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ÖZ

Pseudomonas aeruginosa riskli hasta gruplarında morbidite ve mortalitede artışa neden olan fırsatçı 
patojendir. Karbapenem direncinin tehdit haline geldiği günümüzde, direnç genleri mobil genetik ele-
manlar aracılığıyla türler arasında yayılmaktadır. P.aeruginosa arasında karbapenemazların yayılımı, enfek-
siyonların tedavisindeki seçenekleri sınırlamasından dolayı ciddi bir halk sağlığı sorunudur. Bu çalışmada, 
Ekim 2021 ile Mart 2023 tarihleri arasında Kocaeli Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi Merkez 
Laboratuvarı Bakteriyoloji Biriminde çeşitli klinik örneklerden izole edilen 47 adet karbapeneme direnç-
li P.aeruginosa (KDPA) izolatının moleküler epidemiyolojisinin araştırılması amaçlanmıştır. Antibiyotiklere 
karşı direnç oranları, bazı karbapenemaz ve virülans genleri, konjugatif direnç plazmitleri, integron gen 
kaseti içerikleri ve izolatlar arasındaki klonal benzerlikler araştırılmış ve epidemiyolojik olarak değerlendi-
rilmiştir. Bu çalışmada, bakteri izolatlarının tanımlanması ve bazı antibiyotiklere (imipenem, meropenem, 
aztreonam, amikasin, netilmisin, tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, 
siprofloksasin ve levofloksasin) karşı duyarlılık testleri VITEK®2 Compact otomatize sistemle yapılmıştır. 
İzolatların metalo-beta-laktamaz (MBL) üretimi imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) kombine 
disk yöntemiyle gösterilmiştir. Konjugasyon deneyleri sıvıda çiftleştirme (broth mating) yöntemiyle yapıl-
mıştır. Plazmit DNA izolasyonlarında alkali lizis yöntemi kullanılmıştır. Transkonjugantlardaki ko-transfer 
edilen antibiyotik dirençleri disk difüzyon yöntemiyle belirlenmiştir. Karbapenemaz genleri (blaIMP, blaVIM, 
blaNDM, blaKPC ve blaOXA-48), integron gen kasetleri (sınıf 1 ve sınıf 2) ve virülans genleri (lasR ve rhlR) 
polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] ile belirlenmiştir. İzolatların klonal ilişkileri 
‘enterobacterial repetitive intergenic consensus’ (ERIC)-PCR’den elde edilen DNA parmak izi analizlerinin 
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değerlendirilmesiyle araştırılmıştır. Karbapeneme dirençli P.aeruginosa izolatlarının en dirençli bulunduğu 
antibiyotik levofloksasin olup en düşük direnç oranları tobramisin, gentamisin ve amikasine karşı gözlen-
miştir. Yirmi beş (%53.2) izolatta MBL üretimi tespit edilmiştir. Konjugasyon deneylerinde 12 (%25.5) izo-
latta konjugatif direnç plazmiti belirlenmiştir. KDPA izolatlarının %90’ında PCR ile lasR ve rhlR (transkripsi-
yonel aktivatör proteini kodlayan genler) biyofilm genleri belirlenmiştir. Altı (%12.8) izolatta blaVIM geni, 
beş (%10.6) izolatta blaNDM geni, üç (%6.4) izolatta blaOXA-48 geni saptanmıştır. blaKPC ve blaIMP genleri 
KDPA izolatlarında tespit edilmemiştir. Konjugatif plazmit içeren izolatların ikisinin (%16.6) blaVIM geni, 
birinin (%8.3) blaNDM geni, birinin (%8.3) blaOXA-48 geni taşıdığı belirlenmiştir. İntegron-spesifik PCR ile 
39 (%82.9) izolatta intI1 geni tespit edilirken, 24 (%51)’ünün sınıf 1 integron gen kaseti taşıdığı belirlen-
miştir. Konjugatif plazmit içeren izolatların altısının sınıf 1 integron gen kaseti taşıdığı belirlenmiştir. KDPA 
izolatlarında sınıf 2 integronlara rastlanmamıştır. ERIC-PCR paternlerinin dendrogram analizinde KDPA 
izolatları arasında klonal benzerlik olmadığı ve izolatların çapraz bulaş ile yayılmadığı belirlenmiştir. Sonuç 
olarak, lasR ve rhlR biyofilm genlerine sahip bazı KDPA izolatlarının çoğunun karbapenemler haricinde di-
ğer antibiyotik gruplarına da yüksek oranda direnç gösterdiği ve bazı antibiyotik dirençlerini (seftazidim, 
sefepim, siprofloksasin, levofloksasin, piperasilin-tazobaktam) konjugatif direnç plazmitleriyle ko-transfer 
edebildiği görülmüştür. Klinik arenada salgına neden olabilecek potansiyeldeki bu suşların direnç gen 
rezervuarlarında moleküler epidemiyolojik olarak takip edilmesinin yararlı olacağı düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa; karbapenem direnci; konjugatif plazmit; integron; virülans 
