VLTI L VLT LI i fd B  Mikrobiyol Bul 2024;58(4):393-407/doi: 10.5578/mb.20249666
Gelis Tarihi (Received): 25.04.2024 * Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 18.07.2024

Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin
Antibiyotik Direncinde Resistance Nodulation
Division (RND) Disa Atim Pompasi ve OPRD
Ekspresyon Diizeylerinin Arastiriimasi

Investigation of Resistance Nodulation Division (RND) Efflux
Pump and OPRD Expression Levels in Antibiotic Resistance of
Clinical Pseudomonas aeruginosa lsolates

Muhammed Furkan KURKCU'(1D), Tugba FATSA?(1D), Elif Seren TANRIVERDI3(1D),
Hasan KARAKUS*(1D), Tugrul HOSBUL*(1D), Barng OTLU>

' Ankara Etlik Sehir Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Ankara.

! Ankara Etlik City Hospital, Clinic of Medical Microbiology, Ankara, Tiirkiye.

2 Saglik Bilimleri Univesitesi, ARGE Laboratuvari Molekiiler Uygulama ve Arastirma Birimi, Ankara.

2 University of Health Sciences, Laboratory of ARGE, Moleculer Training and Research Unit, Ankara, Tiirkiye.

3 Malatya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar Birimi, Malatya.

3 Malatya Training and Research Hospital, Medical Microbiology Laboratory Unit, Malatya, Tiirkiye.

* Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.

# University of Health Sciences, Giilhane Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Ankara, Tiirkiye.

* inénii Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya.
S [nénii University Faculty of Medicine, Deparment of Medical Microbiology, Malatya, Tiirkiye.

* Bu ¢alisma, XL. Uluslararasi Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi’nde s6zlii sunum olarak sunulmustur.
* Bu calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) koordinatérliigii tarafindan desteklenmistir (Proje
no: 2021-155).

Makale Atifi: Kiirkcii MF, Fatsa T, Tanniverdi ES, Karakus H, Hosbul T, Otlu B. Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin
antibiyotik direncinde resistance nodulation division (RND) disa atim pompasi ve OPRD ekspresyon diizeylerinin arastiriimasi.
Mikrobiyol Bul 2024,58(4):393-407.

o0z

Toplum kokenli ve hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu olan Pseudomonas aeruginosa’da artan
antibiyotik direnci kiiresel 5nem tasimaktadir. Disa atim pompalarinin aktivite artisi, dig membran porin ge-
cirgenliginin azalmasi ve karbapenemaz tretimi P.aeruginosa’da direng gelisiminde rol oynayan en 6nemli
mekanizmalardir. Bu calismada, Paeruginosa izolatlarinda resistance nodulation division (RND) disa atim
pompalarinin, outer membrane porin D (OprD) dis membran proteininin ve karbapenemaz tretiminin
farkli antibiyotiklere karsi direnc gelisimindeki etkilerinin belirlenmesi amaclanmustir. Calismaya, 2019-2021
yillar arasinda hastanemiz klinik 6rneklerinden izole edilmis 80 P.aeruginosa izolati dahil edilmistir. izolat-
larin tiir diizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) ile yapilmistir. Antibiyotik
duyarlliklari Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi [The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)] kriterlerine gére VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) sistemiyle belirlenmistir.
Dis membran porin proteini OprD ile disa atim pompalarinin diizenleyici genleri olan mexB, mexC, mexE
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Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin Antibiyotik Direncinde Resistance Nodulation

Division (RND) Disa Atim Pompasi ve OPRD Ekspresyon Duzeylerinin Arastiriimasi

ve mexX ekspresyon diizeyleri gercek zamanl kantitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
[quantitative real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (Rt-qPCR)] ile arastinlmustir. rpsL geni
referans gen, Paeruginosa PAOT1 susu kontrol sus olarak Rt-qPCR calismalarinda kullanilmis ve kargilastir-
mali ekspresyon analizi delta-delta cycle threshold (AACt) yontemiyle hesaplanmistir. Calismada blag,, e,
blay e blay,,, blay,. blay,. ve bla,,, 1, varigi PCR ile arastinlmistir. 1zolatlar arasindaki klonal iliski M13
primeri kullanilarak AP-PCR ile belirlenmistir. Bant profilleri GelCompar Il (Applied Maths) yaziim sistemi
kullanilarak analiz edilmistir. izolatlarinin %63.7'sinde, karbapenem direncli izolatlarin ise %74'iinde OprD
ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. OprD icin ekspresyon diizeyindeki azalma yalnizca karbapenem
duyarli (n= 30) ve karbapenem direncli (n= 50) gruplar arasinda anlaml bulunmustur (p= 0.014). mexB asiri
ekspresyon orani karbapenem direncli izolatlarda %82, karbapenem duyarlilarda %33; cok ilaca direncli
(CID) izolatlarda %76.6, CiD olmayanlarda ise %45.5 olarak bulunmustur (sirasiyla p= 0.001; p= 0.004).
mexX asir ekspresyon orani amikasine direncli ve duyarli grupta sirasiyla, %68 ve %40; gentamisine direncli
ve duyarl grupta ise %64.3 ve %40.4 olarak bulunmustur (sirasiyla, p= 0.02; p= 0.041). Cok ilaca direncli
izolatlarin %61.7’si, CID olmayanlarin ise %30.3'linde mexX asin ekpresyonu bulunmustur (p= 0.006).
mexC ve mexE ekspresyonu icin antibiyotiklere duyarli ve direncli gruplar arasinda anlaml fark saptanma-
mistir. Karbapenem direncli izolatlarin %32 (16/50)'sinde bla, ,, saptanirken, hicbir izolatta bla,, ,q
blay oy blay,, blay, blay, varlg saptanmamistir. AP-PCR analizinde, 64 farkli genotip saptanmis ve bas-
kin bir genotip izlenmemistir. Izolatlarin 14 farkli kiime icinde gruplandigi ve kiimelesme oraninin %36
oldugu bulunmustur. Paeruginosa’da 6zellikle RND disa atim sistemlerinin antibiyotik direng gelisiminde
onemli roli bulunmaktadir. Bu calisma, mexB asiri ekspresyonu ve OprD ekspresyonunda azalmanin karba-
penem direnci gelisiminde; mexX agirn ekspresyonunun ise amikasin ve gentamisine direng gelisiminde rolii
oldugunu géstermistir. mexB ve mexX asiri ekspresyonunun CiD izolatlar ile anlamli diizeyde iliskili oldugu
bulunmustur. izolatlarin 16’sinda blagy » 4, varhgr saptanmis ve bu direng geni varliginin karbapenem direng
gelisiminde katkisi olabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa; Rt-qPCR; dis membran proteini; karbapenem; gen
ekspresyonu.

