj tiplendirmesinde
test susu Uzerine bilinen faj suspansiyonlari damlatilarak inkiibasyondan

sonra lizis saptanir.

1.4.3 Pseudomonas aeruginosa'da "¢ogunlugu algilama-

quorum sensing”

Kelime anlami olarak “quorum sensing” hicre yogunluguna bagimi
gen ekspresyonunun kontroll olarak agiklanabilir. Bu tir iletisimin esasi,
bakteri hicresinin otoindukleyici olarak islev goren bazi sinyal molekulleri
sentezleyerek c¢evresinde bulunan ayni tlirden diger bakterilerin
sayisini/yogunlugunu izlemesine dayanmaktadir (58). Hucre digi virulans
faktorlerinin ¢cogunun uretimi ve salinimi quorum sensing (QS) olarak
adlandirilan  bir hdcre hicre sinyal sisteminin  kontrolindedir.
Pseudomonas aeruginosa bakterisi tarafindan salinan lakton ve diger

sinyal molekulleri yoluyla bakteriyel populasyon , c¢evresini algilama,
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iletisim ve kendi yogunlugunu ayirt etme 6zelligine sahiptir. Bu dizenleyici
sistem hucre yogunluguna bagl bicimde koordine olarak P. aeruginosa'nin
hicre disi virllans faktorlerini Gretmesine izin verir ve patojene karsi
savunma mekanizmalari Ustinde onemli avantaj saglar (39).

QS molekilleri Pseudomonas virtlans genlerinin ekspresyonunu
artirmalarina ilave olarak, konagin immun yanitini da etkileyerek daha
invaziv enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir (37).
Bakteri hicresinde virllans genlerinin ekspresyonunun engellenmesinin
ve bu sayede bakteri virGlansinin azaltilmasinin enfeksiyon hastaliklarinin
onlenmesi ve tedavisinde 6nemli bir strateji olabilecedi kabul edilmektedir

(58).

1.4.4 Epidemiyolojisi

Pseudomonas aeruginosa c¢ogunlukla toprak, su ve organik
maddeler gibi kisith besin maddeleri bulunan ortamlarda yasayabilen
firsatgl bir patojen bakteridir. Ozellikle nemli ortamlarda kolaylikla
Ureyebilir. Hastane ortamlarinda ki solunum cihazlari, endoskoplar,
enflzyon cihazlari, damar ici kataterler, lavobalar, duslar, paspaslar,
temizlik solisyonlari ve gicekler olasi enfeksiyon kaynaklaridir (21). Farkh
fiziksel kogullara ¢ok kolay uyum saglar. P. aeruginosa enfeksiyonlarinin

cogu hastaneden kazanilir. insanlarin normal florasinda da bulunabilir.
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Hastane disindaki veya hastaneye bagvuran Kkisilerde dusik oranda
bulunur. Deride % 0-2, burun mukozasinda %0-3, bogazda % 0-6, diskida
% 2.6-24 arasinda bulunur. Yogun bakim Uniteleri, yanik tniteleri, mekanik
ventilatorler, kanser kemoterapisi uygulanan veya genis spektrumiu
antibiyotik kullanilan birimlerde daha fazla kolonize olur ve bu durum

invazif enfeksiyonlara yatkinhk olusturmaktadir(22,42).

1.4.5 Kilinik

Pseudomonaslar ylzeyel deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar
farkl klinik tablolara sebep olabilen, yliksek morbidite ve mortalitesi ile
onemli bir insan patojenidir (44). Pseudomonaslar oncelikli olarak
nozokomiyal patojen olup, saglikli insanda nadiren hastalik olusturur.
Ozellikle hastane ortaminda, bagisiklik ve savunma sistemleri bozulmus
insanlarda firsat buldugunda her sistem ve organda enfeksiyon
olusturabilir. Pseudomonaslarin en sik neden oldugu enfeksiyonlar,
noétropenik hastalarda, mekanik ventilasyon destedindeki hastalarda ve
kistik fibrozlu hastalarin akut alevlenmelerinde gdrtlen pndmoniler,
notropenik hastalar ve HIV enfeksiyonunu da iceren bagisikhigr kirilmig
hastalardaki bakteriyemiler, yanik sonrasi gelisen yanik yarasi
enfeksiyonlari, diyabetik hastalarda ve yulzuculerin kulaginda gelisen

malign otitis media, santral sinir sistemi enfeksiyonlari, kontakt lensler ile
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endoftalmit ve keratit, idrar yolu enfeksiyonlari, ortopedik enfeksiyonlar,
intravenodz ila¢ kullananlarda dodal kapak endokarditi ve prostetik kapak

endokarditi olarak sayilabilir.

1.4.5.1 Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Pseudomonas'a bagli akciger hastaliklari en fazla kronik akciger
hastalarinda ve bagisiklik sistemi zayiflamis kigilerde goértulmektedir.
Primer pnomoni, duyarli hastalarda kolonize olan P. aeruginosa'nin
aspirasyonu ile gelisir ve ventilatorle iligkili pnémonilerde 6nemli bir
etkendir. P. aeruginosa'nin neden oldugu nozokomiyal pndmonilerde
mortalite oranlari olduk¢a ylUksektir.. Brewer ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir gcalismada mortalite orani %38 olarak bildirilmistir (68). Toplum
kokenli pnémonilerde ise nadiren etken olarak izole edilir. Bakteriyemik
pnémoni ise solunum yolu enfeksiyonu olarak baslar fakat primer
pndémoninin aksine tipik olarak noétropeni, ¢ok gegmeden kan akimi
invazyonu ve akcigerde lezyonlar olusturan metastatik yayilim gosterir.
P.aeruginosa'ya bagh alt solunum yolu enfeksiyonlari ¢ogunlukla aljinat

ureten mukoid turler ile olur (21,22).

1.4.5.2 Bakteriyemi
Kaynagi bilinmeyen ya da ekstravaskuler bir kaynagdin varliginda

gerceklesebilen hastane kaynakl bakteriyemilerin en sik nedenlerinden
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birisi P. aeruginosa'dir. P. aeruginosa bakteriyemileri oldukga agir ve
Ozellikle bagisikligr kinlmis hastalarda mortalitesi yuksek enfeksiyonlardir.
Hastanin yasi ve enfeksiyonla iligkili faktorlere bagli olmak tGzere mortalite
oranlari %20-70 arasinda degismektedir. Wisplinghoff ve arkadaslarinin
yaptiklari bir ¢alismada nozokomiyal P. aeruginosa bakteriyemilerinde
mortalite orani %36 olarak saptanmistir. Notropenik olgularda mortalite
orani %48, notropenik olmayan hastalarda ise %31 olarak bulunmustur
(68). Toplum kokenli P.aeruginosa bakteriyemisi ise olduk¢a nadir

gériilmektedir (21,22).

1.4.5.3 Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

P. aeruginosa'nin sebep oldugu deri enfeksiyonlari birincil olarak
ektima gangrenozum, subkitan noduller, veziklller, buller, seluliti kapsar.
ikincil deri lezyonlari ise nétropeni, yanik, dekiibit Glserleri, nemli ortamlara
maruz kalma esnasinda gelisebilir. Yanik yara sepsisi de P.

aeruginosa'nin sebep oldugu ciddi bir komplikasyondur.

1.4.5.4 Kulak Enfeksiyonlari

P. aeruginosa normal kulakta nadiren bulunmasina ragmen
yaralanma, maserasyon, inflamasyon ve nem varsa dis kulak yolunda
siklikla yerlesir. lyi seyirli akut enfeksiyonlara ve malign eksternal otit gibi

kronik ciddi enfeksiyonlara da neden olabilir. P.aeruginosa kronik stpuratif
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otitis media’li gocuk ve yetiskinlerin orta ve dis kulak yolundan en sik izole

edilen bakteriyel patojendir (31,47).

1.4.5.5 Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Genellikle immunsupresyon ve lokal savunma mekanizmalarinin
bozuldugu durumlarda gelisir. P. aeruginosa, santral sinir sistemine
malign eksternal otit veya sinuzit gibi lokal bir odaktan, direkt kafa
travmalari ve cerrahi sirasinda direkt inokllasyon ile ya da endokardit gibi
uzak bir odaktan hematojen yol ile ulasabilir. Enfeksiyon menenijit ya da

beyin apsesine neden olabilir.

1.4.5.6 Goz Enfeksiyonlari

Bakteriyel keratit veya korneal Ulser ve endoftalmite neden olur.
P.aeruginosa kornea igin en dnemli patojen olup 24-48 saat icinde keratit
olusturmaktadir. Keratit olusumunda ki risk faktorleri, uzun sdreli yumusak
lens kullanimi, yanik yaralarin bulunmasi, uzun sure komada kalma,okuler

Isin tedavisi ve AIDS'dir.

1.4.5.7 Uriner Sistem Enfeksiyonlari
P. aeruginosa ile Uriner sistem enfeksiyonlari ¢ogunlukla
kateterizasyon, sonda veya cerrahi girisime bagl olarak hastane kdkenli

ve iyatrojeniktir. Uretradan komsulukla olabilecegi gibi primer bir odaktan
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bakteriyemi ile de gelisebilir.

1.4.5.8 Ortopedik Enfeksiyonlar

En c¢ok eklem protez ameliyatlarinin komplikasyonu olarak
karsimiza gikarmaktadir. Ayrica pelvik genitouriner cerrahi sonrasi, arag igi
veya disi trafik kazalari sonucu olusan agik kiriklar, komplike idrar yolu
enfeksiyonlari, diyabetik ayak ulserleri ve delici kesici yaralanmalar ile

birlikte de gorulebilir.

1.4.5.9 Endokardit
Protez kapak endokarditine sebep oldugu gibi enjeksiyon ilag
kullananlarda dogal kalp kapaklarini da infekte edebilir. Protez kapak

endokarditi hizh seyirli, prognozu kétu bir enfeksiyondur.

1.4.5.10 Gastrointestinal Enfeksiyonlar

Kemoterapi alan ndtropenik hastalarda P.aeruginosa
bakteriyemisinin gelisiminde ana giris yolu gastrointestinal sistemdir.
Enfeksiyon en ¢ok gastrointestinal kanal boyunca gorulebilmekle beraber
en sk ¢cekum ve rektumu tutar. Yeni dogan c¢ocuklarin olumayle

sonuglanan epidemik ishale neden olur.

1.4.5.11 AIDS Hastalarinda Enfeksiyon

P. aeruginosa enfeksiyonlari AIDS hastalarinda gozlenebilir. Birgok
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vakada enfeksiyon toplum kokenlidir. Bakteriyemi siklikla goézlenir ve
enfeksiyonlarin en sik tespit edilen giris yerleri akcigerler ya da damar igi

kateterlerdir.

1.5 Antimikrobiyal Diren¢

Genis spektrumlu pek ¢ok antibiyotigin yaygin olarak kullaniimasi
sonucu Pseudomonas aeruginosa'da antibiyotik direnci gunimuizde
onemli bir sorun olusturmaktadir. P. aeruginosa birgok antibiyotige ylksek
oranda direng gostermekte ve bu nedenle etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde gugcliklerle karsilagsilmaktadir (29). Toplumdan kazaniimis
P.aeruginosa izolatlari genellikle antipseudéomonal penisilinlere (tikarsilin
ve piperasilin), aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin, amikasin),
siprofloksasine, sefoperazona, seftazidime, meropeneme ve imipeneme
duyarlidir. Antistafilokokkal penisilinler, sulbaktam-ampisilin, ampisilin,
amoksisilin, amoksilin-klavulanik asid, 1. ve 2. kusak sefalosporinler,
sefotaksim, seftriakson, trimetoprim sulfametaksazol, nalidiksik asid’e
dogal olarak direnglidir. Pseudomonas aeruginosa genetik olarak birgok
antibiyotige dogal olarak direngli olmasinin yani sira kemoterapi sirasinda
da gogul direngli suslar ortaya gikabilmektedir (45,46). Ozellikle yogun
bakim birimlerinde hemen her antibiyotige ylksek oranda diren¢ gosteren

ve c¢oklu ilag diren¢ sorunu tasiyan onemli nozokomiyal bir patojendir.
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Karbapenemler dahil beta-laktamlarin gogu, aminoglikozitler ve kinolonlara
karsi direng %40’dan fazladir. P.aeruginosa, piperasilin tazobaktama bile
%35 oraninda direng gostermektedir. Bazen panrezistan kokenlerle
karsilagiimaktadir (48).
Bakterilerin antimikrobik ilaglara kargi gosterdigi biyokimyasal
direng mekanizmalari Gg¢ grup altinda toplanabilir.
1. llacin hedefinde degisiklik olusturulmasi
2. ilacin enzimatik inaktivasyonu
3. Hucreye giren veya biriken ila¢g miktarinin azaltilmasi
a) Permeabilitenin azaltilmasi

b) Aktif pompalama ile ilacin digari atilmasi

Bakteriler bu mekanizmalardan bir kagini ayni anda kullanarak farkl

etki mekanizmalarina sahip antibiyotiklere diren¢ kazanabilmektedir.

