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.
< YBU’deki yliksek infeksiyon hizi
= Cok sayida ve genis spektrumlu antibiyotik
= Antibiyotiklere direncli mikroorganizmalar
= Antibiyotik tedavisinde ciddi problemlier

“*P. aeruginosa nozokomiyal infeksiyonlarda
en onemli bakterilerden biridir

< Ozellikle yogun bakim iinitesinde kazanilan
nozokomiyal alt solunum yolu
infeksiyonlarinda onemli bir patojendir
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Direnc Mekanizmalari

< Antimikrobiyal ajanlara karsi
bir cok mekanizma ile direng
gelistirirler
= Inaktive eden enzimlerin
uretimi
= Hedef enzimlerin
mutasyonlari
= Cogul ilac efluks
pompalari

* Dis memran faktor ailesi (OMF)

* Direng¢ nodul hucresi ust
ailesi (RND)

 Membran fuzyon protein ailesi

(MFP)
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OMF = Outer membrane factor family

RND = Resistance nodulation division family




Direnc nodul hucresi ust ailesine (RND)

ait efluks sistemleri

* mexAB-oprM;

Florokinolonlar
Tetrasiklinler
Kloramfenikol

Beta-laktamlar
(karbenisilin,piperasilin,
seftazidim, sefepim,
aztreonam ve meropenem)

< mexCD-oprJ;

Florokinolonlar

« Antipseudomonal beta-

laktamlar (piperasilin, sefepim
ve meropenem)

*meXEF-oprN;
* Florokinolonlar
* Trimetoprim
» Kloramfenikol

e mexXY-oprM;
» Florokinolonlar
* Aminoglikozidler

« Bazi beta laktamlar
(piperasilin, sefepim,
seftazidim, meropenem,
veya imipenem)



Yogun bakim unitesinde kazanilan
nozokomiyal alt solunum yolu
infeksiyonlarinda izole edilen

P. aeruginosa kokenlerinin
antimikrobiyal direng¢ genlerinin
saptanmasi amaclandi.



Gerecg ve Yontem

< Subat 2007-Nisan 2009 tarihleri arasinda

< Mustafa Kemal Universite Hastanesi yogun bakim
unitesindeki hastalardan

“<* Nozokomiyal alt solunum yolu infeksiyon etkeni

% 50 P. aeruginosa kokeni ¢calismaya dahil edildi.



P. aeruginosa kokenleri

“» 50 P.aeruginosa kokeni
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Disk Difuzyon

-
< Mezlosilin (75 pg),

<+ Piperasilin/tazobaktam
(100/10 ng),

< Seftazidim (30 pg),

- Sefpim (0 )
“ Imipenem (10 ug), Standartlar

< Meropenem (10 ug), Enstitlisu’ne (CLSI,
< Gentamisin (10 pg), 2010) gore

< Amikasin (30 ug), degerlendirildi.

< Tobramisin (10 ug),
< Siprofloksasin (5 pg),

<* Norfloksasin (10 pg)
(Oxoid, Ingiltere)



Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

“*DNA ekstraksiyonu Kado ve Liu’nun yontemi
modifiye edilerek yapildu.

<*Primerler Dumas ve ark. makalesine gore
belirlendi.

Kado & Liu. J Bacteriol 1981
Dumas et al. FEMS Microbiol Lett, 2006



Primerler

Genler buwfilrui:l:bc}
(Primerler) 5’ —™ 3’ . ’
mexAl CGACCAGGUCUGTGAGUCAAGCAGC )
mexA? GGAGACCTITCGCCGCGTTIGTCGE e
mex(1 ATCCGGCACCGUTGAAGGCTGCG
mex(2 CGGATCGAGCTGUCTGGATGCGCG .
mex(3 GTACCGGUGTCATGCAGGGTTC _
mex(C4 TTACTGTTGCGGCGCAGGTGACT ol
mexF4 CCAGGACCAGCACGAACTTCTTGE
mexES CGACAACGCCAAGGGUGAGTTCACT H
mexR1 CGUGAGUTGGAGGGAAGAAACCT
z
mexRB2 CGGGGCAAACAACTCGTCATGC e
mexT1 CAGCACCGCGGTIGITCCGCATCG
a1e
mexT2 ACGGTCTTGCGCTIGGCGTTGGC He
mexX1 TGAAGGCGGCCCTGGACATCAGC
e
mexX2 GATCTGCTICGACGCGGGTCAGCG e