ABSTRACT

The increasing antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa, responsible for both community-ac-
quired and hospital-acquired infections, is of global significance. The primary mechanisms contribut-
ing to resistance development in P.aeruginosa include the increased activity of efflux pumps, decreased
permeability of outer membrane porins and the production of carbapenemases. This study aimed to
determine the effects of resistance nodulation division (RND) efflux pumps, outer membrane porin D
(OprD) outer membrane protein and carbapenemase production on the development of resistance to
different antibiotics in P.aeruginosa isolates. Eighty P.aeruginosa isolates obtained from clinical samples in
our hospital between 2019 and 2021 were included in the study. Species-level identification of the iso-
lates was performed using MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Germany). Antibiotic susceptibilities were
determined using the VITEK® 2 (bioMérieux, France) system according to the criteria of the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). The expression levels of the outer mem-
brane porin protein OprD and the regulatory genes of efflux pumps (mexB, mexC, mexE, and mexX) were
investigated using real-time quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (Rt-qPCR). The
rpsL gene was used as the reference gene and P.aeruginosa PAO1 strain was used as the control strain in
Rt-qPCR. Comparative expression analysis was calculated using the delta-delta cycle threshold (AACt)
method. The presence of bla,, .o, blayp,,. blay,,, bla,,» bla,- and bla,,, ., was investigated by PCR.
Clonal relationships among the isolates were determined by AP-PCR using the M13 primer. Band profiles
were analyzed using GelCompar Il (Applied Maths) software. Decreased OprD expression was detected
in 63.7% of the isolates and 74% of carbapenem-resistant isolates. The decrease in OprD expression was
found to be significant only between the carbapenem-susceptible (n= 30) and carbapenem-resistant
(n= 50) groups (p= 0.014). The overexpression rate of mexB was 82% in carbapenem-resistant isolates
and 33% in carbapenem-susceptible isolates; 76.6% in multidrug-resistant (MDR) isolates and 45.5%
in non-MDR isolates (p= 0.001 and p= 0.004, respectively). The overexpression rate of mexX was 68%
and 40% in the amikacin-resistant and susceptible groups, respectively; and 64.3% and 40.4% in the
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gentamicin-resistant and susceptible groups, respectively (p= 0.02 and p= 0.041, respectively). Over-
expression of mexX was found in 61.7% of MDR isolates and 30.3% of non-MDR isolates (p= 0.006).
No significant difference was found in the expression of mexC and mexE between antibiotic-susceptible
and resistant groups. While bla was detected in 32% (16/50) of carbapenem-resistant isolates,

OXA-10
blaoxms' blay o, blay,, bla, . bla,,- were not detected in any of the isolates. AP-PCR analysis identified

Mp ~"“kpc
64 different genotypes and no dominant genotype was observed. The isolates were grouped into 14

different clusters with a clustering rate of 36%. RND efflux systems play a crucial role in the development
of antibiotic resistance in P.aeruginosa. This study showed that overexpression of mexB and decreased
expression of OprD contributed to the development of carbapenem resistance, while overexpression of
mexX contributed to the development of amikacin and gentamicin resistance. Overexpression of mexB

and mexX has significant correlation with MDR isolates. The detection of bla,, ,, in 16 isolates suggests

that the presence of this resistance gene may contribute to the development of carbapenem resistance.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Rt-qPCR; outer membrane protein; carbapenem; gene expression.

GiRiS

insanlarda mikrobiyota lyesi olarak da bulunabilen Pseudomonas aeruginosa, 6zellik-
le bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda sepsis, pndmoni, cerrahi alan enfeksiyonlari,
yara yeri enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi cesitli enfeksiyonlardan sorum-
lu ciddi bir patojendir ve nozokomiyal enfeksiyonlarin da %710-15‘inden sorumludur.
P.aeruginosa dogal ve edinsel diren¢ mekanizmalari ile beta-laktam grubu antibiyotikler,
aminoglikozidler, kinolonlar ve karbapenemleri de iceren farkli antibiyotiklere karsi di-
renc¢ gosterebilmektedir. Paeruginosa ve diger gram-negatif bakterilerde bulunan porin
kanallar 6zellikle beta-laktamlarin hiicreye gecisini kontrol ederken substrata spesifik bir
porin olan ‘outer membrane porin D (OprD)’ ekspresyonunda azalma veya porin kaybi
antibiyotik direnciyle sonuglanmaktadir'.