1. ilacin Hedefinde Degisiklik Olusturulmasi

Hedefteki degisiklik sonucu direng gelisimi en sik goérllen direng
mekanizmalarindan biridir. ilaglarin baglandigi hedef bélgeler gesitli
enzimler ve ribozomlardir. Bu hedeflerde tek bir mutasyon sonucu ilaca
baglanma oOzelligi dusik, yeni bir hedef olusumu meydana gelir.
Ribozomal hedefte degisiklik ile ilgili diren¢ en fazla makrolid grubu

antibiyotiklerde go6zlenmektedir. Hedef yapisindaki dedisiklikler, beta
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laktam, kinolon, glikopeptid, makrolid, tetrasiklin ve rifampisine direng
gelisiminde énemlidir.

Bazi bakteriler hedef degdisimlerinden farkl olarak ilaca duyarl
hedefe gereksinimi ortadan kaldiracak yeni bir metabolik vyol
gelistirebilirler.  Ornegin, Trimetoprim/siilfametoksazol kombinasyonu,
bakterinin yasamsal 6nemi olan kromozomun replikasyonununda rol
oynayan enzimleri inhibe eder. Bakteriler folat sentez etme yerine

ortamdan hazir folat alarak alternatif bir metabolik yol kullanabilmektedir.

2. ilacin Enzimatik inaktivasyonu

llacin enzimatik inaktivasyonu antibiyotigi parcalayan ya da
modifiye edici enzimler olusturarak meydana gelir. Gram negatif ve gram
pozitif bakteriler antibiyotikleri pargalayan enzimler sentezler. Bu grupta
beta laktam grubu antibiyotikleri pargalayan beta Ilaktamazlar,
aminoglikozidlerin yapisini modifiye eden asetilaz, adenilaz ve fosforilaz
enzimleri, kloramfenikoll pargalayan kloramfenikol asetil transferaz ve

eritromisini inaktive eden eritromisin esteraz bulunur (45,69).

3. Hiicreye Giren veya Biriken ilag Miktarinin Azaltiimasi
ic ve dis membran permeabilitesindeki degisikliklere bagh olarak
ya ilacin hicre igine alinimindaki azalmadan ya da hizla disari atilmasini

saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanmaktadir.

33



a) Permeabilitenin azaltiimasi

Antibiyotiklerin etkili olabilmesi icin bakteri hlicresine penetre olmasi
gerekmektedir. Beta laktam antibiyotikler sitoplazmik zarin dis ylzeyine,
aminoglikozidler ise hucre icine ulasmasi gereklidir. Gram negatif
bakterilerde antibiyotiklerin hicre igine girmesi, dis membrandaki porinler
araciligi ile olur. Mutasyonlar ile dis membran porinlerindeki degisim
sonucu gegirgenlik azalir ve direngli suslar ortaya c¢ikar. Ornegin,
P.aeruginosa'da OprD porindeki degisim sonucu karbapenem direnci
ortaya cikar. Dis zar gecirgenligi kinolon ve aminoglikozid direncinde
onemli rol oynar (45,69).

b) Aktif pompalama ile ilacin digari atilimasi

Antimikrobiyallerin htcre disina atilimini saglayan aktif pompa
sistemi ilk kez Tetrasiklinler igin belirlenmistir. Aktif disa pompalama
sistemleri yapisal olup normalde duzenleyici genler ile kontrol altindadir.
Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa pompalama sistemlerinin asir
¢alismasini ve antimikrobiyallerin de disari atiimasina neden olur.
Pseudomonaslarda beta laktamazlardan sonra en &nemli direng
mekanizmalari aktif disa pompalama sistemleridir. GUnimuzde aktif disa
pompalama sistemleri en iyi P. aeruginosa 'da arastiriimigtir (48, 49).
P. aeruginosa’da MexAB-OprM, MexCD-Oprd, MexEF-OprN, MexXY-
OprM aktif disa pompalama sistemleri tanimlanmigstir. MexAB-OprM aktif

disa pompalama sistemi en iyi tanimlanmis olanidir. Aktif pompalama
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sistemi ile kazanilan direng ¢ogul diren¢ genine sahip fenotipler olusturur.
MexAB-OprM aktif pompalama sistemi imipenem hari¢ tim beta
laktamlara ve kinolonlara diren¢ olusturmasi ile énemlidir. MexCD-OprJ
aktif pompalama sistemi 4. kusak sefalosporinlere diren¢ olusturur.
MexEF-OprN aktif pompalama sistemi karbapenemlerde de dirence neden

olabilir ( 48,49).

Diger Ajanlara Direng

Ozellikle yogun bakim birimlerinde hemen her antibiyotige yiiksek
oranda diren¢ gosteren ve ¢oklu ila¢ diren¢ sorunu tasiyan P.aeruginosa
pek c¢ok antiseptik ve dezenfektana karsi da ylksek seviyeli direng
gosterir. Bu sorun ilk kez 1950’lerde birka¢ hastaneden seyreltiimis sulu
benzalkonyum klorir solisyonunda Pseudomonas kontaminasyonunun
bildiriimesiyle tanimlanmistir. Bazi suslar, benzalkonyum klordr,
klorheksidin, setrimid, fenolik dezenfektanlar, iyodofor dezenfektanlar ve
kuvaterner amonyum dezenfektanlarin rutinde kullanilan dilisyonlarina
direngli olduklarn saptanmistir. Poloksamer-iyot ve povidon-iyot igeren

ticari preparatlar P.aeruginosa kontamine edebilmektedir.
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KiINOLONLAR

insanoglunun bakterilerle olan savasinda son yillarin en gézde
antibakteriyel ajanlari arasinda yer alan kinolonlar; aslinda 1960 ‘li
yilllardan beri bilinen eski bir antimikrobik grubudur. Bu grubun ilk Uyesi,
antimalaryal bir ajan olan klorokinin saflagtiriimasi esnasinda elde edilen
ara urinden dretilen yapisinda flor iceren nalidiksik asittir . Nalidiksik asit
dar spektrumlu ve yan etkisinin fazla olmasi nedeniyle kullanimi gram
negatif bakterilerin neden oldugu Uriner sistem enfeksiyonlari ile sinirli
kalmistir. Ancak daha sonraki yillarda nalidiksik asite kargi bakterilerin
kolay diren¢ olusturamamasi ve bu bilesigin 6zellikle plazmid kokenli
dirence duyarsiz olusu dikkatleri tekrar bu grup Uzerine toplamistir.
Kinolonlarin esas yapilarini 1. pozisyonunda nitrojen ve 4. karbona ift
bagla bagl oksijen igeren ikili halka olusturur. Bunlardan birinci halkanin 3.
karbonuna karboksilik asit baglhdir. 6. pozisyonda bazilarinda 8.
pozisyonda flor vardir, 7. karbona piperazinil halkasi baghdir (56).
Ozellikle 1980'li yillardan sonra gelistirilen florokinolonlar veya 4-kinolonlar
adi verilen yeni kinolon turevleri nalidiksik asite gore daha genis etki alani,
daha iyi in vitro etkinlik ve daha iyi farmakokinetik 6zellikleri ile gok degisik
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin ve etkin olarak kullaniimaya baglanmis
yeni ajanlardir. Kinolonlar arasindaki antibakteriyel etkinlik, farmakokinetik

ve bazi yan etkiler yoénunden farkhliklar kimyasal yapilarindaki

36



farklihklardan kaynaklanmaktadir. Kinolonlar sentez edildikleri siraya ve

antimikrobiyal etkinliklerine gore dort gruba ayrilir (51).

Tablo 2. Kinolonlarin siniflandiriimasi

1.Kusak

Nalidiksik asit
Oksolinik asit
Sinoksasin
Piromidik asit
Rosoksasin
Pipedimik asit

Flumekin

2.Kusak

Siprofloksasin
Ofloksasin
Pefloksasin
Norfloksasin
Enoksasin
Fleroksasin

Lomefloksasin

3.Kusak

Levofloksasin
Grepafloksasin
Sparfloksasin

Temafloksasin

4. Kusak

Moksifloksasin
Gatifloksasin
Gemifloksasin
Sitafloksasin
Clinafloksasin

Travofloksasin
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Etki Mekanizmasi

Kinolonlar bakteri hucresinde DNA sentezini bozarak etkilerini
gosterirler ve konsantrasyon bagimli bakterisidal etkilidirler. Cok ylUksek
konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini inhibe ederler. Hicre igine
basit difizyon ile giren kinolonlarin temel hedefleri, DNA’nin negatif
supersarmal olusturmasini katalizleyen ve bir ATP bagimh tip || DNA
topoizomeraz olan DNA giraz enzimi ve DNA replikasyonu sonrasinda
hicre bolinmesinden sorumlu Topoizomeraz IV enzimleridir. DNA giraz
ilk kez 1976 'da Gellert ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. DNA
giraz gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki adet A ve iki adet B alt
Unitesinden olusan heterotetramer yapida bir proteindir. A alt birimi
97.000 dalton, B alt birimi 90.000 dalton agirhigindadir. DNA giraz
molekulinun toplam agirligi 374.000 daltondur. Kinolonlarin ikincil hedefi
Topoizomeraz IV ise iki parC ve iki parE alt birimlerinden olusur. par C alt
birimini parC geni, parE alt birimini parE geni kodlamaktadir. parC 75 kDa,
ParE 70 kDa'dur. Her iki enzim de blyuk homoloji gosterir. gyrA ve parC
DNA'yl keser, gyrB ve parE bu reaksiyon icin enerji saglar. DNA giraz
kromozomal ¢ift sarmalli bakteri DNA'sinda reversibl kesme ve tekrar
baglama fonksiyonu ile DNA'da negatif kivrimlara neden olur ve DNA
moleklulinin boyunu kugulterek hicre icine sigdirir. Topoizomeraz IV
enzimi ise DNA replikasyonunun terminal déneminde ana DNA'ya bagh

yavru DNA'nin  kopmasindan sorumludur. Kinolonlar enzim-DNA
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kompleksine baglanip bu kompleksin enzim-DNA-kinolon Ugli yapisi
seklinde donmasina yol acgarak, bir diger DNA sarmalinin gegmesi igin
kesilmis DNA zincirinin tekrar birlestiriimesini engellerler. Bu kompleks
bakteri icin bir zehir etkisi gOstererek DNA sentezini durdurur (52,53).
Florokinolonlarin hedefi olan enzimler ve direnc profilleri tlrler arasinda
degiskenlik godstermektedir. Gram negatif bakterilerde kinolonlarin ilk

hedefi DNA giraz, gram pozitif bakterilerde Topoizomeraz IV enzimidir.

Diren¢ Mekanizmalari

Kinolonlara karsi  plazmid yoluyla direng gelisimi ¢ok
gorulmemektedir. Kromozomal mutasyonla direng gelisebilmekte ve iki
farkli temel mekanizma ile ortaya cikmaktadir. Bunlar, hedef enzimde
degisiklik olusmasi ve ilacin hlcre igine gegisinin azaltilmasi seklindedir.
Kinolon direnci, ilacin hedefindeki degisimlerden, ilacin hedefine etkin
konsantrasyonlarda ulagsamamasindan bazen de her iki mekanizmanin
birlikte gorulmesinden kaynaklanabilir (55,57). Kinolonlarin klinikte
kullanim oraniyla dogru orantili olarak direng gelisimi artisi gdézlenmekte

ve kinolonlar arasi ¢apraz direng goruimektedir.
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1. Hedef enzimlerdeki degisimler

Hedef enzimlerlerde ki degisimler, enzim alt Unitesini kodlayan
genlerdeki spontan mutasyonlardan kaynaklanir. Klasik olarak gram
negatif bakterilerde ilk basamak direng gelisimi DNA giraz geninde ortaya
cikan mutasyonlarla meydana gelir ve kinolonun MIK (Minimal inhibitér
konsantrasyon) degerinde 4-8 kat artis gorultr. Direncli bakterilerin gyrA
alt Uniteleri ele alindidinda aminoasit degisimlerinin genellikle amino
ucundaki enzim aktif bdlgesinde bulunan tirozin molekulinun (Tyr-122)
cevresinde yer aldigi  goOrulmektedir. Bu  tirozin  molekuld
topoizomerizasyon sirasinda kesilmis DNA uglarina kovalan olarak
baglanmaktadir. Kristallografik analizler de dirence yol agan aminoasit
degisimlerinin kinolonlarin baglandigi kismi olusturan G¢ boyutlu bir
bdlgede toplandidini gostermektedir. Bu bdlgeye kinolon direncini
belirleyen bodlge ( Quinolone Resistance Determining Region QRDR ) adi
verilmektedir (54). Pseudomonas aeruginosa'da en sik gyrA geninde
olusan mutasyon gorllmektedir. Bu mutasyon 83. kodonda bulunan
Treonin aminoasitinin (ACC) izolosin (ATC) aminoasitine degisimi
seklindedir (Tablo 4). Sadece gyrB genindeki mutasyonlara bagl direng
ise dusuk duzeydedir. GyrB geninde olusan mutasyonlara bagli gelisen
diren¢g tum kinolonlara kargl olmayabilir. Topoizomeraz IV genindeki
mutasyonlar ise DNA giraz geninde mutasyon olmadigi durumlarda sessiz

kalirlar ve MIK artisina yol agmazlar. Gram pozitif bakterilerde ise ilk
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mutasyon topoizomeraz IV genindedir. Eger DNA giraz ya da
topoizomeraz IV genlerinin birinde mutasyon ortaya c¢ikarsa diger gendeki
mutasyonun ortaya ¢ikma olasiligi artar ve ylksek dizeyde direng geligir.