geni.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes increased morbidity and mortality 
in risky patient groups. Nowadays, carbapenem resistance has become a threat and resistance genes 
are spreading among species through mobile genetic elements. The dissemination of carbapenemases 
among P.aeruginosa  is a serious public health concern due to its limited options for the treatment of 
bacterial infections. In this study, it was aimed to investigate the molecular epidemiology of 47 carbap-
enem resistant P.aeruginosa (CRPA) isolates derived from various clinical samples from the Central Lab-
oratory Bacteriology Unit of Kocaeli University Research and Training Hospital between October 2021 
and March 2023. The rates of resistance to the antibiotics, some carbapenemase and virulence genes, 
conjugative resistance plasmids, integron gene cassette contents and the clonal similarity of the isolates 
were investigated and then epidemiologically evaluated. In the study, identification of the bacterial iso-
lates and their susceptibility to some antibiotics (imipenem, meropenem, aztreonam, amikacin, netilmicin, 
tobramycin, piperacillin, piperacillin/tazobactam, ceftazidime, cefepime, ciprofloxacin and levofloxacin) 
were determined by the VITEK® 2 Compact automated system. Metallo-beta-lactamase (MBL) production 
of the isolates was demonstrated by the imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) combined disc 
method. Conjugation experiments were performed by the broth mating method. Alkali lysis method was 
used in plasmid DNA isolations. Co-transferred antibiotic resistances in transconjugants were detected by 
disc diffusion method. Carbapenemase genes (blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC and blaOXA-48), integron gene 
cassettes (class 1 and class 2) and virulence genes (lasR and rhlR) were screened by specific polymerase 
chain reactions (PCRs). Clonal relationships of the CRPA isolates were investigated by evaluating the DNA 
fingerprintings obtained from the ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus)-PCR assay. The 
highest resistance rate of the isolates were to levofloxacin, while the lowest resistance rates were observed 
against tobramycin, gentamicin and amikacin. MBL production was detected in 25 (53.2%) isolates. In 
conjugation experiments, 12 (25.5%) isolates were detected to harbour conjugative resistance plasmids. 
In 90% of the CRPA isolates, lasR and rhlR biofilm genes (encoding for the transcriptional activator protein) 
were detected by PCR. The blaVIM gene was detected in six (12.8%) isolates. The blaNDM gene was detect-
ed in five (10.6%) isolates and the blaOXA-48 gene was detected in three (6.4%) isolates. The blaKPC and 
blaIMP genes were not detected in CRPA isolates. It was determined that two (16.6%) of the isolates that 
carried the blaVIM gene, one (8.3%) carried the blaNDM gene and one (8.3%) carried the blaOXA-48 gene 
contained conjugative plasmids.In integron-specific PCRs, intI1 gene was positive in 39 (82.9%) isolates, 
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while class 1 integron gene cassettes were detected in 24 isolates (51%). IntI1 positive six isolates were 
found to harbour class 1 integron gene cassettes-bearing conjugative plasmids. Class 2 integrons were not 
found in the CRPA isolates. Dendrogram analysis of ERIC-PCR patterns showed that there was no clonal 
similarity between the CRPA isolates and the isolates did not spread by cross-contamination. As a result, 
it has been observed that most of the CRPA isolates which have the potential to form biofilms, are highly 
resistant to other antibiotic groups other than carbapenems and can co-transfer some resistances (ceftazi-
dime, cefepime, ciprofloxacin, levofloxacin, piperacillin-tazobactam) with conjugative resistance plasmids. 
It is thought that it would be useful to follow molecular epidemiology in the resistance gene reservoirs of 
these strains which have the potential to cause epidemics in the clinical arena.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; carbapenem resistance; conjugative plasmid; integron; virulence 
gene.