Genler bho 1:11;:1:].1 )
{(Primerler) 5’ —™ 3! : :
amp 1 CGGUTCGGTGAGCAAGACCTTIC
R
amp 2 AGTCGCGGATCTGTGCCTGGTC e
oprD1 ATCTACCGCACAAACGATGAAGG
o
oprD2 GUCGAAGUCCGATATAATCAAACG e
oprD3 CTCGACGGUCACCTCCGACAAGAC
139
oprD4 AGCCCTTCGAATTCGCTGCTCTG e
opr-J1 GTTCCGGGUCTGAATGCCGCTGC
=
op1.I2 TCGCGGCTGACCAGGGTCTGACG "
oprIN1 CAACCGGGAGTGACCGAGGACCG
135
oprN2 TGUCTCAGGGCAATCTTCTCGCGC -
nfxB1 CGOCTGATCAAGGAACACCTCACC _
nfxB2 CGAAACACGCCTTTCTGCTGTCC o

e G T




Multipleks PZR

< Urlin boyutunu belirleyebilmek igin 100-2000 kb
arasinda fragmanlar iceren DNA markeri kullanildi.

= 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200 ve 100 bg.

“» PZR islemi Bioder/Thermal Blocks xp cycler (Tokyo
Japan) cihazinda gercgeklestirildi.

<» Dort farkli Multipleks PZR grubu olusturuldu.
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Multipleks PZR Gruplari

mexE (114 bg)
mexR (150 bg)
mexT (216 bg)
MexA (316 bg)

oprD (156 bg)
oprD (232 bg)
oprd (305 bg)

Multipleks PZR

mexC (164 bg)
mexC (218 bg)
ampC (344 bg)

nfxB (164 bg)
oprN (235 bg)
mexX (326 bg)




Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

e
“*Toplam 25 yl’lik hacimde hazirlanan PZR

karisimina

= 2.5yl 10X PZR tamponu

Deoksinukleotidlerin her birinden 200 uM (AB Gene,
Ingiltere)

2 mM MgCI2

= 0.4 uM primerler

= 10 ng kalip DNA

= Distile su

1 U Taqg polimeraz (Fermentas, USA) eklendi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Denaturasyon

| 94°C’de, 1 dk
I 57°C’de 45 sn

Baglanma

72°C’de 45 sn
Uzama

A

72°C’de 10 dk

Son Uzama

(mexA, mexT, mexE, mexR genleriigin) Diger genler igin
Toplam 35 PZR siklusu Toplam 30 PZR siklusu
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

< Olusan urunler %2 agaroz jelde yurutulerek etidyum
bromid ile boyandiktan sonra jel goruntuleme sisteminde
(Wealtec, Dolphin-View, USA) goruntulendi.

0L0Z° L1 °ED
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Multipleks PZR Grup 1

DNA marker

400 bp -
300 bp - .mexA (316 bp)
200bp -mexT (216 bp)
-mexR (150 bp)
100bp < > mexE (114 bp)

mexA, mexT, mexR ve mexE genlerinin
ekspresyonunu gosteren multipleks PZR uUrtinleri



Multipleks PZR Grup 2

DNA marker

oprJ (305 bp) - 300 bp
oprD (232 bp) - -200 bp
oprD (156 bp) - - 100 bp

oprd ve oprD genlerinin ekspresyonunu
gosteren multipleks PZR Urlnleri
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Multipleks PZR Grup 3

DNA marker

-mexC (344 bp)
300 bp -
200 bg . -ampC (218 bp)
‘mexC (164 bp)
100 bp -

mexC ve ampC genlerinin
ekspresyonunu gosteren multipleks PZR Urlinleri
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Multipleks PZR Grup 4

DNA marker

300 bp - -mexX (326 bp)
200 bp - .opr N (235 bp)

nfxB (164 bp)
100 bp-

mexX, oprN, nfxB genlerinin
ekspresyonunu gosteren multipleks PZR Urlinleri



BULGULAR




Antimikrobiyal

| Mezlosilin

B Norfloksasin
B Siprofloksasin
1 Meropenem

H Gentamisin

H Imipenem

H Tobramisin

| Seftazidim

B Pip/tazo

| Sefepim

1 Amikasin




Direnc Genleri

-
“*Yedi kokende (%14) direng genlerinin hicbiri
saptanmadi.