Hcre icine cesitli maddelerin girisinde OprD bariyer gorevi goriirken membranda
bulunan disa atim pompalari ise farkh substratlarin hiicre disina atilimindan sorumlu
transport proteinleridir. Disa atim pompalari niikleik asit benzerligi, kullandigi enerji kay-
nagl, substrat tlrl gibi 6zelliklere gore bes farkli aileye ayrilmaktadir. Diger dort aile
hem gram-pozitif hem de gram-negatiflerde bulunurken ‘resistance nodulation division
(RND)’" sadece gram-negatif bakterilerde bulunan ve diren¢ gelisiminde en ¢ok rol oy-
nayan disa atim pompas! ailesidir>3, RND ailesi icinde MexAB-OprM disa atim pompasi
en genis substrat profiline sahiptir ve beta- laktamlar, kinolonlar, tetrasiklinler, kloram-
fenikol, stilfonamidler, vb. antibiyotiklerin hiicre disi atihmina bagl diren¢ gelisiminde
rol oynamaktadir. MexAB-OprM disa atim pompasi Ug farkli transkripsiyonel diizenleyici
gen lokusu ile kontrol edilmektedir. Bunlardan mexR ve nalD ekspresyonu baskilarken,
nalC ise pozitif regiilatér etki gostererek ekspresyon diizeyini arttirmaktadir’. MexCD-
Opr] aktivitesi Uzerinde negatif otoregtlator etkili nfxB genindeki mutasyonlar, 6zellikle
dordunci kusak sefolosporinler olmak tizere beta-laktamlara, kinolon, tetrasiklin ve mak-
rolidlere direncten sorumludur. MexEF-OprN ise beta- laktamlara afinitesinin daha az ol-
mastyla diger disa atim pompalarindan ayrilmaktadir. mexT geni, MexEF-OprN aktivitesi-
ni arttirarak kinolon, kloramfenikol ve trimetoprim direnc gelisiminde rol oynamaktadir’.
Dis membran proteinini kodlayan gen icermeyen MexXY, transmembran etkisini OprM,
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OpmB gibi dis membran proteinleri ile baglanti kurarak gerceklestirmektedir ve aminogli-
kozid, kinolon, eritromisin gibi ilaglara diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir. MexXY pom-
pasi ekspresyonunda negatif etkili olan mexZ geninde olusan mutasyonlara bagli olarak da
MexXY asiri ekspresyonu sonucu direng gelisebilmektedir. P.aeruginosa en dnemli nozoko-
miyal patojenlerden biridir ve direng sorunu nedeniyle tedavi secenekleri oldukga kisitlidir.
Mevcut tedavi secenekleri arasinda polimiksinler ve karbapenemler 6nemli antibakteriyel
ajanlardir. Bununla birlikte giinimuzde karbapenemlerin tedavide yaygin olarak kullanil-
masina bagli olarak artan direng oranlari s6z konusudur®. Bu direncten AmpC beta-lak-
tamazlar, OprD porin mutasyonlari, disa atim pompasi aktivitesinin artmasi ve karbape-
nemaz uretimi sorumlu tutulmaktadir. NDM, IMP ve VIM gibi metallo-beta-laktamazlarin
yaninda KPC, OXA gibi grup A ve grup D karbapenemazlar da diren¢ gelisiminde rol
oynamaktadir’. Merkezlerin 6zellikle cok ilaca direncli (CiD) patojenlerin direng gelisimini
izlemeleri ve etkenlerin direng mekanizmalarini belirlemeleri, tedavide uygun antibiyotik
secimi ve diren¢ gelisiminin epidemiyolojik takibi icin 6nemlidir. Calismada esas olarak,
P.aeruginosa izolatlarinin karbapenemler, aminoglikozidler, kinolon grubu antibiyotikler
basta olmak (izere tedavide sik tercih edilen antibiyotiklere direnc gelisimi ile CiD’li izolat
fenotipinin olusmasinda OprD dis membran proteini ile disa atim pompalarinin ekspres-
yon dizeylerinin etkinliginin arastirnlmasi amaclanmistir. Ayrica calisma izolatlarinda KPC,
NDM, IMP, VIM, OXA-10 ve OXA-48 beta-laktamaz varligi da degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu tara-
findan onaylandi (Tarih: 02.09.2021, Proje-Karar no: 2021-324).

Bakteriyel izolatlarin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarllik Testleri

Calismaya 2019-2021 yillar arasinda izole edilmis, tekrar icermeyen 80 Paeruginosa
izolat dahil edildi. izolatlar tipik koloni morfolojileri, Gram boyama, oksidaz testi, sekerleri
fermente edip etmemeleri gibi konvansiyonel mikrobiyolojik 6zelliklere ek olarak matriks
destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS,
Bruker Daltonics, Almanya) ile tur diizeyinde tanimlandi.

izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri VITEK® 2 (bioMérieux, Fransa) otomatize sis-
temi ile Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi [The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)] kriterlerine gore degerlendirildi. En az (¢
farkli gruptan antibiyotige direncli izolatlar CiD olarak tanimlandi. izolatlarin tiimii karba-
penem (meropenem ve imipenem), aminoglikozid, kinolon duyarliigi ve CiD durumuna
gore gruplandirildi.

RNA Eldesi ve cDNA Sentezi

Ekstraksiyon oncesi -20 °C’de saklanan izolatlar triptik soy agara (TSA) ekildi ve 18-
24 saat inkiibe edildi. izolatlardan total RNA eldesi TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher,
ABD) kiti kullanilarak dreticinin talimatlarina gore yapildi. Elde edilen RNA'nin safligi
mikroplak spektrofotometre Synergy H1 (Biotek, ABD) ile 260 nm/280 nm dalga boyunda
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Olclildi ve 1.9-2.1 arasinda olan degerler calismaya dahil edildi. RNA’dan cDNA sentezi
OneScript® Plus (Abmgood, ABD) kiti kullanilarak Uretici énerileri dogrultusunda gercek-
lestirildi. DNA safligi optik dansite dlciimuyle belirlendi ve 260 nm/280 nm orani 1.8-2
araliginda olanlar calismaya alindi.