GİRİŞ

Sağlıklı bireylerin normal mikrobiyotasında bulunan Pseudomonas aeruginosa immün-
supresyon, invaziv girişim, travma, hastanede yatış ve yaşlılık gibi durumlarda fırsatçı 
enfeksiyonlara neden olan gram-negatif bir patojendir. Yumuşak doku, idrar yolu, so-
lunum yolu enfeksiyonlarına ve bakteriyemiye yol açmaktadır. Riskli hasta gruplarında 
morbitide ve mortalitede artışa neden olmaktadır. P.aeruginosa, Dünya Sağlık Örgütü 
(DSÖ) tarafından hastaneyle ilişkili enfeksiyonlara ve salgınlara neden olan öncelikli altı 
mikroorganizmadan biri olarak tanımlanmıştır. Çeşitli direnç mekanizmalarını kullanarak 
hızlı direnç geliştirmektedir. Bu nedenle enfeksiyon hastalıklarında antibiyotik tedavisinde 
zorluklar yaşanmaktadır1.

Kromozomal mutasyonlar ve mobil genetik elemanlar aracılığıyla direnç geliştirme 
yeteneğine sahip olan P.aeruginosa izolatlarında β-laktamazları, özellikle karbapenemaz-
ları kodlayan direnç genlerinin varlığı çok ilaca dirençli (ÇİD) suşların artışına neden 
olmaktadır2. Karbapenemaz enzimi üreten P.aeruginosa  izolatları karbapenem direnci-
ne yol açmaktadır. Kromozomal mutasyonlar nedeniyle gelişen direnç mekanizmasında 
indüklenebilir AmpC β-laktamazın üretiminde ve effluks pompalama sistemlerinin eks-
presyonunda artış ve membran geçirgenliğinde azalma meydana gelmektedir. Yatay 
gen transferi yoluyla meydana gelen dirençte aktarılan direnç genleri konjugatif plaz-
mitler, blaVIM genini taşıyan sınıf 1 integronlar ve insersiyon sekansı gibi mobil genetik 
elemanlar üzerinde bulunmaktadır. Tüm bu nedenlerden dolayı KDPA izolatları çok ilaca 
dirençlidir3. las ve rhl genleri tarafından düzenlenen, virülans faktörlerini ve biyofilm 
oluşumunu yöneten “quorum sensing (QS)” sistemleri de P.aeruginosa izolatlarında kar-
bapenem direncine neden olmaktadır4.

Günümüzde karbapenem direnci küresel bir tehdit haline gelmiştir. Çok ilaca direnç 
mobil genetik elemanlarla ilişkilendirilmiştir. Karbapenemler dahil çoğu β-laktama karşı di-
rence neden olan genler mobil genetik elemanlar aracılığıyla küresel boyutta yayılmakta-
dır. Direncin altında yatan moleküler mekanizmayı ortaya çıkarmak önem arz etmektedir5. 
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Bu çalışmada hastane enfeksiyonu etkeni olarak sıklıkla karşılaşılan fırsatçı patojen 
olan P.aeruginosa’da karbapenem direncine neden olan karbapenemaz genlerinin, integ-
ron içeriklerinin, konjugatif plazmitlerin ve izolatların klonal benzerliklerinin araştırılması 
amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Kocaeli Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu onayı ile 
gerçekleştirilmiştir (Tarih: 24/03/2022 ve Karar No: 2022/06.06). 