43 koken (% 86) bir veya birden fazla direncg
geni iceriyordu.

“* Sadece dort kokende (% 8) bir direnc geni
bulundu.
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GENLER

i nfxB (164 bg)

M oprN (235 bg)
1 mexE (114 bg)
1 mexC (164 bg)
B ampC (218 bg)
1 oprD (232 bg)
B mexR (150 bg)

1 mexC (344 bg)

B oprJ (305 bg)

M oprD (156 bg)
1 mexA (316 bg)
1 mexT (216 bg)
B mexX (326 bg)
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Beta-Laktamlara Etkili Direnc Genleri

e . Disk mexA
Antibiyotik | e, [Negatif | Pozitit P
Piperasilin/ | Duyarl 23 4 005
tazobaktam | Direncli 20 3 B=5
D | 27 3
Seftazidim AT p=0.05
AR AR Direncli 16 4 o Disk mexX
Sefenim Duyarli 28 4 5 Antibiyotik difiiz. Negatif | Pozitif ¥
2eepm Direncli 15 3 | B coto Duyarl 31 1 005
Merobener Duyarl 26 4 20,05 AL Direncli 17 1 R0
MEIORPEREM M pirencli 17 3 R4 ot Duyarl 29 1 005
=ERSEEM Mpirenli 19 1 | BT
Piperasilin/ | Duyarl 26 1 2005
e Disk mexC tazobaktam | Direngli 22 1 R
Antibiyotik g - — P
difiiz. Negatif | Pozitif Merobenem Duyarls 28 2 2005
Sefeni Duyarl 20 12 0,048 PEISRERER | pirengl 20 0 o
efepim - - -
Direncli 0 12 imipenem Dl_.warll_ 30 2 p=0.05
- - Direncli 18 0
Mm!mf Duyarli 18 9 0.025
tazobaktam | Direncli 8 15 ]
Duyarli 17 13
Meropenem - - >0.05
Direncli 9 11 P
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Beta-Laktamlara Etkili Direnc Genleri

e Disk mexR
Antibiyotik | ey [Negatif | Pozitit P
- Duyarle 21 9
seflgdim  pe g 12 8
. Duyarle 22 10 p>0.05
sefepim Direngli 11 7
i Duyarle 21 9
SIOPEREY "Direndli 12 8
Disk mexT
Antibiyotik e T P
¥ difiiz. | Negatif | Pozitif
Piperasilin/ | Duyarl 23 4
- - p=0.05
tazobaktam | Direngli 22 1
sefepi Duyarl 28 4 0,05
AEIERIN Direngli 17 1| B
L Duyarl 26 4
=,
seftadin  pirangi 19 1| 005
imi Duyarli 28 4 ~0.05
JMUREREM  Mpirengli 17 1 B4
M Duyarl 26 4 ~0.05
eropenem - - .
Direncli 19 1 P

cr e Disk ampC
Antibiyotik | ey [Negatif e i
Mezlosilin Duyarl 20 > 0.002
SRR AR Direncli 9 16 ]
Piperasilin/ | Duyarl 21 6 0.002
tazobaktam Direncli 8 15 ]
. Duyarl 21 g
Seftazidim Dirench 2 12 0.035
. Duyarl 23 9
Sefepim Direngli 5 12 0.008
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Beta-Laktamlara Etkili Direnc Genleri

Disk oprD
Antibiyotik e - — P
¥ difiiz. | Negatif | Pozitif
imi Duyarl 17 17 0,05
mipenem .
JUREREM MDirencli 7 7 | P
" Duyarl 17 17 20,05
WEropEnEM - - .
Direncli 7 7 P
Disk oprl
Antibiyotik e - — P
¥ difiiz. | Negatif | Pozitif
Duyarls 27 5
Sefepim >0.05
2ELERIM Direncli | 12 5 | ®
. Duyarl 26 6
Imipenam >=0.05
AMREREM  Direnchi | 13 s | B
Duyarls 25 5
Meropenem - Y - p=0.03
Direncli 14 ]