Primer Tasarimi

Bu calismada MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN, MexXY disa atim pompa-
larinin diizenleyici genleri olan mexB, mexC, mexE ve mexX ile OprD dig membran pro-
teininin primer dizileri National Center for Biotechnology Information (NCBI) gen ban-
kasinda bulunan gen dizileri referans alinarak Primer-BLAST ve Snapgene Viewer progra-
miyla belirlendi. P.aeruginosa PAO1 kontrol susu ve rpsL ise referans gen olarak kullanildi®.

Karbapenemazlara ait primerler (b/aOXA_48, bla, . blay,, bla,,» b/czKPC ve b/aOXA_m) on-
ceki calismalar referans alinarak belirlendi (Tablo I).
Tablo I. Calismada Kullanilan Primer Dizileri
Gen Dizi (5'-3") Bant Biiyiikliigii (baz cifti) Referans
mexB ATG ACC ATCACC GTG ACCTT 238 Bu calisma
AGA GTG GGT CCT GGA TGT TG
mexC AGC CAG CAG GAC TTC GAT AC 243 Bu calisma
GGT CTG GGT GAAATC CGC A
mexE TCG CCG AAG TCATCG AAC AA 525 Bu calisma
CGT CGA AGT AGG CGT AGA CC
mexX TGT TCCAGATCG ACCCTGC 159 Bu calisma
CTT CGG TGT ACT CGC GTT C
OprD GTG GCGACT CGATITTCCTC 174 Bu calisma
CAG ACA TCT TGG TGC CAT CG
rpsL TAT ACA CCA CCA CGC CGA AA 240 Bu calisma
ACT TCG AAC GAC CCT GCTTA
OXA-48 GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC 438 7
CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG
NDM GCA GCT TGT CGG CCATGC GGG C 782 7
GGT CGC GAA GCT GAG CAC CGC AT
VIM GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390 7
CGA ATG CGC AGC ACC AG
IMP GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT 188 7
CCAAACYACTAS GTTATCT
KPC TGT CAC TGT ATC GCG GTC 900 7
CTC AGT GCT CTA CAG AAA AAC
OXA-10 GTC TTT CGA GTA CGG CAT TA 720 7
ATT TTC TTA GCG GCA ACT TAC
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Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Ekspresyon Diizeylerinin Belirlen-
mesi

Gercek zamanl kantitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative
real-time reverse transcription polymerase chain reaction (Rt-qPCR)], Uretici firma Onerile-
rine gore BlasTagTM 2X qPCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc., Kanada) kiti
kullanilarak ABI 7500 Real-Time PCR cihazinda (Applied Biosystems™, ABD) gerceklesti-
rildi. Rt-qPCR c¢alismalarinda Tablo I'de sunulan RND disa atim pompasi genleri (mexB,
mexC, mexE, mexX) ve OprD icin tasarlanan oligoniikleotit primerleri kullanildi. Her bir
gen icin 95 °C’de ¢ dakikalik baslangi¢ denatiirasyonunun ardindan; toplam 40 RT-qPCR
dongusi olacak sekilde, 95 °C’de bes saniye denatiirasyon, 60 °C’de 30 saniye baglanma
ve 72 °C’de 30 saniye uzama basamaklari uygulandi. Tim Rt-qPCR testleri tc¢ tekrarl ca-
ligildi. Kargilastirmali ekspresyon diizeyi analizinde 222t yéntemi kullanildi®. Kontrol susu
olan Pseudomonas aeruginosa PAO1 ile karsilastirldiginda; mexB icin iki, mexC ve mexE icin
100, mexX icin ise 10 kat ve (izeri artis asiri ekspresyon olarak degerlendirildi*'°.

Karbapenemaz Genlerinin Arastiriimasi
bla bla, . ve bla ) var-

Karbapenemaz genlerinin (blay,, 45 blayp,, blay,, bla,,, bla,. OXA10
hgr Tablo I'de sunulan primerler kullanilarak arastirildi. DNA ekstraksiyonu DNA4PCR
(RTechMed, Turkiye) kiti kullanilarak ureticinin onerilerine gore gergeklestirildi. bla, . icin
2 pl bakteri DNA'si, 1X PCR tampon ¢ozeltisi, 2.0 mM MgCl2, 0.25 mM deoksinikleotit
trifosfattan (dNTP), 20 pmol primer ve 1 U Taq DNA polimeraz (5 U/ul) (ABM, Kanada)
iceren 25 pl PCR karisimi kullanildi. Isi dongust, 95 °C’de bes dakika ilk denattrasyon;
95 °C’de 60 saniye denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de 90 saniye
uzama ile toplam 36 dongu ve son uzama olarak 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde uy-
gulandi. Diger karbapenemaz diren¢ genleri icin 2.5 pl toplam DNA, 1 X PCR tamponu,
2.5 mM MgCl,, 0.2 mM her bir dNTP, 20 pmol primer seti, 0.25 U Taq DNA polimeraz
(5 U/pL) (ABM, Kanada) iceren 25 pl reaksiyon karisimi kullanildi. PCR déngtileri NDM,
OXA-10 ve OXA-48 gen bdlgeleri icin 95 °C’de bes dakika ilk denattirasyon, 95 °C’'de 45
saniye denattrasyon, 60 °C’de 45 saniye baglanma ve 72 °C’de bir dakika uzama ile top-
lam 35 dongii ve son uzama olarak 72 °C’de sekiz dakika; IMP ve VIM gen bélgeleri icin
ise 94 °C’de bes dakika ilk denatlrasyon, 94 °C’de 30 saniye denatirasyon, 52 °C’de 40
saniye baglanma ve 72 °C’de 50 saniye uzama ile toplam 36 dongu ve son uzama olarak
72 °C'de bes dakika seklinde uygulandi. Amplifiye edilen Grtinler; Safe View (ABM, Kana-
da) ile boyanmis %1’lik bir agaroz jelde, 40 dakika boyunca 100 V akimda elektroforez
sonrasi UV 1sik altinda gorintilendi. Direng genlerine ait Griinler dogrulanmak amaciyla
saflagtirildi ve dizilendi. Amplikonlarinin dizi analizi MSM firmasi (istanbul, Tiirkiye) tara-
findan yapildi. PCR rtinleri Montage PCR clean up kit kullanilarak saflastirildi ve Big Dye
terminator cycle dizileme kiti 3.1 (Applied BioSystem, ABD) ve Applied BioSystem mo-
del 3730XL DNA dizileme sistemi (Applied BioSystem, ABD) kullanilarak dizileme islemi
gerceklestirildi. Her bir izolat icin Bioedit yazilm programiyla diizenlenen sekans dizileri,
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi [National Center for Biotechnology Information Gen-
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Bank (NCBI-Gen Bankasi)] veri tabani iizerinde bulunan BLAST® (Basic Local Alignment
Search Tool) dizi eslestirme analiziyle degerlendirildi.

Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu

izolatlarin klonal iliskisi 5'-GAG GGT GGC GGT TCT-3' dizisine sahip M13 primerinin
kullanildigi AP-PCR yontemiyle belirlendi. PCR, 2 pl 6rnek DNA'sI, 48 ul 1X PCR tamponu,
0.2 mM dNTP karisimi, 4 mM Mg*2, 50 pmol primer, 2.5 U Taq DNA polimeraz ve DNaz-
RNaz icermeyen sudan olusan karisimla yapildi. AP-PCR, baslangi¢ denatiirasyonu icin 94
°C’de beg dakika, baglanma icin 38 °C’de bes dakika, sentez icin 72 °C’'de bes dakika olacak
sekilde iki dongu ve sonrasinda baslangi¢ denatirasyonu icin 94 °C’de bir dakika, baglanma
icin 40 °C’de bir dakika, sentez icin 72 °C’de iki dakikadan olusan 40 dongu olacak sekilde
T100 (Bio-Rad, ABD) 1si déngiisii cihazinda gerceklestirildi''. Amplifikasyon triinlerine 75 V
akimla U¢ saat ve ardindan 50 V akim ile bir saat olacak sekilde elektroforez uygulandi ve UV
1stk altinda gorintilendi. Bant profilleri GelCompar 2 (Applied Maths, Belcika) kullanilarak
analiz edildi. Benzerlik oranlari %90’in tizerinde olan suslar ayni klon olarak kabul edildi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 25 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagiima uygunlugu gor-
sel yontemlerle (histogram ve olasilik grafikleri) ve Kolmogorov-Smirnov testiyle arastirildi.
Kategorik degiskenler arasindaki fark Pearson ki-kare testi veya Fisher’in kesin testi kullani-
larak degerlendirildi. p< 0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Toplam 80 P.aeruginosa izolatinin 23 (%28.8)'l yara, 15 (%18.8)’i endotrakeal aspi-
rat, 11 (%13.8)'i kan, 10 (%12.5)"u idrar, 8 (%10)’i doku, 4 (%5)’lU endotrakeal aspirat,
3 (%3.75)'u apse, 3 (%3.75)'U balgam ve 3 (%3.75)'G kemik iligi, plevra ve safra sivi-
sindan olugmustur. Toplamda 80 P.aeruginosa izolatinin 50 (%62.5)'si karbapenemlere
(meropenem ve imipenem) direncli, 30 (%37.5)'u karbapenemlere (meropenem ve imi-
penem) duyarli olarak bulunmustur. izolatlarin %58.8 (n= 47)’i CiD olarak saptanmistir.
Calisma izolatlarinin antibiyotiklere olan duyarliliklari Tablo 1I’de sunulmustur.

gPCR analizlerine bakildiginda; OprD ekspresyonunda azalma yalniz karbapenem du-
yarl ve direncli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismada karba-
penem duyarl izolatlarin %46.7 (14/30)'sinde, karbapenem direncli izolatlarin ise %74
(37/50)'tinde OprD ekspresyonunda azalma gozlenmistir (p= 0.014).

mexB geninin asiri ekspresyonu karbapenem direncli izolatlarin %82 (41/50)'sinde,
duyarli izolatlarin ise %33.3 (10/30)’lUinde saptanmistir (p< 0.001). Cok ilaca direncli izo-
latlarda mexB asiri ekspresyon orani %76.6 (36/47), CiD olmayan izolatlarda ise %45.5
(15/33) olarak bulunmustur (p= 0.004). mexX asiri ekspresyonu amikasine direncli ve
duyarli izolatlarda sirasiyla %68 (17/25) ve %40 (22/55) olarak bulunmustur (p= 0.020).
Bu oranlar gentamisin direncli ve duyarli izolatlarda ise sirasiyla %64.3 (18/52) ve %40.4
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Tablo II. izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuglari

Duyarh Direncli
Antibiyotik

% (n) % (n)
Meropenem 37.5 (30) 62.5 (50)
imipenem 37.5 (30) 62.5 (50)
Siprofloksasin 30 (24) 70 (56)
Levofloksasin 21.2(17) 78.8 (63)
Amikasin 68.6 (55) 31.2 (25)
Gentamisin 65 (52) 35 (28)