Boylelikle yeni kusak kinolonlara da dirence neden olur (54,55,56).

Tablo 3. P.aeruginosa'da kinolon direncini belirleyen bdlgede GyrA geninde

meydana gelen aminoasit degisimleri

Tar Altlnite Aminoasit Kinolon
no mutasyonu
P.aeruginosa GyrA 87 Asp — Asn
P.aeruginosa GyrA 87 Asp — Tyr
P.aeruginosa GyrA 83 Thr — lle

*Asp-Aspartik asit, Asn-Asparagin, Tyr-Tirozin, Thr-Treonin, lle-izolésin

2. llag gegirgenligindeki degisimler

Son vyillarda florokinolonlarin hicre iginde etkin konsantrasyona
ulasmasini engelleyen temel mekanizmanin aktif pompa sistemleri oldugu
belirlenmistir. Aktif pompa sistemleri her tur hicrede bulunmakta ve
antibiyotiklerden hicreyi korumaktadir. Kinolonlarin gram negatif

bakterilerde hedeflerine ulasabilmeleri icin dis membrani ve sitoplazmik
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membrani gegmeleri gerekir. Florokinolonlar molekuller yapilarinin kiguk
olmasi ve porinler ile sitoplazmik membrandan gec¢cmelerine engel
olmayacak iyonik ozellikleri nedeniyle hlcre icerisine kolaylikla girerler.
Ancak Omp F gibi bazi porin proteinlerinin kaybi veya degisimi nedeniyle
ilacin, sitoplazma igerisinde konsantrasyonunu dusurerek dirence neden
olabilmektedir.

Aktif pompa sistemleri, kullandiklari enerji kaynagi, transport yolu,
filogenetik ozellikleri, yapisal 6zellikleri ve substrat profillerine goére birincil
ve ikincil aktif transport sistemleri olarak iki ana gruba ayrilirlar. Birincil
aktif transport sistemleri arasinda, ATP baglayan kaset (ATP-binding
cassette-ABC) Ust ailesine bagl olan alti aile antibiyotik atilimindan
sorumludur. Bunlar 6zellikle 6karyotik hlcrelerden antibiyotik atiliminda
rol oynamaktadir. ikincil aktif transport sistemleri (antiport, simport ve
uniportlar) ise bes Ust aile [SMR (Small Multidrug Resistance), MET
(Multidrug Endosomal Transporter), MAR (Multi Antimicrobial Resitance),
RND (Resistance Nodulation Division) ve MFS (Major Facilitator
Superfamily)] icerisindeki on aileden olugmaktadir. SMR ve RND st
aileleri sadece prokaryot huacrelerde bulunmaktadir. Gram negatif
bakterilerin antibiyotik direnci agisindan en énemli grup RND Ust ailesidir.
Bu yapisal organizasyon substratlarin disaridan alindidi gibi tekrar disari
atilmasini saglamaktadir. P.aeruginosa’'nin Mex AB-OprM pompalari bu

sisteme Ornek verilebilir. Kinolon direncinin goérulebilmesi igin pompa
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sistemlerinin asiri Uretilmesi gereklidir. Bakterilerdeki pompa sistemleri,
substratlari olan ilaglardan herhangi birinin kullanimi ile indUklenebilir ve
tum substratlara kargi direng gelisimine neden olur. Bu da pompa
proteinlerinin ekspresyonunu arttiran ve genellikle kontrol genlerini
ilgilendiren kromozomal bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Pompa
sistemlerinin indUklenmesi ile sadece florokinolonlara degil, pompanin
substratlari olan beta laktamlar, kloramfenikol, tetrasiklinler, trimetoprim
gibi farkli antibiyotiklere karsi da c¢ogul direng gortulmektedir(49,55,56).
Buna mar (multiple antibiotic resistance) fenotipi adi verilir. Gram negatif
bakterilerin kinolon pompa sistemleri RND, gram pozitif bakterilerin ise
genellikle MFS Ust ailesinde yer almaktadir (60). Pompa sistemleri, giraz
geninde tek nokta mutasyonu tasiyan suslarda direng agisindan sinerji

gostererek MiK diizeylerinin yiikselmesine neden olmaktadir.

Tablo 4. P. aeruginosa'nin kinolon direncinde rol alan pompa sistemleri

Tar Pompa Pompa Flzyon Dis membran  Duzenleyici
ailesi proteini proteini proteini gen
P.aeruginosa RND Mex B Mex A OprM mex R
Mex D Mex C OprJ nfx B
Mex F Mex E OprN nfx Cve met T
Mex Y Mex X OprM mex Z
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Antimikrobiyal Direncin Saptanmasi

Bir antibiyotigin antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasi igin
uygulanan in vitro islemlere genel olarak duyarliik testleri adi
verilmektedir.  Duyarlihk  testinin  amaci, hastanin  tedavisinde
kullanilabilecek antimikrobiyalin in vitro sartlarda etkinligini tahmin
etmektir. Antimikrobiyal ajanin etken mikroorganizma Uzerine in vitro
aktivitesi tedavi segiminde g6z Onune alinmasi gereken faktorlerden
birisidir.

Bakteriler icin antimikrobiyal duyarlilik testleri ya gorulebilir Gremeyi
onleyen en dusuk antimikrobiyal miktarinin saptanmasiyla kantitatif olarak,
antimikrobiyal iceren diskler kullanilarak duyarli, orta duyarl, direncli gibi
degerlerin  verilmesiyle kalitatif olarak ya da molekiler olarak
saptanmaktadir. Bir antimikrobiyalin etkinliginin Olciimesi amaciyla
gorandr dremeyi engelleyen en duaslik antimikrobik ilag yodunlugu
saptanir. Buna minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) denir ve mg/L
seklinde ifade edilir. Mininum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ise

mikroorganizmayi 6lduren en dusuk konsantrasyon olarak ifade edilir.

1. Konvansiyonel Yontemler

Konvansiyonel yontemlerle  antimikrobiyal duyarlilik  tespit

edileceginde ilk 6nce mikroorganizmalarin kualtir yontemiyle Uretiimesi
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gerekmektedir. Daha sonra mikroorganizmalar degisik konsantrasyonlarda

etkili madde iceren antimikrobiyal maddelerle uygun kosullarda test edilir.

1.1 Sulandirim Yontemleri

Sulandirnm yontemlerinde goérulebilir dremeyi engelleyen en dusiuk
antimikrobik ilag yodunlugu (Minimum inhibisyon konsantrasyonu-MiK)

saptanir. Sivi ve agarli besiyerinde antimikrobiyalin MiK degerleri saptanir.
1.1.1 Sivi Besiyerinde Sulandirim

Sivi besiyerinde duyarlihigi saptama yontemi en duyarli yontemdir.
Mueller Hinton buyyonu besiyeri olarak kullanilir. Antibiyotigin seri
sulandirimlari hazirlanir. Yapilan sulandirimlarin her birine, son yogunlugu
5x10° CFU/mI olacak sekilde bakteri ekimi yapilir. 18-24 saat inkiibasyon

sonras! MiK ve MBK degerleri belirlenir.
1.1.1.1 Makrodiliisyon Yontemi

Bir dizi tup igerisine incelenen antibiyotiklerin 128 pg/ml'lik ana
sulandirimlari hazirlanir. Peptonlu su veya Mueller Hinton buyyonu tum
tuplere 0,5 ml konulur. Birinci ve ikinci tuplerin her birine antibiyotigin ana
sulandirnmlarindan 0,5'er ml'lik aktarmalar yaparak cift kat sulandirim
yapilir. Sondan bir dnceki tipten 0.5 mit disari atilir. Son tlp besiyeri

kontrol tupu olup bu tipe antibiyotik konulmaz. Mikroorganizmanin ana

sulandinmindan tiplere 0,5'er ml dagitilir. 35°C'de 1 gece etlivde
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bekletilir. Uremenin olmadidi en disik konsantrasyon MIK degerini verir.
MBC degerini bulmak igin, tiplerde dreme olmayanlardan kati besiyerine
ekim yapilir. 37°C'de inklbe edilir. Sivi besiyerinde bulaniklik gorilmedigi
halde bu tuplerden yapilan ekimlerde Ureme gorulmesi o tuplerde
bakteriyostatik etkinligin olmasina ragmen, bakterisidal etkinligin olmadigi
anlamina gelir. Antibiyotigin kati besiyernde uremeyen son tupteki

konsantrasyonu o antibiyotigin MBC dederini verir.
1.1.1.2 Mikrodillisyon Yontemi

Makrodilisyondan fakli olarak ¢ok daha kuglik miktarlar kullanilarak
yari otomatik ya da tam otomatik sistemlerle daha ¢abuk ve ekonomik
sonug¢ alinir. Tek kullanimlik ¢ok sayida kuyucuk igeren mikrodilisyon

pleytleri kullanilarak MiK ve MBC degerleri belirlenir.
1.1.2 Agar Diliisyon Yontemi

Agar dilisyon besiyeri icin Muller Hinton besiyeri kullanilir. Her bir
sus icin %0,09'luk NaCl icerisinde 0,5 Mc Farland standardina esdeger
koloni suUspansiyonu hazirlanir ve multi point inoculator araciligiyla
antibiyotik seri diliisyonlarini iceren plaklara ekim yapilir. 35°C’de 24 saat
inkibe edildikten sonra NCBI oOnerileri dogrultusunda agar dilisyon
yontemi ile minimal inhibitér konsantrasyon (MIiK) tayini yapilmak tzere
degerlendirilir. Agar dilisyon yonteminin avantaji bir plakta birden fazla

bakterinin denenmesini saglar ancak MBC degeri saptanamamaktadir.
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1.2 Disk Difuzyon Yontemi

Disk difizyon yontemi ya da yayilim ydnteminde Mauller Hinton
besiyeri ve Diagnostic Sensitivity Test (DST) Agar kullanilir. Petrilere 0,5
Mc Farland standardina esdeger koloni slUspansiyonu steril ekuvyonla
homojen olarak yayilir. Belli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis
klguk diskler besiyerine yerlestirilir. Plaklar 35°C'de 18-24 saat etlvde
inkube edilir. Diskteki antibiyotikler agar icerisine yayilir ve bakteriye etkili
oldugu duzeylerde uremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk g¢evresinde
bakterilerin Uremedigi dairesel bir inhibisyon zonu olusur. Olusan
inhibisyon zon c¢aplari cetvelle dlgulerek daha once belirlenmis gizelgedeki
degerlerle karsilastirilir. Her antibiyotik icin direngli, az duyarli ve duyarli

olarak degerlendirilir.
1.3 E Testi

Mikroorganizmalarin antibiyotige karsi duyarhiliklarini kantitatif
olarak dlgen ve disk difizyon temeline dayanan ancak disk yerine belirli ve
her noktasinda farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren plastik seritler
kullanilarak MIK degerini belirleyen bir yéntemdir. Giderek azalan
konsantrasyonda antibiyotik emdirilmis plastik seritlerin 150 mm.’lik Maller
Hinton agar plaga tek tek veya radyal olarak dizilmesi temeline dayanir.
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra seritlerdeki antibiyotik gradyenti, eliptik
inhibisyon zonlarinin olusmasina neden olur ve bu eliptik zonun seritle

kesistigi antibiyotik konsantrasyonu, MiK degerini verir. Bu degerlerin
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hazir cetvelle karsilastiriimasi ile bakterinin o antibiyotige duyarli veya

direncli oldugu belirlenir.
1.4 Otomatik ve Hizli Diren¢g Saptama Yontemi

Mikroorganizmalarin  otomatik aletlerle hizli identifikasyonlari ve
antibiyotiklere kargi direncini 6lgme temeline dayanir. Mikroorganizmalarin
uygun konsantrasyonlarda suspansiyonlari, belirli miktarlarda antibiyotik
bulunduran mikroplaklara ekimi yapilir. Otomatik cihazlarin ydntemine ve
incelenen mikroorganizmanin o6zelligine gore sonuglar 4-24 saat sonra

MIK degerleri ile birlikte degerlendirilerek verilir.

2. Molekiler Yontemler

Antibiyotik  direncinin  saptanmasinda  kullanilan  molekuler

yontemlerin bir cogu U¢ basamaktan olusmaktadir.

a) DNA eldesi

Mekanik parcalama ve kaynatma gibi basit teknikler genomik

DNA'nin eldesi igin yeterli olmaktadir.

b) Hedef DNA'nin amplifikasyonu

Bu amacgla ¢ogu kez Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

kullaniimaktadir.
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c) Mutasyonlarin Saptanmasi

Uygun primerlerle amplifiye edilen hedef DNA'daki mutasyonlar

cesitli ydontemlerle saptanmaktadir.