28

s e Disk opriN
Antibiyotik | e Negagg Pozitif P

. Duyarle 18 14
Sefepim Dirench 6 T p=0.05
. Duyarls 18 14
Imipenem Direngl 5 12 p=0.05

Duyarl 17 13

Meropenem Direngli 7 E p=0.05




Kinolonlara Etkili Direnc Genleri

G Disk mexA
Antibiyotik difiiz. | Negatif | Pozitif P e Disk mexE
Antibiyotik - - — P
. . Duyarl 22 4 difiiz. | Negatif | Pozitif
Siprofloksasin - -
Direncli 2 3 . .| Duyarl 13 13
p=0.05 Siprofloksasin - -
. Duyarl 22 4 Direncli 11 13
m\,\kﬁﬁﬁm i li Duyrar“ 13 13 E}U'US
renc 2z 3 Morfloksasin - -
esesssiiszes | Direngli 11 13
Disk mexC
Antibiyotik e T A i mexR
v difiiz. | Negatif | Pozitif P Antibiyotik | DIk ekt S p
difiiz. Megatif | Pozitif
. .| Duyarl 16 10
Siprofloksasin Direndi 10 2 siprofloksasin Duyarl 17 9
\AA.EAANW\MMA.MMM 1 0
oG ari G 10 p=0.05 Direncli 16 8 0,05
Norfloksasin Dirin : T " Norfloksasin Duyarl 17 9 2o
¢ wsmssissiasiasas | Direngli 16 8
Disk mexx Disk mexT
Antibiyotik epe e Antibiyotik e - — P
¥ difiiz. | Megatif | Pozitif P ¥ difiiz. | Megatif | Pozitif
Duyarl 25 1 \ . Duyarl 23 3
Siprofloksasin - v - Siprofloksasin - L -
Direncli 23 1 50,05 Direngli 22 2 0,05
\ Duyarl 25 1 R . Duyarl 23 3 B
Morfloksasin - - Morfloksasin - -
AR Direngli 23 1 AR Direncli 22 2
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Kinolonlara Etkili Direnc Genleri

Disk oprl
Antibiyotik v . — P
HbIyot difiiz. | Negatif | Pozitif
. . Duyarh 24 2
Siprofloksasin Direngl T 2 0.016
Norfloksasin Dwarh_ 24 2 0.016
e ae Disk nfxB
Antibiyotik difiiz. | Negatif | Pozitif g
. Duyarl 18 8
Nedloksasi pirengi 0 25| 0000
. . Duyarl 18 8
Siprofloksasin Dirench 0 1 0.000
e Disk opri
Antibiyotik | e, [Negatif | ozt | ©
Duyarl 16 10
Siprofloksasin 0.046
P Direncli g 16
Duyar 16 10
MNorfloksasin _1:'{ - 0.046
Direncli 8 16

30



Aminoglikozidlere Etkili Direnc Genleri

P Disk mexX
Antibiyotik | s [Negauf | Pozitit P
. Duyarli 35 1
Amikasin. Poienci | 13 1| P00
o Duyarl 28 1
Gentamisin Direngi 20 1 p=0.03
L Duyarl 30 1
Tobramisin Dirench T 1 p=0.05
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“* Kokenlerin % 86’sinin bir veya birden fazla
direnc geni igerdigi bulundu.

“*FEP ve PTZ direnci ile mexC geni,
“*MEZ, PTZ, CAZ ve FEP direnci ile AmpC geni,

< CIP ve NOR direnci ile oprd, oprN ve nfxB
genleri arasinda anlamli iliski bulundu.
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< Cok fazla sayida direng geni icermesine ragmen
antibiyotiklerin goguna duyarli olan kokenlerde
bulunmaktaydi.

“* Bu kokenlerin tedavi sirasinda direnc gelistirme
olasiligi cok yuksektir.