Var Yok
Cok ilaca direng
58.8 (47) 41.2 (33)

(21/28) olarak belirlenmistir (p= 0.041). mexX asiri ekspresyonu CiD olan izolatlarda
%61.7 (29/47), CID olmayan izolatlarda ise %30.3 (10/33) olarak saptanmustir (p=
0.006). mexC ve mexE asiri ekspresyonu acisindan herhangi bir antibiyotik icin direncli ve
duyarl grup arasinda anlamli fark saptanmamuistir. Farkh antibiyotik gruplarinin duyarli-
liklarina gore disa atim pompasi diizenleyici genleri ve OprD dis membran porin proteini
ekspresyon diizeylerinin iliskisi Tablo IllI'te sunulmustur.

Karbapenem direncli izolatlarin %32 (16/50)'sinde bla,, ,, pozitifligi bulunmus ve
dizilemeyle dogrulanmistir. Calismada arastirilan diger karbapenemaz diren¢ genleri izo-
latlarda saptanmamistir. Calisma izolatlarinda 64 farkl genotip tespit edilmis ve izolatlar
14 farkh kiime icinde gruplandiriimistir (tolerans 1.0, optimizasyon 1.0, cut-off %90).
izolatlarin 29 tanesi herhangi bir kiime icinde yer almis ve izolatlarda kiimelesme orani
%36 (29/80) olarak bulunmustur (Sekil 1). bla o pozitifligi iceren izolatlarin herhangi
bir kiime icinde gruplanmadigi saptanmistir.

OXA-1

Tablo IlI. Antibiyotik Direnci ile Disa Atim Pompasi Diizenleyici Genlerinin Ekspresyon Diizeyleri
Arasindaki lligki

Antibiyotikler Direng OprD mexB mexC mexE mexX
n (%) p degeri

Meropenem 50 (62.5) 0.014* <0.001* 0.083 0.167 0.265
imipenem 50 (62.5) 0.014* <0.001* 0.083 0.167 0.265
Siprofloksasin 56 (70) 0.243 0.094 0.589 0.171 0.698
Levofloksasin 63 (78.8) 0.634 0.053 0.430 0.072 0.340
Amikasin 25(31.3) 0.975 0.124 0.886 0.975 0.020*
Gentamisin 28 (35) 0.679 0.294 0.911 0.679 0.041*
Cokilaca direng! 47 (58.8) 0.336 0.004* 0.218 0.649 0.006*

*Karbapenemlere direncli izolatlarda artmig mexB diizeyleri ile azalmis OprD diizeylerinin istatistiksel olarak anlamlilik
ifade ettigi saptanmistir. Amikasin ve gentamisin direncli izolatlarda artmis mexX diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Cok ilaca direncli izolatlarda artmis mexB ve mexX diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
'En az ii¢ antibiyotige direncli izolatlar.
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P asuroginosa M13 AP-PCR
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Sekil 1. AP-PCR ¢alismasina ait dendogram gdriintisi.
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TARTISMA

P.aeruginosa izolatlarinda farkl antibiyotiklere direnc gelisiminde genellikle cesitli
mekanizmalarin es zamanli aktivasyonu rol oynamaktadir. Dis membran gecirgenliginin
distik olmasinin yaninda dis membran Uzerinde secici gecirgenligi saglayan porinlerin
varligi, beta-laktamazlarin Gretimi, disa atim pompalarinin etkisinin artmasi direng gelisi-
miyle sonuglanan farkli mekanizmalara érnek olusturmustur'2.

Serin proteaz olarak gorev yapmasinin yaninda OprD 6zellikle gram-negatif bakte-
rilerin dig membranlarinda yari gecirgen bir bariyer yapisi olusturan dis membran pro-
teinidir. Hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi icin gerekli besinlerin yani sira 6zellikle
beta-laktam, aminoglikozid, kinolon gibi antibiyotiklerin de transportunda gorev almak-
tadir. OprD’nin 6zellikle imipenem olmak tizere karbapenemlerin hiicre icine aliminda
temel giris yolu oldugu saptanmis olup, OprD ekspresyonunda azalma veya yapisinda
degisikliklere neden olan mutasyonlarin sonucunda basta karbapenemler olmak tzere
cesitli antibiyotiklere direnc gelisebilmektedir'3. Literatiirde karbapenem direncli izolatlar
ile yapilan tg farkh calisma incelendiginde azalmig OprD ekspresyonu oranlari %61.2,
%62.2 ve %78.4 olarak bulunurken, bu calismalarda OprD aracili direncin karbapenem
direnci gelisiminde baslica mekanizmalardan biri oldugu belirtilmistir'®'#15. Bu calis-
mada da Ug farkli calismayla uyumlu olarak karbapenem direncli izolatlarin %74’linde
OprD ekspresyonunda azalma gozlenmis olup karbapenem duyarh grupla anlamli fark
saptanmistir. Bu veriler degerlendirildiginde, calismada aminoglikozidler ve kinolonlar
gibi antibiyotiklere karsi direng gelisiminde dis membran porin gecirgenli§inin azalmasi-
nin temel bir rol oynamadigi; buna karsin, karbapenemlerin hiicre membranindan hiicre
icine alimini azaltarak karbapenem duyarliiginin azalmasina neden oldugu gosterilmistir.