2.1 Tek iplikgik Konformasyon Polimorfizmi Analizi

1989 yilinda Orita ve arkadaslan tarafindan geligtirilen tek iplikgik
konformasyon polimorfizmi  analizi (Single strand conformation
polymorphism, SSCP) bilinmeyen mutasyonlarin taranmasinda yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Cift iplikli PZR urtnleri formamid gibi
denaturan maddeler ile isitilarak denature edilir ve poliakrilamid jellerde
elektroforetik olarak ayrilir. Gumus veya floresan boyalarla boyanarak
goruntileme yapilir. SSCP, 6zel donanima ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle
uygulanmasi kolay ancak duyarhligi disuk bir yontemdir. SSCP ile 200
b¢'ye kadar olan fragmanlarda nokta mutasyonlarinin yaklasik % 80'i
belirlenebilirken, fragmanlarin buyudkligu arttikga duyarlilik azalmaktadir

(65).

2.2 Heterodupleks Analiz

Heterodupleks analiz (HDA) jel temelli bir mutasyon tarama
yontemidir. Kullanim kolayligi nedeniyle, tek baz degisikliklerinin, kiguk

delesyon ve insersiyonlarin taranmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir.

49



Yontem tek baz veya yarik uyumsuzluklari nedeniyle DNA duplekslerinin
elektroforetik hareketindeki farklihklari belirlemeye dayanir.
Elektroforezden once, farkli kaynaklardan ¢ogaltilan, mutasyon tagsimayan
ve tastyan PZR Urunlerinin yuksek sicaklikta denatire edilmesi ve tekrar
yapistiriimasi ile dupleksler olusturulur. Sonugta iki heterodupleks ve iki
homodupleks iceren bir karisim elde edilir. Elektroforetik ayirma
poliakrilamid jellerde dogal sartlarda gergeklestirilir. Geleneksel HDA'nin

mutasyon belirleme orani % 80 civarindadir (65).

2.3 Denatiire Edici Yuksek Performansh Sivi Kromatografi

Denatire edici yuksek performansli sivi kromatografi (Denaturing
high performance liquid chromatography, DHPLC) 1.5 kb'a kadar olan
DNA fragmanlarindaki tek nukleotid degisiklikleri, kiguk insersiyon ve
delesyonlari yuksek duyarlilikta (> % 95) belirlemektedir. Yontemin temeli,
PZR drunlerinin denatlrasyonu ve yeniden yapistiriimasi ile olusturulan
dupleksler, 6nceden sitimis HPLC kolonuna yuklenir ve organik
¢6zlcunun artan konsantrasyonu ile olusturulan gradyan sayesinde ftrietil-
amonyum asetat varhginda ¢ézunduirallr ve negatif yakli DNA ile pozitif
yuklu trietilamonyum iyonlari arasindaki elektrostatik sayesinde birikme
saglanir. Heterodupleksler kolondan daha énce ayrilir ve ultraviyole veya

floresan dedektorlerle belirlenir (65).
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2.4 Denatiire Edici ve Sicaklik Gradyenti Jel Elektroforezi

Denaturasyon esnasinda homodupleks ve heteroduplekslerin farkl
ayriimalarina dayanarak denatlire edici gradyent jel elektroforezi
(Denaturing gradient gel electrophoresis,DGGE) ve onun bir varyanti olan
sicaklik gradyenti jel elektroforezi (Temperature gradient gel
electrophoresis, TGGE) gelistiriimigtir. Her iki ydnteminde ylksek
duyarlihga sahip, mutasyon belirleme oranlari %100' e yakindir. Cift iplikli
DNA farkli gradyentlerde denatliran veya lineer sicaklik gradyenti iceren
vertikal poliakrilamid jellerde ayrilir. Ayrilma esnasinda en duguk erime
sicakligina sahip olan DNA kumesi ilk dnce denature olur ve dallanma ve
ayriima ortaya cikar. Jellerin etidyum bromid, gimis veya floresan

boyalarla boyanmasi ile hareket farkhliklari gértntulenir (65).
2.5 PZR ve Kesilmis Fragmanlarin Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon endonuklezlar (RE), ¢ok 6zgul olarak DNA'y1 belirli
bdlgelerden keserek genellikle 1.000-20.000 baz ¢iftlik pargalar olugturan
enzimlerdir. RE ile PZR Urinlerinin kesilmesi, agaroz jel elektroforezi ile
ayrilabilen birka¢ fragman olusmakta ve elde edilen Grinlerin bayukligtne
gore belli profiller ortaya cikmaktadir. Mutasyonlar kesim bolgesini
degigtiriyorsa, endonukleaz bu bodlgeyi tanimayabilir ve DNA'yi
kesmeyebilir. Sonucgta farkli buyukliklerde fragmanlar ortaya c¢ikar ve
kesilmis fragmanlarin uzunluk polimorfizmi ( Restriction fragment length

polymorphism, RFLP) profilinde degisiklikler olusur. RFLP ydntemi kolay
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uygulanan duyarli bir ydontemdir ancak ¢ok sayida ya da yakin bantlarin

degerlendirmesinde zorluklar yasanabilmektedir (65,66).
2.6 Allel Ozgiil PZR

Allel veya mutasyon ozgul PZR primerleri, primerlerin hedef
bolgeleri arasindaki farkliliklara gore birbirinden ayrilir. Sadece primer
bdlgelerine tam olarak karsilik gelen diziler g¢ogaltilir. Bu ydntemde
primerlerin dogru sekilde tasarlanmasi ve reaksiyon sartlarinin

optimizasyonu gerekmektedir.

2.7 Gergek Zamanl PZR

Gercek zamanli (Real Time) demek, reaksiyon boyunca veri
toplanmasi ve analizinin ayni anda devam etmesi demektir. in vitro niikleik
asit cogalmasinin, amplifikasyon programindaki déngulerin artigina paralel
olarak artan amplikonlarin tespit edilmesiyle belirlenmesi esasina dayanir.
Gercek zamanh PZR'da amplifikasyon ve analiz birlikte yapilir. Bu
yontemde PZR sirasinda olusan Urtnler 6zgul problar veya cift sarmalli
DNA'ya baglanma 6zelligi gosteren boyalar (Sybergreen, etidyum bromir)
yardimiyla saptanmaktadir. Ger¢gek zamanlh PZR'da olusan amplikonlarin
erime 1sist  (Tm) degerleri  belirlenerek  6zgll  mutasyonlar

saptanabilmektedir.
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2.8 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, mutasyonlari saptamak igin en dolaysiz ve
glvenilir yontemdir. Onceden bilinen ve bilinmeyen mutasyonlar
saptanmaktadir. DNA dizi analizi amaciyla Sanger'in zincir sonlandirma
teknigine dayanan dideoksinukleotid yontemi kullaniimaktadir. DNA dizi
analizinde dort ana basamak vardir. Bu basamaklar DNA
amplifikasyonunu da igine alan nikleik asit izolasyonu, DNA sentezi ve
nudkleik asit hedefinin isaretlenmesi, isaretlenmis hedeflerin elektroforetik
olarak ayrilmasi ve elektroforezden elde edilen bilginin anlamli DNA

dizisine donusturtlmesidir (64,65).

Zincir sonlandirma yontemine dayanan otomotize DNA dizi
analizinde PZR ile gogaltilan hedef DNA ve bu DNA kalibina tutunacak bir
primer kullaniimaktadir. DNA polimeraz enzimi bu karigima eklendiginde
primerin tutundugu kalip deoksinukleotidtrifosfat (ANTP) varliginda sentez
reaksiyonunu baslatir. Reaksiyon tlipunde her biri farkh floresan boyalarla
isaretlenmis 2'-3' dideosinukleotidtrifosfatlar da (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) bulunmaktadir. Yapisal olarak dNTP'lere benzeyen ddNTP'lerin 3'
hidroksil gruplar bulunmamaktadir. Dideoksinukleotidtrifosfatlar, DNA
polimeraz etkisiyle uzayan DNA zincirine katilir fakat 3' hidroksil grubu
bulunmadigindan  kendilerinden sonra 5'-3' fosfat baglanmasini
engelleyerek zinciri sonlandirirlar. Spesifik olarak sonlandirilan DNA

dizileri kapiller elektroforez ile yurutulir. Bu iglem sirasinda sonlanan her
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bir dizide bulunan ddNTP'lerin yaydigi farkli dalga boyundaki floresanslar
DNA dizi analizi cihazinda bulunan lazer tarafindan kaydedilerek bilgisayar
ortamina aktarilir. DNA dizisinin degerlendiriimesi, raporlandiriimasi ve

derlenmesi icin ¢ok sayida program veya veri tabani kullaniimaktadir.

Sekil 1. Otomotize DNA dizi analizi ydnteminin asamalari

Reaksiyon
karigimi Tutunma
50°C R
Uriinler
+Taq DNApelim eraz [t
«dNTP’ler Oﬁ —To
L., Uzama —TIC@
—_— *Floresanh ddNTPler —— 60°C —TCAY
A CO L TO O —TCATD
+Primer I — ——TCATCO o
Dengatiirasyen ——TCATCT
-Kalp DNA e S950C ——TCATCTT |—™
O Kalip DNA —TCATCTTG

Lazer

TCATCTTG

d}@ﬁ{h@ﬂﬂﬂ‘ D
‘1
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2.9 DNA Microarray

Son yillarda kuglk bir alanda ¢ok sayida oligonukleotid probun
yogun bir sekilde bulundugu DNA Microarray ile farkli DNA dizilerinin tek
bir hibridizasyon basamaginda incelenmesine olanak saglayan gen chip
teknolojileri gelistirilmistir. Yontem, PZR ile elde edilen floresanla isaretli
amplikonlarin ¢ok sayida farkli oligonukleotid prob iceren alanda kendisine
uyan probla hibridize olmasi temeline dayanmaktadir. Gen gipleri, ylizeyler
Uzerine yuksek yogunlukta yerlestiriimis ¢ok sayida probun olusturdugu
dizilerden olusur ve sinyallerin belirlenmesi icin konkofal mikroskopiye
intiyagc duyulur. PZR dGrdnleri yerlestirilen butin problara ayni anda
hibridize edilir ve reaktive floresan tespiti ile Olgulebilir. Avantaji, tek bir

hibridizasyon reaksiyonunda ¢ok sayida prob degerlendirilebilinir (64,65)

Diren¢ Epidemiyolojisi

Hastane enfeksiyonlarinin  6nemli etkenlerinden biri  olan
Pseudomonas aeruginosa suslarinda artan antimikrobiyal diren¢ oranlari
son yillarda dikkat cekici boyutlara ulasmistir. Ozellikle baslangic MIK
(minimal inhibisyon konsantrasyonu) yiiksek olan P.aeruginosa suslarinda
onemli sorun olmaktadir. Ulkemizde ve yurtdigindaki kliniklerde yapilan
calismalarda, P.aeruginosa suslari en sik yogun bakim Unitesinden izole

edilmekte olup yuksek oranda antimikrobiyal diren¢ ve ¢ogul direng
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Ozellikleri gostermektedir. Bu direng mekanizmalarinin  bilinmesi ve

yaylliminin énlenmesi énemlidir.
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2 MATERYAL VE METOD

Besiyerleri, Kimyasal Bilesikler

Eozin Metilen Blue (Fluka, ispanya)

Miiller Hinton Agar (Fluka, ispanya)

Tarivid (Aventis, Fransa)

HCI (J. T. Baker, Hollanda)

Tris base (Amiesco, ABD)

Borik asit (Scharlau,ispanya)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Carlo Erba)
MgCl2 (Bioron, Almanya)

dNTP (Bioron,Almanya)

Primerler

Buffer (Bioron,Almanya)

Taq Polimeraz (Bioron,Almanya)

Agaroz (Sigma,ABD)

Etidyum Bromid

Yukleme Tamponu

Invisorb Spin PCRapid Kit for purification of PCR-fragments (Invitek,Almanya)

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,ABD)
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|zopropanol (Sigma,ABD)

Formamid (Applied Biosystems,ABD)

Cihazlar

Hassas Terazi (Schimadzu, Japonya)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Etdv (NGve, Turkiye)

Pastor Firini (Electro-mag, Turkiye)

Vorteks (MS2 Minishaker,|KA)

Mikropipetler (eppendorf Research, Almanya)

Is1 dongu aleti (GeneAmp PZR System 9700,Applied Biosystems,ABD)
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,ABD)
Sogutmal mikrosantriflj (Hettich,Almanya)

Yatay elektroforez

Jel Goruntuleme sistemi (Syngene, Ingenius,ABD)

-80 derin dondurucu (Nuaire, Japonya)
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2.1 Ornekler

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen c¢esitli materyallerden Ureyen toplam 93
nonfermentatif bakteriye tur dizeyinde konvansiyonel yontemlerle isimleri
konuldu. P. aeruginosa olarak tiplendirilen bakteriler ¢alismaya kadar

-80°C'de saklandi.