“*Bu sebeple fenotipik yontemlerle
antimikrobiyallere karsi duyarlilik arastirmak
yerine genotipik olarak antimikrobiyal direncg
genlerinin saptanmasi daha anlamlidir.
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Siikranla aniyoruz...
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Dogal direng

-
“*Pseudomonas’lar yaygin olarak kullanilan
penisilinlere, birincli, Ikinci kusak
sefalosporinlere, tetrasiklinlere,
kloramfenikol ve vankomisine direnclidir
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CDC’'nin nozokomiyal alt solunum

olu inf. tani kriterleri
e

wKriter 1
= Hastanin FM’de ralinin olmasi

= En az biri

« Purulan balgam (yeni baslayan) veya balgamin
karakterinde degisme

 Kan kulturunde mo uremesi

* Transtrakeal aspirat brosial fircalama veya biopsi
le elde edilen materyalde etiyolojik ajanin
Izolasyonu
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CDC’'nin nozokomiyal alt solunum

olu inf. tani kriterleri
e

2 Kriter 2

= AC grafisinde yeni ve ilerleyici infiltrat, konsolidasyon,
kavitasyon veya plevral efuzyon gorulmesi

= En az biri
« Purulan balgam (yeni baslayan) veya balgamin karakterinde
degisme
« Kan kulturinde mo uremesi

» Transtrakeal aspirat brosial fircalama veya biopsi ile elde
edilen materyalde etiyolojik ajanin izolasyonu

» Sol. Sekresyonlarinda viral Ag’'nin saptanmasi veya virusun
Izolasyonu

* Patojen icin tek Ab titresi (IgM) veya 4 kat artmis Ab
« Pnomoninin histopatolojik kanitinin olmasi

39



DNA Ekstraksiyonu

“* DNA izolasyonu Kado ve Liu’nun yontemi modifiye
edilerek yapildi.

<+ Bakteri kulturi L-B buyyonda 37 °C’de 18 saat
inkube edildi.

< Inkiibasyon sonunda bakteriler 4000 devirde 15 dk
santrifuj edildi.

“» Pellet uzerine 100 pl buffer (20 mM tris-asetat ve 2
mM EDTA, pH 7.9) eklend.i.

< Sonra 400 ul lysing buffer ilave edildi. (%3 SDS and
50 mM tris, pH 12.6, pH 2N NaOH ile ayarlandi).

Kado & Liu. J Bacteriol 1981



DNA Ekstraksiyonu

e
< 65 C’de 90 dk lizis islemi icin tutuldu.

«» Sivi fazdaki DNA uzerine esit miktarda izopropanol
koyularak nukleik asit presipitasyonu yapildi.

“» Sonra pellet uzerine 50 yl TE (10 mM tris, 1 mM
EDTA, pH 8) buffer konarak DNA cozuldu.

Kado & Liu. J Bacteriol 1981



Antimikrobiyal Direncg Oranlari

Disk difuzyon metodu ile
e

Antimikrobivaller Sav1 (Ye)
Mezlosilin 25 (50
Hortloksaszin 24 (48
siprofloksasin 23 (48]
MMeropenem 20 (40
(Tentatnisin 15 (38)
Imipenetn 18 (36)
Tobramisin 18 (36)
meftazidim 15 (300

Piperazilinftazobaktam 12 (24
mefepim 918

Atk asin B16)



Antimikrobiyal Direng Genleri

Genler Savi (%e)
nfxE (164 b)) | 32 (64)
optI (235 be) | 26 (52)
mexE (114 be) | 26 (32)
mexC (164 by | 24 (48)
ampC (218 ke | 21 (42)
optD (232 b | 21 (42)
mexk {1530be) | 17 (34)
mexC (344 by | 12 (24)
opt] (305 be) 11 (22)
optD (156 by | 2 (18)
mexd (316 be) | 7 (14)
mex (216 be) | 510
mexk (326 be) | 24



Pompa MFP OMP Genler Reg
mex B mexA oprM mexA, mexD,

oprM mexR
mex D mexC opr] mﬂiﬁm mexS
mex F mexE oprN mexE mexF oprlN mexl
Mex Y mexX oprM mexX. mexyY mexs