Gram-negatiflerde cesitli antibiyotiklere gelisen direncte rol oynayan bir diger me-
kanizma da diga atim pompalaridir. RND ailesi 6zellikle gram-negatif bakterilerde direng
gelisiminde en cok aktif rol oynayan disa atim pompasi iken aktivitesini dig membran
faktord, sitoplazmik membran transport proteini ve bu iki yapi arasinda baglanti go-
revi goren periplazmik membran flizyon proteini araciligiyla tc¢liu bir yapi olusturarak
gostermektedir'®. RND ailesine ait temel ve direnc gelisiminde en cok rol oynayan disa
atim pompasi MexAB-OprM’dir. mexB geni MexAB-OprM pompasinin diizenleyici geni
olmakla birlikte artmig mexB ekspresyonu direng gelisimi ile sonuclanmaktadir.

Yanik hastalarindan alinan 107 Paeruginosa izolatiyla yapilan bir calismada
karbapenemlere direng gelisiminde temel mekanizmanin mexB asir ekspresyonu oldugu
belirtilmis ve karbapenem direncli izolatlarin %63.2'sinde mexB asiri ekspresyonu
saptanmustir'”. Yine 243 P.aeruginosa izolatinin yer aldigi bir calismada da izolatlarin
%60.9'unda mexB asiri ekspresyonu saptanmis; karbapenem direnci gelisiminde MexAB-
OprM ile birlikte MexXY-OprM ve OprD aktivitesinin birlikte etklili oldugu gésterilmistir'®.
Yakin zamanda yapilan iki benzer calismada ise, Goli ve arkadaslari 100 izolatin %67'sinde,
Bialvaei ve arkadaslari ise 122 izolatin %69'unda mexB asiri ekspresyonu saptamislardir.
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Her iki calismada karbapenem direncli izolatlarda karbapenem duyarli gruba gore
anlamh mexB asir ekspresyonu gozlemlemislerdir. RND ailesi icindeki farkh disa atim
pompalarinin aktivitesinin artisi karbapenem direnci ile sonuglanirken, literatiirdeki
calismalarla paralel olarak bu calismada izolatlarin %63.7'sinde, karbapenem direncli
izolatlarin ise %82'sinde mexB asiri ekspresyonu saptanmis ve karbapenem direncli ile
duyarl grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Yine bu iki calismada,
CiD izolatlarda ise mexB asiri ekspresyonu sirasiyla %79.1 ve %80 olarak bulunmus ve CiD
olmayan izolatlar ile anlamli fark saptanmistir®'®. Calismada CID izolatlarin %76.6'sinda
mexB asiri ekspresyonu saptanmis ve bu oran CiD olmayan izolatlar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Cok ilaca direncli izolatlar gelisiminde farkl
antibiyotiklere kargi farkli mekanizmalar etkili olabilirken; bu calismadaki bulgular,
karbapenem direncinin arastinldigi farkh literatiir verileriyle uyumlu olup karbapenem
direnci ve CID gelisiminde mexB asir ekspresyonunun etkili bir mekanizma oldugunu
gostermistir. Calismalarin, antibiyotiklere degisen duyarlliktaki izolatlarla yuritilmesi
literattirde farkli verilerin bildirilmesine neden olabilmektedir. Turkiye'den bildirilen bir
calismada 951 P.aeruginosa izolatinda mexB asir ekspresyon orani %16.3 gibi dustk bir
oranda raporlanmistir. Bu calisma ile karsilastirildiginda, mexB asiri ekspresyon oranlarinin
farkl bulunmasinin bir nedeninin, bahsedilen calismadaki karbapenem direncli izolat
oraninin %46 gibi diisiik oranda olmasindan kaynaklanabilecegi diisiinilmiistiir'®.

OprM, OpmB, OpmG gibi dig membran proteinleri Gzerinden etkisini gosteren
MexXY disa atim pompasinin 6zellikle aminoglikozidler olmak Uizere beta-laktam ve
tetrasiklin gibi antimikrobiyaller ile ekspresyonunun indiklendigi gosterilmistir. MexXY
Uzerinde pozitif indukleyici olan armZ geninin uyarilmasi ve negatif diizenleyici olan
mexZ genindeki mutasyonlarin mexX asiri ekspresyonuna bagh gelisen aminoglikozid
direncinden sorumlu oldugu gésterilmistir?®. Ameliyat sonrasi P.aeruginosa’ya bagh ge-
lisen yara enfeksiyonlarinin degerlendirildigi bir calismada, aminoglikozid direncli izo-
latlarin %62.5'inde MexXY asiri ekspresyonu saptanmistir?!. P.geruginosa izolatlarinda
diren¢ nedenlerinin arastirildigi bir baska calismada, 100 izolatin %76’sinda MexXY disa
atim pompasi asiri ekspresyonu gozlenmistir’. Ancak her iki calismada da arastirmacilar
direng gelisiminde en 6nemli mekanizmanin aminoglikozid diizenleyici enzimler oldu-
gunu, MexXY asiri ekspresyonunun ise yardimcr mekanizma oldugunu ifade etmisler-
dir. Bialvaei ve arkadaslarinin 122 P.aeruginosa izolatiyla yaptiklar calismada3, izolatlarin
%74.6'sinda MexXY asiri ekspresyonu saptanmis, hem amikasin hem de gentamisin di-
rencli grupta duyarh grup ile karsilastinldiginda anlamli fark oldugu bildirilmistir. Cahs-
mada, amikasin direncli izolatlarin %68 ve gentamisin direncli izolatlarin ise %64.3'linde
MexXY asir ekspresyonu saptanmustir ve duyarl gruplarla karsilastirldiginda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmustur (sirasiyla p= 0.020, p= 0.041). Calismanin bulgular din-
yanin farkl bolgelerinde yapilan literatiir verileriyle benzer olarak MexXY aktivitesinin
artmasinin ozellikle aminoglikozidlerin hiicre digina atimini hizlandirarak duyarlilik oran-
larinin azalmasindan sorumlu olabilecegini gostermistir. Ancak aminoglikozidlere karsi
diren¢ gelisiminde birden fazla mekanizmanin ayni anda etkili olabilecegi g6z oniinde
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bulundurulmalidir. Bu nedenle, diren¢ olusumunda rol oynayan diger faktorlerin de aras-
tinlmasi ve degerlendirilmesi gerekmektedir.