Tablo 5. Nonfermentatif bakterilerin izole edildigi klinik 6érnekler

Ornekler Adedi

yara yeri 14
idrar 25
bronkoalveolar lavaj 13
balgam 15
bogdaz kulturi
katater

periton sivisi
BOS

kan

Trakeal aspirat
parasentez
trakeostami
dekubit

2 N-_2PDRON-_ODN
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2.2 Bakterinin Konvansiyonel Yontemlerle Tiplendirilmesi

Mikrobiyoloji Laboratuvarindan toplanan nonfermentatif bakterileri
tiplendirmek icin karbonhidrat oksidasyon fermentasyon testleri, oksidaz
testi, Ure agar besiyeri, lizin dekarboksilaz, U¢ sekerli demirli besiyeri,
hareket testi, jelatin hidrolizi testi, sitrat besiyeri ve nitrat indirgeme testleri

yapildi.

2.2.1 FENOTIPIK YONTEMLER

2.2.1.1 Karbonhidrat Oksidasyon Fermentasyon Testi

Tablo 6'de belirtilen karbonhidrat stok c¢oézeltisi disindaki maddeler
karistirilarak eritilir. pH 7.1'e ayarlanir ve karisim 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edilir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri 55°C’ye
sogutulduktan sonra %1 (agirlik/hacim) konsantrasyonundaki
karbonhidrat ¢odzeltisi, 0,22 pm por caph filtreden besiyeri igerisine

suzuldr.
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Tablo 6: Karbonhidrat oksidasyon fermentasyon testleri igin kullanilan
besiyeri bilesimi

Malzeme Miktar
Pepton 0.44g
NaCl 19
K2HPO4 0.06 g
Brom Timol Mavisi 0.015¢
Agar 0,649
Karbonhidrat Stok Cozeltisi 20 mi
Distile Su 180 ml

Nonfermentatif bakterilerin tiplendirilmesi i¢in kullanilan karbonhidratlar
ise %1 glukoz, %1 maltoz, %1 mannitol ve %10 laktoz'dur ve ¢alismada
bu karbonhidratlari iceren besiyerleri kullanildi. izole edilen her bakteri
igin iki besiyerine ekim yapilir. Besiyerlerinden birine steril mineral yag
konularak hava ile temasi kesilir. Ekilen besiyerleri, 35°C’de 4 gun inkibe
edilir. inkiibasyon siiresi boyunca mineral yag ile kapli olmayan kontrol
tupte indikatorin yesilden sariya donmesi pozitif sonug olarak kabul

edilir.

2.2.1.2 Oksidaz Testi

Tetrametil parafenilen diamin hidrokloridin saf  sudaki

%0,5-1’lik eriyigi hazirlanir. Besiyerindeki kolonilerden steril klrdan
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yardimiyla ayiracgla islatiimis stizge¢ kagidinin Gzerine bir miktar surular.
5-10 saniye iginde kolonilerin mor renge donusmesi pozitif sonug olarak

degerlendirilir.

2.2.1.3 Ure Besiyeri

2,4 gr Ure agar (OXOID) 95 ml distile su igerisinde ¢ozilir ve pH
6,8'e ayarlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilir. Otoklavdan
cikarilan besiyeri  50-55°C'ye sogutulduktan sonra 5 ml distile su
icerisinde ¢ozulen 2 gr ure, filtreden suzllerek besiyerine ilave edilir.
35°C’de 18-24 saat inkiibasyonun sonunda kirmizi renk olusmasi pozitif

sonug, hi¢ renk degismemesi negatif sonug olarak degerlendirilir.

2.2.1.4 Lizin Dekarboksilaz Testi

Tablo7'de belirtilen maddeler distile su igerisinde ¢ozulir ve pH
4,6'ya ayarlandiktan sonra cam tliplere dagitihr. 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edilir. Ekimi yapilan besiyerleri 35°C’de 18-24 saat inklibe

edilir ve besiyerinin bulanikhi§i pozitif sonug olarak degerlendirilir.
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Tablo 7: Lizin dekarboksilaz testi icin kullanilan besiyeri bilesimi

Malzeme Miktar
L-Lizin 0,59
Dekstroz 05g¢g
KH2PO4 05¢g
Distile su 1000 ml

2.2.1.5 Ug Sekerli Demirli Besiyeri

Toz halindeki Triple Sugar Iron Agar (HI MEDIA) 65 gr tartilir ve
1000 ml distile su igerisinde ¢ozilir. pH 7,4’°e ayarlanir. 121°C’de 15
dakika steril edildikten sonra steril cam tuplere dagitilir, yatik olarak
katilastinllir. Ekimi yapilan besiyerleri 35°C de 18-24 saat inklbe edilir.
inkiibasyon sonunda besiyerinin yatik ve dip kisimlarinda asit ve H2S

uretimi degerlendirilir.

2.2.1.6 Hareket besiyeri

Tablo 8'de belirtilen maddelerle hazirlanan besiyeri pH 7.0'ye
ayarlanir ve cam tlplere dagitimi yapilip 121°C’de 15 dakika steril edilir.
Ekimi yapilan besiyerleri 35°C inklibe edilip besiyerinde hareketli
bakterilerin inokulasyon cizgisinden yanlara dogru dagilarak bulaniklik

olusturmalar pozitif sonug olarak degerlendirilir.
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Tablo 8. Hareket besiyeri icin kullanilan besiyeri bilesimi

Malzeme Miktar
Sigir Eti Oz(ti 3g
Pepton 1049
NaCl 59
Agar 49
Distile Su 1000 ml

2.2.1.7 Jelatin hidrolizi testi

Tim malzemeler sicak suda eritilip, pH 7’ye ayarlanir. 121°C’de 15
dakika steril edilir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyerleri diz sekilde
dondurulur ve ekimi yapilan besiyerleri 18-24 saat 35°C'de inkube
edildikten sonra 15-20 dk +4°C'de bekletilir ve kati jelatinin erimesi pozitif

sonug¢ olarak degerlendirilir.

Tablo 9. Jelatin hidrolizi testi i¢in kullanilan besiyeri bilesimi

Malzeme Miktar
Pepton 59
NaCl 59
Jelatin 120 g
Distile su 1000 ml
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2.2.1.8 Sitrat Besiyeri

24,2 gr toz haldeki Simmons Citrat Agar (HI MEDIA) 1000 ml distile
su igerisinde ¢ozullr. pH 6,8’e ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika steril edilir.
35°C’de 18-24 saat inkiibasyonun sonunda besiyerinin renginin koyu mavi

olmasi sitrat pozitif olarak degerlendirilir.

2.2.1.9 Nitrat indirgeme Testi

A- Nitrat buyyon

Sigir eti 6zatu 39
Pepton 5¢
Potasyum nitrat (KNOs) 19
Distile su 1000 ml

Maddeler distile su icerisinde ¢ozulur ve pH 7’ye ayarlandiktan sonra cam

tlplere dagitiip 121°C’de 15 dakika steril edilir.

B- Ayirac A
a-naftil amin 5¢
Asetik asit (%30, 5N) 1000 ml
C- Ayirag B
Sulfanilik asit 8¢
Asetik asit (%30, 5N) 1000 ml
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Ekimleri yapilan besiyerleri 35°C’de 18-24 saat inklibasyonun
sonunda 6nce 1ml A sonra 1ml B ayiracindan besiyerine konulur. 30
saniye sonra kirmizi renk olusumu pozitif sonu¢ verir. Hig renk
olusmamasi nitratin indirgenmedigini (negatif sonug) veya diger nitritlere
indirgendigini gosterir. Bu durumda az bir miktar ¢inko eklenir. Cinko
iyonlari nitratlari nitrite indirger ve ginko eklenmesinden sonra kirmizi renk

olusur. Bu reaksiyon sonucunda dogru pozitif sonug verilebilir.

2.1.10 AGAR DILUSYON YONTEMI

Agar dilusyon besiyerinin hazirlanmasi

Agar dilusyon icin Mduller Hinton besiyeri kullanilir. Toz haldeki
Muller Hinton agar (FLUKA) besiyeri, petri sayisi hesaplanarak tartilir ve
her petriye 19 mit dokulecek sekilde hesabi yapilarak distile su ile ¢ozulur.
121°C’'de 15 dakika steril edlilr ve petri kabina 6nce 1 ml antibiyotik

solusyonu sonra 19 ml besiyeri koyulur.

Her bir susun %0,09'luk NaCl icerisinde 0,5 Mc Farland standardina
esdeger koloni suspansiyonu hazirlanir ve goklu dagitim aleti araciligiyla
seri dilisyon halinde ofloksasin igeren plaklara ekim yapilir. 35°C’de 24
saat inkube edildikten sonra NCBI Onerileri dogrultusunda agar dilusyon

yéntemi ile minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) tayini yapiimak (izere
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degerlendirilir. MiK degeri, Uremenin olmadigi ilk konsantrasyon olarak
belirlenir. Ofloksasin igin duyarlilik, orta duyarlilik ve direnclilik sinirlari
siraslyla; < 2 mg/L, 4 mg/L ve = 8 mg/L kabul edildi. Kontrol sus olarak

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

2.2 MOLEKULER YONTEMLER

Pseudomonaslarda kinolon direncine neden olan gyrA bdlge
mutasyonunun tanimlanmasi DNA dizi analizi ile g¢alisildi. Bunun igin
kdlturden elde edilen bakterilerin kaynatma yontemiyle DNA'lari elde
edildi. gyrA gen bdlgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
¢ogaltiimasi, PZR Grdnlerinin goéruntilenmesi, saflastirma islemi, dongusel
dizi analizi tepkimesi ve presipitasyon islemlerinden sonra Kkapiller

elektroforezi yapilarak diziler kromotogram dosyalari seklinde kaydedildi.

2.2.1 DNA'nIn elde edilmesi

Kultirden alinan bakterilere kaynatma yontemi uygulanarak DNA'nin

ekstraksiyonu yapildi.

1. 1000 pl Tris-Edta pH 8.0 (TE) icine 6ze dolusu koloniler toplanir.

2. 5 dakika 6500 rpm'de santrifilj yapilir. Ustteki sivi dokalir.
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3. Bu ylkama iglemi 3-4 kez tekrar edilir.

4. En son kalan pelletin Gzerine 200 pl TE koyulur ve vortekslenir.

5. 20 dk 95°C'de bekletililerek bakterilerin pargalanip DNA'nin agiga

cikmasi saglanir.

6. Santrifuj edilip Ust sivi alinarak yeni ependorfa aktarilir.

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile hedef bolgenin ¢ogaltiimasi

Tablo 10. Amplifikasyon ve dizi analizi igin kullanilan primerler

Primer Nukleotid sekansi
GyrA 83 F 5'-CTGGGCAACGACTGGAACAA-3'
GyrA 83 R 5'-CAGCAGGTTGGGAATCTTGG- 3'

* F, forward primer; R, reverse primer

GyrA Forward (F) ve GyrA Reverse (R) primerleri ile Pseudomonas
aeruginosa bakterisinin gyrA gen bolgesinin 339 baz ciftlik bdlgesinin
¢ogaltiimasi hedeflenmistir. GyrA PZR igin 6ncelikle optimum MgCl2

kalibrasyonu yapildi ve primer konsantrasyonlari hesaplandi.
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Sekil 2. Pseudomonas aeruginosa susunun gyrA forward (F) ve reverse (R)

primer ciftinin gyrA Gzerindeki yerlesimi
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Resim 1. MgCl2 kalibrasyonu ve DNA molekuler agirlik standardinin

goéruntilenmesi
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PZR karigimi i¢inde, 1X Buffer (MgCl2'suz), 4,5 mM MgClz,

0,2 mM dNTP, 0,6 uM GyrA 83 F ve GyrA 83 R primerleri ile 0,025 U/pl

Taq polimeraz igerir. Toplam karisim 32 pl olacak sekilde ependorflara

dagitim yapilir ve her bir 6rnege 3 pl DNA eklenir. Tamamlanan ana

karisim daha sonra su sartlarda sicaklik dongusune tabi tutulur.

Sicaklik dongiileri:

Denatlirasyon 94°C'de
Denatlirasyon 94°C'de
Baglanma 60°C'de
Uzama 72°C'de

72°C'de

1 dakika

15 saniye

45 saniye

1 dakika

10 dakika

1 déngu

— 40 déngl

1 déngl

Isi dongu cihazinda gogaltiimig olan PZR Urunlerini gormek igin

% 2'lik agaroz jele 2 ul yikleme tamponuyla karistirilarak yiiklenir. ilk

kuyucuga standart molekul agirhgi yuklenir. Elektroforezde yurutuldukten

sonra etidyum bromur boyasi ile boyanir ve UV is1g1 altinda goéruntulenir.

339 bc'lik amplifikasyon drunlerinin goruntulenmesi reaksiyonunun kabul

edilebilir oldugunu gosterir. Goruntllenen oOrneklere saflastirma iglemi

uygulanir.
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Resim 2. P. aeruginosa suslarinin gyrA gen bdlgesinin PZR urlnlerinin ve

DNA molekuler agirlik standardinin gortntilenmesi

2.2.3 PZR iriinlerinin temizlenmesi

Amplifikasyon urininu DNA dizi analizine hazirlamak igin PZR
urinlerinden temizlenmesi gerekir. PZR urlUnlerinin temizlenmesi igin
“Invisorb Spin PCRapid Kit for purification of PCR fragments” kitinin
protokoliune uygun olarak saflastirma yapildi. Protokole gbre adimlar

su sekildedir:

1. PZR reaksiyon tiptne 130 ul BufferP karistirilarak konulur ve spin

filtreli 2.0 ml'lik tGplere aktarilr.

2. 10.000 rpm'de 30 saniye santrifuj edilir.

3. Altta kalan filtrat atilir ve Gzerine 700 pl yikama tamponu konulur.
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4. 10.000 rpm'de 30 saniye santrifj edilir.

5. Filtrat atilir. Kalan etanolin uzaklastirilmasi igin 14.000 rpm'de 3 dakika

santrifuj edilir.

6. Spin Filtre 1.5 ml'lik tuplere alinir ve Uzerine 20 pl 55°C'de 1sitilmig
Elution Buffer tuplerin ¢evresine degdirmedenfiltrenin Uzerine koymaya

dikkat ederek koyulur.

7. Oda sicakliginda en az 5 dk bekledikten sonra 10.000 rpm'de 1 dakika

santrifQj edilir.

PZR Urunlerinin temizlenip temizlenmedigini anlamak icin agaroz jelde

yaratalar.
2.2.4 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi i¢in reaksiyon karigimi 1X Tampon ve 0,16 uM

gyrA primerlerinden olusmaktadir. Tampon dNTP, ddNTP ve Taq
polimeraz igerir. Toplam hacim 10 pl olacak sekilde 6 pl sekans karisimi, 4

pl DNA eklenir ve 1s1 dongu aletine yerlestirilir.
Isi Donguleri; 96°C'de 10 saniye

50°C'de 0,5 saniye >~ 25Déngi

60°C'de  4dakika
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2.2.5 Sekans Uriinlerinin izopropanol ile Presipite Edilmesi ve

Formamid ile Coziilmesi

1. Reaksiyon hacimleri 20 pl'ye deiyonize su ile tamamlandiktan sonra

1.5 pl'lik ependorfa aktarilir.

2. Uzerine 80 pl %75'lik isopropanol eklenir. Kisaca vortekslenir ve 15

dakika-24 saat karanlikta inkibasyona birakilir.

3. 20 dakika maksimum hizda santrifuj edilir ve santrifij biter bitmez

ustteki sivi aspire edilir.

4. Peletin Uzerine 250 pyl %75'lik isopropanol eklenir ve Kkisaca
vortekslenip 5 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Ustteki sivi aspire

edilir.

5. 90°C'de 1 dk kurutulur ve 25 pl deiyonize formamid ile ¢ozulur.

Presipitasyondan sonra érnekler sekans cihazinin tlplerine aktarilir.

2.2.6 Kapiller Jel Elektroforezi

Formamitte c6zinmus drneklere 95 °C'de 2 dakika ve buz Uzerinde
1 dk bekletilerek denatiirasyon iglemi yapilir. Ornekler sekans cihazina

yuklenene kadar buz Uzerinde bekletilir.
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2.2.7 Degerlendirme

ABI Prism 310 Sekans cihazinin Kapiller jel elektroforezi sirasinda
yapilan okumalar kromotogram dosyalari gseklinde kaydedildi.
Elektroforetik gorintinin anlamli DNA dizi verisine donustirilmesi igin
bilgisayar destekli algoritmalar, manuel isleme ve dizi derlemesine gerek

duyulmaktadir (65).
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3 BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi  Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen cgesitli klinik orneklerden izole edilen 93
nonfermentatif bakteri calismaya alindi. izolatlara uygulanan fenotipik
testler ile tiplendirmeleri yapildi ve tlir bazinda isimlendirildi. Bu testler
sonucunda 93 nonfermentatif bakteriden 39 tanesi Pseudomonas

aeruginosa olarak tespit edildi.

Tablo 11. Fenotipik testler sonucunda nonfermentatif bakterilerin tir dagilimlari

Bakteri Adi Sayisi
Pseudomonas aeruginosa 39
Acinetobacter baumannii 27
Stenotrophomonas maltophilia 18
Burkholderia cepacia &
Pseudomonas pickettii 2
Pseudomonas fluorescens 2
Pseudomonas alcaligenes 1
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Resim 3- Sitrat, Dekstroz, Laktoz, Maltoz, Mannitol ve Ure besiyerinde

pozitif ve negatif sonuclar
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Pseudomonas aeruginosa olarak adlandirilan bakterilere ofloksasin
antibiyotik duyarliliklari agar dilusyon yontemi ile bakildi ve ofloksasin
minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri saptandi. Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda dremenin
olmadigi ilk konsantrasyon belirlendi. Ofloksasin icin duyarhlik, orta
duyarhlik ve direnclilik sinirlar sirasiyla; < 2 mg/L, 4 mg/L ve =2 8 mg/L

olarak kabul edildi.

Tablo 12. MiK(ug/ml) dederleri ve duyarlilik dereceleri

Bakteri No MIK Duyarllll!( Bakteri No MIK Duyarllll!(
(ng/ml)  derecesi (ng/ml) derecesi
Pa 6 1 Duyarli Pa 441 2 Duyarli
Pa10 8 Direncli Pa 448 2 Duyarh
Pa 11 16 Direngli Pa 472 2 Duyarli
Pa 29 8 Direncli Pa 496 2 Duyarh
Pa 31 8 Direncli Pa 504 2 Duyarli
Pa 42 8 Direncli Pa 505 1 Duyarli
Pa 51 8 Direncli Pa 506 2 Duyarli
Pa 60 8 Direncli Pa 510 8 Direncgli
Pa 85 32 Direncli Pa 534 2 Duyarli
Pa 207 64 Direncli Pa 545 2 Duyarli
Pa 249 1 Duyarli Pa 550 2 Duyarli
Pa 258 8 Direncli Pa 553 2 Duyarli
Pa 260 8 Direncli Pa 648 4  Orta direngli
Pa 261 4 Orta direncli Pa 704 8 Direncgli
Pa 312 1 Duyarl Pa 708 8 Direncli
Pa 338 1 Duyarh Pa 715 2 Duyarli
Pa 344 1 Duyarli Pa 717 1 Duyarli
Pa 349 4 Orta direncli Pa 723 2 Duyarli
Pa 422 1 Duyarli Pa 729 2 Duyarli
Pa 427 2 Duyarh ATCC27853 2 Duyarh
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Calismamizda minimal inhibitdr konsantrasyon (MiK) degerlerinine
gore Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin 14 tanesi (%35,89)
ofloksasine direngli, 3 tanesi (%7,69) orta dizeyde direngli, 22 tanesi

(%56,41) de duyarl olarak tespit edildi.

Tablo 13. P.aeruginosa suslarinin ofloksasine duyarlilik yuzdeleri

Duyarhlik derecesi Yuzdesi
Direngli % 35,89
Orta dizeyde direncli %7,69
Duyarh %56,41

Pseudomonas aeruginosa suslarina gyrA proteininin kinolon
direncini belirleyen bolgeyi kodlayan gen bdlgesindeki mutasyonlari DNA
incelemek igin dizi analizi uygulandi. Sonuclar “NCBI” web sayfasindaki
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) gen bankasi veri tabani ile

karsilastinidi ve gesitli programlar kullnilarak degerlendirildi. Dizi analizi
sonuglarina gore 39 P.aeruginosa susunda %12,82 oraninda gyrA gen
bdlgesinin 83. kodonunda kinolon direncine sebep olan Treonin (ACC)

aminoasitinin, 1zoldsin (ATC) aminoasitine degisimi saptandi.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

\CTTACTGCCCTT CCT CCCAACT TAAAGTGCTTTACAAT CCGAAG ACCTTCTT CACACACGCGGCATGGCT
50 60 70 8@ 90 100 110

Sekil 3. Pseudomonas aeruginosa susunda gyrA gen bolgesinin

kromotogram analizi

Calismada dizi analizi yapilan ofloksasine direngli ve duyarh
P.aeruginosa suslarininda gyrA gen boélgesinde farkli kodonlarda Tablo
14'de gésterilen cok sayida sessiz mutasyona rastlandi. incelenen gyrA
gen bolgesinde meydana gelen sessiz mutasyonlar en sik 132. kodonda
meydana gelmistir. 6 Pseudomonas aeruginosa susunda (%15,38)

herhangi bir mutasyona rastlanmadi.
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4 TARTISMA ve SONUC

Pseudomonas cinsi bakteriler toprakta ve suda yasayan gram
negatif, nonfermentatif, aerop basillerdir. Pseudomonas cinsi igerisinde en
sik izole edilen insan patojeni Pseudomonas aeruginosa'dir. P.aeruginosa
daha c¢ok hastane enfeksiyonlarinda, immuin yetmezlIigi olanlarda, malign
veya metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun sureli kemoterapi ve
radyoterapi alanlarda, vyaslilarda, agir yanikli kisilerde en O&nemli
enfeksiyon etkenlerinden birisidir. Ozellikle yogun bakim (Unitesi ve
noétropenik hastalarin izlendigi bolumlerde bu bakterinin etken oldugu

hastane enfeksiyonlari 6n plana ¢ikmaktadir (67).

Degisik calismalarda, hastane enfeksiyonlarinin %8-25’inden
P.aeruginosa’nin sorumlu oldugu goésterilmistir. Coklu ila¢ direncine sahip
P.aeruginosa suslari ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisi, antibiyotiklere
direncin ¢abuk gelismesi ve yuksek oranda olmasi klinikte kargilasilan en

onemli sorunlardandir.

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda P. aeruginosa suslari en sik yogun
bakim Unitelerinden izole edilmis olup, siklik sirasina gore izole edildikleri
klinik materyaller trakeal aspirat, idrar ve yara yeri kualturadur (83).

Yaptigimiz galismada da izole edilen P. aeruginosa suglarinin
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%27'sini idrar, %16'sin1 balgam, %15'ini yara yeri ve %42'sini diger

materyaller olusturmaktadir.

P.aeruginosa gevre kosullarina kolay adaptasyonu, degisik virulans
faktorleri ve antibiyotiklere karsi hizla gelistirdigi direng ile hastane
enfeksiyonu etkenleri arasinda en fazla goérilen firsatci patojen olma

Ozelligini devam ettirmektedir.

Kinolon grubu antibiyotikler etki spektrumlari gram pozitif, gram
negatif ve anaerob bakterileri kapsayacak sekilde oldukg¢a genislemis etki
spektrumlarina sahiptir. Bu tlr antibiyotikler hem toplum kokenli
enfeksiyonlarda hem de hastane kokenli enfeksiyonlarda 6zellikle gram
negatif bakterilere kargi sik olarak kullaniimaktadir. Kinolon tarevi
antibiyotiklerin, genig antibakteriyel spektrumlari, oral alim ile
gastrointestinal sistemden yuksek absorbsiyonu, dokulara iyi dagilimi,
duslk yan etki insidansi nedeniyle her gegcen gun kullanimlari giderek
artmaktadir. Kullanim alaninin geniglemesi ve c¢esitli konak faktorleri
nedeniyle kinolonlara direng artmaya devam etmektedir. Ozellikle ¢oklu
direng goOsteren bakterilerde kinolon direnci bu ¢oklu direng paternleri

icinde gittikce artan duzeylerde yer almaktadir (55).

P.aeruginosa'da bulunan ila¢ direnciyle ilgili Ulkemizde ve yurt
disinda literatlrlerde pek ¢ok yayina rastlamak mamkundur. Kinolonlarin

in vitro aktivitesinin arastirildigi ¢alismalarda yillar i¢cinde oldukg¢a farkli
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duyarlihlk oranlari elde edilmistir. P.aeruginosa izolatlarinin direng
paternleri calismanin yapildigi yila, bolgeye, hastaneye ve hatta klinige

gore degiskenlik gostermektedir.

Tablo 15: Ulkemizde yapilan bazi c¢alismalarda Pseudomonas kékenlerinde

belirlenen siprofloksasin ve ofloksasin diren¢ oranlari (%).

Aragtirici(kaynak) Yil SayI CIP OFX
Ozgeng ve ark.(71) 1996 199 40 55
Mansuroglu ve ark(74) 1998 94 13,8 20,2
Karabiber ve ark (93) 1999 87 32

Akkurt ve ark (18) 1999 14 57
Akkurt ve ark (18) 2000 35 51
Pullukgu ve ark (91) 2000 69 27,5

Inan ve ark (91) 2000 100 16

Ergin ve ark (75) 2001 94 28
Vardar Unlii ve ark (62) 2001 100 17 36
Pullukgu ve ark (91) 2001 122 33,9

Pullukgu ve ark (91) 2002 80 15

Ardic ve ark (92) 2003 150 40

Pullukgu ve ark (91) 2003 60 10

Kaya ve ark (77) 2003 11 20
Nas ve ark (17) 2003 45 42 47
Ciftci ve ark (6) 2004 101 29

Pullukgu ve ark (91) 2004 90 24 1

Azap ve ark (73) 2004 107 26 53
Pullukgu ve ark (86) 2004 298 32.6

Algun ve ark (80) 2004 136 19,9
Can ve ark (72) 2005 29 38 38
Ozmen ve ark(76) 2005 111 42

Ozkalay ve ark (79) 2005 154 23

Kurultay ve ark (84) 2006 47 16

CIP: Siprofloksasin  OFX: Ofloksasin
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Ozgeng ve arkadaslarinin 1996 yilinda yapmis oldugu bir
calismada, 199 P. aeruginosa kokeninin disk difizyon testi ile
siprofloksasine ve ofloksasine diren¢ oranlari incelenmis ve
siprofloksasine direnci %40, ofloksasine direnci %55 olarak saptamislardir

(71).