Karbapenemler, P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir secenek olma-
larina ragmen son yillarda bu antibiyotiklere karsi diren¢ oranlari hizla artmaktadir. Hiicre
zarinin gecirgenliginin azalmasi, diga atim pompalarinin aktivasyonu ve karbapenemaz
dretimi bu grup antibiyotiklere direng gelisiminde temel mekanizmalari olusturmaktadir.
Sinif B karbapenemazlar (Metallo-beta-laktamazlar) beta-laktamlar Gizerinde genis spekt-
rumlu etkisi nedeniyle en 6nemli karbapenemazlar olarak bilinse de OXA-10 ve OXA-48’i
iceren sinif D karbapenemazlar salginlara neden olabilmesi nedeniyle 6nemlidir?>23,

Literatlirde karbapenemaz genlerinin varhiginin arastinldigr  farkl  calismalar
incelendiginde, cografik farkliliklar nedeniyle direncten sorumlu baslica gen ve genlerin
gérilme oranlarinin son derece farkli oldugu gértlmastdr. blag,, ,, varhgr arastinlan iki
farkli calismada izolatlarin %32.2’sinde ve %23.6’sinda direng geni saptanmistir?*25. Bu
calismalarin aksine, farkli calismalarda bla,,, ,, orani daha dustik oranlarda bulunmus;
blagy, ;o dort farkli calismadaki izolatlarda sirasiyla %0.8,%2.5, %2.6 ve %14 olarak
raporlanmistir®2-28_ plg varliginin arastinldigi 252 izolatin dahil edildigi bir calismada

bla,,, varhgi saptanma\éllzlen, farkh iki calismada ise bu oranlar %6.3 ve %6.8 olarak
bildirilmistir'®262%. Hosbul ve arkadaslari, 100 karbapenem direncli P.aeuruginosa izolatiyla
yaptiklari calismalarinda’, sadece bir izolatta bla,,,, geni saptamiglardir. Bu calismalardaki
diisiik oranlarin aksine, Costa ve arkadaslari®® P.aeruginosa izolatlarinin %25.6'sinda bla,,,,
varligini saptamislardir. Miiderris ve arkadaslari tarafindan'® P.aeruginosa izolatlarinda %35
oraninda bla,,. geni raporlanmistir. Tirkiye’de yapilan bircok calismada Paeruginosa
izolatlarinda  bla,,, bla,, bla,,, . direng genleri tespit edilememistir’'®2"31,
Calismada, karbapenem direncli izolatlarda bla,,., blap,, bla,,, bla,,, ve bla,., .
geni saptanmazken; izolatlarin %32 (n= 16)’sinde bla,,, ,, geni bulunmustur. Genis
spektrumlu karbapenemazlarin aksine daha dar spektrumda etki gosteren ve oOzellikle
P.aeruginosa izolatlarinda bildirilirken OXA-10, karbapenem hidrolizi ile direng gelisiminde
rol oynamaktadir. Calismada bla,,,,, varigi saptanan izolatlarda ozellikle MexAB-
OprM disa atim pompasi aktivitesinin artmig olarak bulunmasi, bu iki mekanizmanin
birlikte direng gelisiminde rol oynayabilecegini géstermistir. bla,,,, ,, pozitifligi saptanan
izolatlarda AP-PCR ile herhangi bir kiimelesme saptanmamakla birlikte, 6zellikle yogun
bakimlarda karbapenemaz lreten P.aeruginosa izolatlarina bagh salginlar gorilebilecegi

her zaman g6z éniinde bulundurulmali ve izolasyon &nlemlerine dikkat edilmelidir'®.

Calismaya, cesitli antibiyotiklere farkli duyarlihga sahip tekrar icermeyen 80
P.aeruginosa izolati dahil edilmistir. izolatlarin direnc fenotipinde OprD dis membran
proteini ile birlikte, disa atim pompalari ve karbapenemaz varliginin etkileri arastirilmigtir.
Calisma neticesinde degerli literatir verileri saglanmig olsa da calismanin tek merkezli
olmasi, belirli sayida antibiyotik duyarliiginin test edilmis olmasi ve antibiyotiklere direng
gelisimine neden olabilecek sinirli sayida mekanizmanin arastiriimis olmasi ¢alismanin
baslca eksiklikleridir. Direng profillerinin ve direncten sorumlu mekanizmalarin saptan-
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masl, diren¢ gelisiminin kontroliinde son derece 6nemlidir ve bunun saglanmasinda ¢cok
merkezli ve kapsaml arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

P.aeruginosa’ya bagli enfeksiyonlarin tedavisinde en 6nemli seceneklerden biri olan
karbapenemlere bircok mekanizma aracihgiyla direng gelisebilmektedir. Bu calismada,
karbapenem diren¢ gelisiminde OprD dis membran proteini gecirgenligiyle MexAB-
OprM disa atim pompasinin etkilerinin oldugu, buna ek olarak bla,, ,, karbapenemaz
aracili direncin de katkida bulundugu gosterilmistir. Yine aminoglikozid grubu ilaglara
karsi olusan direncte MexXY; CID gelisiminde ise MexAB-OprM ile birlikte MexXY disa
atim pompasinin roli oldugu saptanmustir.
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