Mansuroglu ve arkadaslarinin 1998 yilinda yaptiklari ¢alismaya
gore ise yatan hastalardan izole edilen P.aeruginosa orneklerinin
siprofloksasine direng orani %13.8, ofloksasine %20.2 olarak belirlenmigstir
(74). Akkurt ve arkadasglari Samsun'da 1999 ile 2000 vyillari arasinda
yogun bakim Unitelerinden izole ettikleri Pseudomonas kokenlerinin
ofloksasin direncini 1999 yilinda %57, 2000 yillinda %51 olarak

saptamiglardir (18).

Pullukgu ve arkadaglarinin da 2000 ile 2004 yillari arasinda yatan
hastalardan toplanan orneklerden soyutlanan 421 P.aeruginosa ile
yaptiklari bir calismada siprofloksasine 2000 ile 2001 yillarinda ortalama
%30'lar civarinda olan direnci 2002 ile 2004 yillarinda azaldigini ancak

2004 yilinda tekrar %24.1'e ¢iktigini saptamislardir (91).

Vardar ve arkadaglari 2001 yilinda yayinladiklari ¢alismada 100
P.aeruginosa kokeninde mikrodilusyon yontemi kullanilarak direnci
saptamislar ve siprofloksasin direncini %17, ofloksasin direncini %36

olarak tespit etmislerdir (62). Ergin ve arkadaslari ise 2001 yilinda
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yaptiklari galismada nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan 94 P. aeruginosa
susunda ofloksasin duyarliigini E Test yontemi ile %68, disk diftizyon
yontemi ile %74 olarak saptamiglar (75),

Kaya ve arkadaslari ise 2002-2003 yillari arasinda izole ettikleri 135
ornekte 11 P. aeruginosa izole etmisler ve ofloksasine direng oranini %20
olarak bildirmislerdir (77). 2004 yiinda Azap ve arkadaglari hastane
enfeksiyonu olarak izole edilen 107 P.aeruginosa susunun siprofloksasin
direncini %26, ofloksasin direncini ise %53 olarak saptamislardir (73).

Can ve arkadaslarinin 2005 yilinda yayinladiklari ¢alismaya gore
de, katater Orneklerinden izole edilen 29 P. aeruginosa sugunun disk
difizyon yontemi ile siprofloksasine ve ofloksasine diren¢ durumlarini %38
olarak belirlemiglerdir (72).

Bu calismada elde ettigimiz veriler dogrultusunda Gazi Tip
Fakultesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina goénderilen érneklerden
izole edilen 39 P.aeruginosa'nin ofloksasine direnci Can ve arkadaslarinin
sonuglarina benzer oranda yaklasik %37 olarak saptanmistir.

Ciftci ve arkadaslari 2005 yilinda klinik érneklerden izole edilen 101
Pseudomonas aeruginosa susunun siprofloksasine direng oranini %29
olarak (6), Ozmen ve arkadaslari ise 2005 yilinda yatan hastalardan izole
ettikleri 111 Pseudomonas susunda siprofloksasine diren¢ oranini %42
olarak bulmuslardir (76).

Florokinolonlarin genis etki spektrumlari, uygun farmakodinamik
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Ozellikleri ile toplum kdkenli pndémoni, akut sinUzit, Uriner sistem
enfeksiyonlari, gonore ile deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda yaygin
kullanimi sonucunda artan direng sorunu ile karsilasiimaktadir. Altoparlak
ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar ¢alismaya gore %38, Tezer ve
arkadaslarinin calismasina goére %36, Oztekin ve arkadaslari %31, Cetin
ve arkadaglari 1999 yilinda yaptiklari galismada %23, 2003 yilinda
yaptiklari calismaya gore de %36 oraninda direng saptamislardir
(8,9,10,11).

Kurultay ve arkadasglari, 2006 yilinda yogun bakim Unitesinden izole
ettikleri 47 P.aeruginosa'nin siprofloksasine direncini %16 olarak
bildirilmigtir (84).

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan bir calismada
100 P.aeruginosa susunun siprofloksasin direnci %17 iken (62), Bengisun
ve arkadaslarinin c¢alismasinda %19.7 olarak bildirilmistir (61).

P.aeruginosa kokenlerinde ofloksasine direngli suslarin orani
ulkemizdeki bazi hastanelerde % 20'lerde iken bazi kliniklerde bu oran
%60'lara ulasabildigi bildiriimektedir. Yaptigimiz ¢alismada da ofloksasine
direng orani ortalama %36 iken orta duzeyde direng orani %8 oraninda
tespit edilmigtir.

P. aeruginosa'nin kinolon direnciyle ilgili yurtdigi ¢alismalarda da
direng oranlari degisiklikler gostermekle birlikte % 35-70 arasinda direng

belirtiimektedir. Karlowsky ve arkadaslarinin ¢calismasinda Pseudomonas
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suslarinda yillar igerisinde gelisen diren¢ oranlari incelenmis ve kinolon
grubu antibiyotiklere kargi diger grup antibiyotiklere gore direngte hizl bir
artis oldugu ve MIK90 degerlerinde belirgin bir yikselme oldugu

belirlenmistir (78).

Tablo 16: Yurtdisinda yapilan bazi c¢alismalarda Pseudomonas kdkenlerinde

belirlenen siprofloksasin ve ofloksasin direng oranlari (%).

Arastirici(kaynak) Yil Sayi CIP OFX
Pieboji ve ark (82) 1995-98 67 34
Smitha ve ark (81) 1995-2003 343 9 36,73
Hamze ve ark (94) 1998-2001 464 42,3 54,6
Rolston ve ark (88) 2000-03 100 20 67
Sekiguchi ve ark (89) 2003-04 214 100 51,4
Sekiguchi ve ark (89) 2003-04 70 100 62,9
Cavallo ve ark (90) 2004 450 15,11

Raja ve ark (87) 2005 505 11,2

CIP: Siprofloksasin  OFX: Ofloksasin

Pieboji ve arkadaglari 1995 ile 1998 yillari arasinda 67

P.aeruginosa susunun %71,6'sin1 irin, %22,4'Gn0 idrar, %6'sini kan
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orneklerinden izole etmigler ve ofloksasine direng oranini disk difuzyon
yontemiyle % 34 olarak saptamiglardir (82). Hamze ve arkadaslari 1998
ile 2001 wyillari arasinda izole ettikleri 464 P. aeruginosa susunun
%39,3'Un0  Uriner orneklerden, %21,2'sini yara ve %16,5'm1 g6z
orneklerinden elde etmisler ve ofloksasine direnci %54,6, siprofloksasine
direncini %42,3 olarak saptamiglardir (94).

Smitha ve arkadaslari ise 1995 ve 2003 yillari arasinda yapmis
olduklari bir c¢alismada izole ettikleri 343 Pseudomonas susunun
siprofloksasine direng oranini %9, ofloksasine direnci ise %36,73 olarak
bildirmiglerdir (81). Rolston ve arkadaslarinin 2000 ve 2003 vyillari
arasindaki c¢alismalarinda kanser hastalarindan izole ettikleri 100
P.aeruginosa susunun sivi mikrodilisyon yontemi ile siprofloksasine
direng oranini %20, ofloksasine ise %67 olarak saptamislardir (88).

1993 ile 2002 yillan arasinda yogun bakim hastalarindan ulusal
surveyans c¢alismasi amaciyla izole edilen 13.999 P. aeruginosa'nin
siprofloksasine antimikrobiyal direnci gittikgce artis gosterdigi %15'den
%32'ye arttigi bildirilmigtir. izolasyon yogunlugu bakimindan &rnekler
siraslyla balgam, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat ve idrardan izole
edilmistir (85). Yaptigimiz bu ¢alismada da toplanan érneklerden idrar,
balgam, yara yeri, bronkoalveolar lavaj 6rneklerinin ilk siralari aldigi ve

tespit edilen direncin de uyumluluk gosterdigi gérulmektedir.

Sekiguchi ve arkadaslari 2003 ve 2004 yillari arasinda Japonya'da
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13 hastaneden yatan hastalardan izole ettikleri ¢oklu ilag direnci gosteren
214 P.aeruginosa'nin siprofloksasin ve ofloksasin direncini %100 olarak
tespit etmisler ve c¢oklu ilag direnci gostermeyen 70 P.aeruginosa'nin
siprofloksasine direncini %51.4, ofloksasin direncini ise %62.9 olarak

saptamiglardir (89).

Cavallo ve arkadaglari 2004 yilinda Fransa'da vyaptiklar
arastirmada, 450 P. aeruginosa susunun siprofloksasine diren¢ oranini
%15,11 olarak tespit etmislerdir ve izolatlarin %31,6'si1 idrar, %20,2'si
balgam, %19,1'i yumusak deri dokusu, %?7.5'i bronkoalveolar lavaj ve
%4,9'u kandan izole edilmistir (90). Raja ve Singh adli arastiricilar 2005
yilinda cesitli orneklerden izole ettikleri 505 Pseudomonas aeruginosa
susunun siprofloksasine direng oranini %11,2 olarak saptamislardir (87).

Farkl sonuglarin bildirildigi yurtdisinda yapilan bu ¢alismalarin
sonuglar géz onune alindiginda, test ettigimiz P.aeruginosa suglarinin
ofloksasinin duyarlilik oranlarinin orta dizeylerde oldugu goértlmektedir.
Ulkemizde vyapilan calismalarla karsilastirildiginda direncin  yiksek

oranlarda oldugu gorulmektedir.

P.aeruginosa farkli gruptaki birgcok antibiyotige karsi direng
gostermektedir ve her antibiyotik grubuna karsi direng mekanizmasi
farkhdir. Hacettepe Universitesi Erigkin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda 2002 ile 2003 yillarinda 664 farkli hastaya ait toplam
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1603 P.aeruginosa izolatinin 388' inin (%24,2) imipeneme, 606'sinin
(%37,8) meropeneme, 348'inin (21,7) seftazidime, 666'sinin (%41,5)
siprofloksasine, 783'Unlin (%48,8) tobramisine, 591'inin (%36,8)
aztreonama direncli oldugu belirlenmistir (Hacettepe Universitesi erigkin

hastanesi yillik kaydi).

Siprofloksasin ve ofloksasin duyarliiginin test edildigi ¢calismalarin
sonuglari karsilastirildiinda P.aeruginosa kdkenlerinin ofloksasine olan
direncinin siprofloksasine gore daha ylksek oranda oldugu gértlmektedir.
Antibiyotik kullanimi ile antibiyotik direnci arasinda yakin bir iligki oldugu
bilinmektedir. Degisik yerlerde ve degisik yillarda yapilan c¢alismalarin
birbirinden farkli antibiyotik direnci sonuglari, calismalarda da belirtildigi
gibi bu antibiyotiklerin yogun olarak kullanimina paralel olarak arttigini, bu

nedenle hastaneler arasinda farkliliklar gérulebildigini ortaya koymaktadir.

Kinolonlara direngte asil mekanizma DNA giraz enziminin
mutasyonu olup, dig membran proteinlerinin 6zellikle de OmpF, OmpC
defektleri ile olusan dis membran gecirgenliginin degismesi ve aktif diga

pompalama sistemleri ile de kinolon direnci olusmaktadir.

Yapilan bu calismada da, ofloksasine direngli ve duyarli
Pseudomonas aeruginosa suslarinin gyrA proteininin kinolon direncini
belirleyen bdlgeyi kodlayan gen bolgesindeki mutasyonlar arastiriimigtir.

Bu amacgla DNA dizi analizi yontemi uygulanmistir. DNA dizi analizi,
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mutasyonlari saptamak igin en dolaysiz ve guvenilir ydntemdir. Onceden

bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasina izin verir.

Pseudomonas aeruginosa suslarinda kinolon direncine sebep
oldugu dugunulen ve uzerinde en ¢ok caligilan bolge DNA giraz geninin A
altlnitesidir. Bu gen bdlgesindeki 83. kodonda Treonin (Thr) aminoasitinin
izolésin (lle) aminoasidine degisimi kinolon direncinini belirtmektedir.

Sekiguchi ve arkadaslarinin 2007 yilina ait ¢alismasinda klinik
orneklerden izole ettikleri 284 P.aeruginosa (214 c¢oklu ilag direnci
gosteren, 70 coklu ilag direnci gostermeyen) izolatinin gyrA, gyrB, parC ve
parE genlerindeki aminoasit degisimleri incelenmis ve 254'Unde (%89,4)
gyrA bolgesinde Thr83—lle , Asp87—Asn, Asp87—Gly ve Asp87—Tyr
degisimleri saptanmistir. Thr83—lle degisimi 251 susta (%88,4) tespit
edilmistir. 5 izolatta aminoasit degisimi gdézlenmemistir (89). 2003 yilinda
Guney Kore'de yapilan bir ¢alismaya goére 103 siprofloksasin direngli
izolatin gyrA, gyrB, parC ve parE bdlgeleri incelenmigtir ve gyrA
bdlgesinde 101 izolatta (%98) Thr83—lle, 5 izolatta (%4,8) Asp87—Asn ,
5 izolatta (%4,8) Asp87—Tyr, 1 izolatta (%0,9) Asp87—Gly ve 1 izolatta
(%0,9), GIn106—Leu degisimi saptanmistir. 2 izolatta gyrA bolgesinde

mutasyona rastlanmamistir (12).

Japonya'da 1999 yilinda florokinolonlarin direng mekanizmasinda

hedef enzimlerin rolinu saptamak amaciyla yapilan bir arastirmada 150
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P.aeruginosa izolatinin gyr ve par bodlgeleri incelendiginde 119 izolatin
gyrA Dbolgesinde Thr83—lle, Thr83—Ala, Asp87—Asn, Asp87—Tyr,
Asp87—Gly, Glub4—Lys, Ala67—Ser mutasyonlari saptanmistir (13).
Yurtdisinda yapilan bu caligmalarda ylksek oranlarda gyrA gen
bolgesinde Thr83—lle aminoasit degisimi gozlenmektedir. Yaptigimiz bu
calismada ise 39 P.aeruginosa izolatinin gyrA gen bolgesinin 83.
kodonunda Thr83—lle aminoasit degisimi ofloksasin direngli 5 izolatta
(%12,82) tespit edilmistir. incelenen gyrA bélgesinin cesitli kodonlarinda
da sessiz mutasyonlara rastlanmistir. gyrA bdlgesinin 84, 91,103, 110,
118, 132, 136, 137, 142,144 ve 150. kodonlarinda sessiz mutasyonlara
neden olan degisiklikler gdsterilmistir. Ozellikle 132. kodonda His132—His
degisimi 26 izolatta (% 66,6) gbzlenmistir. Tum P.aeruginosa suslarinda,
ofloksasine duyarli ve direncli, incelenen gyrA gen bdlgesinin degdisik

kodonlarinda farkli mutasyonlara rastlanmigtir (Tablo 13).
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Tablo 17. P.aeruginosa izolatlarinin gyrA gen bolgelerinde bulunan sessiz

mutasyon tipleri

Mutasyon tipi aminoasit nikleotid insidansi
degisimi degdisimi no[%]
Direngli Sessiz mutasyon Ala84—Ala GCG—GCA 1(2,5)
Vall03—Val GTA—-GTC 3(7,6)
Alall8—Ala GCA—GCG 3(7,6)
His132—His CAC—CAT 10(25,6)
Alal36—Ala GCG—GCC 3(7,6)
Aspl37—Asp GAC—GAT 1(2,5)
Aspl44—Asp GAC—GAT 3(7,6)
Aspl50—Asp GAT—GAC 3(7,6)
Duyarhi Sessiz Mutasyon Arg9l—Arg CGC—CGT 1(2,5)
Vall03—Val GTA—-GTC 2(5,1)
Glyl10—-Gly GGT—-GGC 2(5,1)
Alall8—Ala GCA—GCG 2(5,1)
His132—His CAC—CAT 16(41)
Alal36—Ala GCG—-GCC 2(5,1)
Thr142—Thr ACC—ACG 1(2,5)
Ala (Alanin) Val (Valin)  His (Histidin)  Asp (Aspartik asit)
Gly (Gilisin) Thr (Treonin) Arg (Arginin)
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Japonya'da 1999 yilinda yapilan ¢alismada 335 P.aeruginosa susu
ile calisiimis ve gyrA bolgesindeki aminoasit degisimleri saptanmistir. 243
izolatta (%72,5) degisim g6zlenmemigstir. Thr83—lle dénisimui 63 6rnekte
(%18,8) tespit edilmis ve Thr83—lle degisimi gbzlenen suslarda yuksek
duzeyde florokinolon direnci gosterilmistir (15). Yaptigimiz bu galismada
elde ettigimiz sonuglara gore gyrA gen bodlgesinin 83. kodonunda

meydana gelen Thr83—lle mutasyonu benzer degerler gostermektedir.

Higgins ve arkadasglarinin 2003 yilinda  yayinladiklari
arastirmalarina goére klinik 6rneklerden izole ettikleri 58 P.aeruginosa
susunun 40''nda (%68,9) Thr83—lle mutasyonu s6z konusudur. 10
izolatta ise degisim gozlenmemistir.12 izolatta ikili mutasyonlara
rastlanmistir (95). Calismamizda da incelenen gyrA gen bdlgesinde ¢ok

saylda ikili mutasyonlara rastlanmaktadir (Tablo 14).

Siprofloksasine direngli 30 P.aeruginosa izolatlarinin gyrA, gyrB ve
parC genlerindeki mutasyonlarinin arastirildiglr Fransa'da yapilan bagka bir
calismada gyrA gen bolgesinde Thr83—lle nokta mutasyonu 27 izolatta
(%90) gosterilmigtir. 3 izolatta ise mutasyon saptanamamistir. Sadece 1
izolatta 87. kodonda Asp87—Gly mutasyonu belirlenmistir (96). Daha
once rapor edilen calismalarda da benzer sonuglar elde edilmigtir. Bir
calismada florokinolon direngli 22 P.aeruginosa susunun (97) 13'Unde ve

18 susun (98) 10'unda gyrA bdlgesinin 83. kodonunda tekli mutasyon
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(Thr83—lle), 22 susun 1'inde ve 18 susun 1'inde 87. kodonda tekli
mutasyona rastlanmistir. Nakano ve arkadaslarinin (97) vyaptiklari

calismada 83 ve 87. kodonda ikili mutasyon gézlenmemigtir.

1993 yiinda Yonezawa ve arkadaglarinin c¢alismasinda klinik
orneklerden izole edilen 15 P.aeruginosa kokenlerinin ¢esitli kinolonlara
duyarliliklarini tespit etmigler ve kinolon direngli 15 susun gyrA gen
bdlgesindeki mutasyonlarini incelemiglerdir. 83. kodonda Thr83—lle
degisimi 14 izolatta gézlenmisg, ayrica 3 izolatta Asp87—Asn ve 1 izolatta
Asp87—His, Asp87—Gly aminoasit degisimi bulmuslardir. Calismalarinda
ikili mutasyonlara da rastlamiglardir. Bunun nedeninin yuksek dizeydeki
kinolon direncinden kaynaklandigini belitmektedirler(14). Yaptigimiz
calismada elde edilen verilere gbore rastlanan c¢ok sayida sessiz

mutasyonlarin direngli suslarda artis gosterdigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, P. aeruginosa izolatlarinin direng paternlerinin
calismanin yapildigi yila, bolgeye, hastaneye ve hatta klinige gore
degigkenlik gosterebilecegi bilindiginden, bu diren¢ oranlarinin her yil her
hastanede saptanmasinin 6nemi vardir. Hastanemizden izole edilen P.
aeruginosa suslarinda ulke genelinde ve tum dunyada oldugu gibi yuksek
oranda antimikrobiyal diren¢ ve ¢ogul direng ozellikleri gorulmektedir. Bu
diren¢ mekanizmalarinin bilinmesi ve yaylliminin onlenmesi onemlidir.

Yaptigimiz bu calisma gyrA gen bdlgesinin Ulkemizde Pseudomonas
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aeruginosa suglarinda kinolon direnci ile iligkili olarak yapilan
arastirdigimiz kadariyla ilk c¢alismadir. Pseudomonas aeruginosa'da
gorulen ylksek antimikrobiyal direng nedeniyle bu antimikrobiyal direncin
aydinlatilabilmesi igin bu gibi c¢alismalara gerek duyulmaktadir. Akilci
antibiyotik kullanimi politikalari belirleyip, belirlenen kurallara siki uyumu
saglamak zorunludur. Direng Ozelliklerinin  belirlenmesine  yonelik
epidemiyolojik c¢alismalar ampirik tedaviye yol gostermesi agisindan
yararhdir. Direncle iligkili olabilecek diger gen bolgelerinin incelenmesine
yonelik yapilan molekiler galismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu
veriler 1s1ginda ve hastane enfeksiyonlari kontrol komitelerinin Onerileri

dogrultusunda antibiyotik kullaniimalidir.
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OZET

Pseudomonas aeruginosa hastalarda ciddi seyirli
enfeksiyonlara yol agan ve antibiyotik direncinin sorun oldugu bir
patojendir. Son yillarda, hem hastane hem de toplum kaynakl
enfeksiyonlardan izole edilen P. aeruginosa'da antimikrobiyallere

karsi direng artis gostermektedir.

Bu calismanin amaci, P. aeruginosa suslarinda kinolon
direncinin konvansiyonel ve molekiler yontemler kullanilarak

saptanmasidir.

Hastanemize gonderilen c¢esitli orneklerden izole edilen 93
nonfermentatif bakteri konvansiyonel yontemlerle tiplendirilmistir.
Tiplendirilen 39 P.aeruginosa susu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu P.
aeruginosa suslarina CLSI onerilerine uygun olarak agar dilisyon
yontemi ile ofloksasine olan duyarhhklan arastinlmistir. P.
aeruginosa'da kinolon direncine sebep oldugu disunilen ve
uzerinde en ¢ok calisilan bolge DNA giraz geninin A altlinitesidir.
Ofloksasine duyarl ve direngli tim P. aeruginosa suslarina gyrA gen

bdlgesinin dizi analizi yapilarak molekiiler olarak incelenmistir.

Elde ettigimiz verilere gore, agar dillisyon metodu ile

ofloksasine duyarliliklari arastinlan 39 P. aeruginosa susunun
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14'Unde (%35,89) direng goriliurken, orta diuzeyde diren¢g orani 3

susta (%7,69) tespit edilmistir.

gyrA geninde yapilan dizi analizinde farklhi kodonlarda
mutasyonlar saptanmistir. gyrA gen bolgesinin dizi analizi sonuglari
incelendiginde, 83. kodonda treonin aminosidinin izolosin
aminoasidine donlisimi sonucu olugsan mutasyon yalniz ofloksasine
direngli 5 susta (%12,82) saptanmistir. Duyarl suslarda da ¢ok sayida

sessiz mutasyon gozlenmistir.

gyrA geninde incelenen diger kodonlarda da ¢ok sayida sessiz
mutasyonlara rastlanmigtir. Calistigimiz orneklerde en sik rastlanan
sessiz mutasyon 132. kodonda gosterilmistir. 6 P. aeruginosa

%15,38) susunda ise hicbir degisiklige rastlanmamistir.
(%15,38) sus ¢ gisiklig s

P. aeruginosa suslarinda kinolon direncinin gyrA gen
bolgesinin molekiiler analizi ile degerlendirildigi bilindigi kadariyla

ulkemizde yapilan ilk galigmadir.

P.aeruginosa'ya yuksek direng goriulmesi nedeniyle
antimikrobiyal direncin aydinlatilabilmesi i¢in bu gibi ¢aligsmalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Direngle iligkili olabilecek gyrB, parC ve parD
gen bolgelerininde arastiriimasi, direncin molekiiler o6zelliklerinin

ortaya konulabilmesi agisindan gereklidir.
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is responsible for serious infections
in critically ill patients. In recent years, increasing antimicrobial
resistance in both nosocomial and community acquired P.

aeruginosa isolates is alarming.

The aim of study was to detect the quinolone resistance of P.
aeruginosa strains isolated from various clinical specimens in our
hospital, by conventional and molecular metods. Ninety — three
nonfermentative bacterial isolates were included in the study. Thirty
— nine of them was identified as P. aeruginosa by using conventional
metods. Ofloxacin susceptibility of the stains were assessed by
using agar dilution method according to the recommendations of

CLSI and DNA sequencing of gyrA was done.

Fourteen of 39 (35,89%) P. aeruginosa strains were resistant to
ofloxacin. Further 3 (7,69%) strains were found intermediate -

resistant. The substitution of threonine to isoleucine was observed in
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5 of 14 (35.71%) quinolone resistant strains. Various silent mutations
had been detected in quinolone resistant and susceptible strains,
where codon 132 was most frequently affected. None of the
susceptible strains had missense or nonsense mutations in gyrA. Six

of 39 (12,82%) of the strains did not have any gyrA mutations.

These data confirm that the primary mechanism of quinolone
resistance in P. aeruginosa is mediated through target site
alterations, specifically leading to the amino acid substitution of an

isoleucine for a threonine in gyrA.

To our knowledge this is the first study which the quinolone
resistance examined by molecular analyzes in the gyrA gene of the

P. aeruginosa in Turkey.

We requirement new studies for clarifying the antimicrobial
resistance because of the high level resistance in P. aeruginosa. The
gene region must examined which can be related with resitance this

is necessary for showing molecular chracteristic.
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