Bakteri İzolatları

Kocaeli Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Hastanesi Merkez Laboratuvarı Bakteri-
yoloji Birimine Ekim 2021 ile Mart 2023 tarihleri arasında servis, poliklinik ve yoğun 
bakımdaki hastalar için kültür isteğiyle gönderilen çeşitli klinik örneklerden izole edilen 
47 adet KDPA izolatı çalışmaya alındı. Mükerrer örnekler çalışmaya dahil edilmedi. Klinik 
örnek kültürlerinde üreyen aerop ve oksidaz pozitif, floresan pigmentli, non-fermentatif 
koloniler VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomotize sistemi kullanılarak tanım-
landı ve sonraki analizler için beyin-kalp infüzyon (BKİ) sıvı besiyerinde üretildikten sonra 
%20 gliserollü ve boncuklu saklama besiyerinde -80 °C’de stoklandı. Diğer tüm deneyler 
Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Mole-
küler Mikrobiyoloji Araştırma Laboratuvarında gerçekleştirildi.

Antibiyotik Duyarlılık Testi

İzolatların antibiyotiklere (imipenem, meropenem, aztreonam, amikasin, netilmisin, 
tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, siprofloksasin ve le-
vofloksasin) karşı hassasiyet testleri VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize 
sistemi ile yapıldı. Sonuçlar Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi Komitesi (EUCAST)6 
rehberine göre, gentamisin ve netilmisine karşı duyarlılık sonuçları ise Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI, 2020)7 rehberine göre değerlendirildi.

Metalo-Beta-Laktamaz Üretimi

Metalo-beta-laktamaz üretimi imipenem/meropenem-EDTA (IMP/MEM-EDTA) kom-
bine disk yöntemiyle belirlendi8. Mueller-Hinton agar (MHA) plağına 0.5 McFarland bu-
lanıklığındaki (~1.5 x 108 koloni oluşturan birim/mL - KOB/mL) bakteri süspansiyonu 
ekildi ve ikişer adet imipenem (IMP) ve meropenem (MEM) diskleri (Bioanalyse, Ankara) 
yerleştirildi. İmipenem ve meropenem disklerinden bir tanesinin üzerine 10 μL EDTA 
solüsyonu damlatıldı ve absorbe edildi ve 35 °C’ de 18-24 saatlik inkübasyondan sonra 
IMP ve MEM diskleri ile IMP/EDTA ve MEM/EDTA diskleri etrafındaki zon çapının ≥ 7 mm 
olması MBL pozitifliği olarak kabul edildi.

Konjugasyon Deneyleri 

Konjugasyon deneyleri sıvıda çiftleşme (broth mating) yöntemi ve küçük modifikas-
yonlar kullanılarak yapıldı9. Beyin-kalp infüzyon agar besiyerinde üretilen verici (klinik 
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P.aeruginosa KUP izolatları) ve alıcı P.aeruginosa PU21 (ilvBll2 leu-I str-1, RifR) (Dr. George 
A. Jacoby, Lahey Clinic Medical Center, Burlington’dan sağlandı) suşların canlı bakteri 
sayımları yapıldı. Canlı bakteri sayısı (KOB/mL) konjugasyon etkinliğinin hesaplanması 
için kullanıldı. Verici ve alıcı suşlar 1:1 oranında karıştırıldı ve bir gece 37 °C’ de sallan-
madan inkübe edildi. Seftazidim (1 µg/mL) ve rifampisin (200 µg/mL) içeren BKİ agarda 
transkonjugantlar seçildi. Verici suşların konjugasyon etkinliğinin hesabı için aşağıdaki 
formül kullanılarak oranlandı: konjugasyon etkinliği= transkonjugant (KOB/mL) / verici 
hücre (KOB/mL). 

Transkonjugantların Antibiyotik Duyarlılık Testi

Transkonjugantların antibiyotiklere dirençleri disk (Bioanalyse, Ankara) (imipenem 10 
µg, meropenem 10 µg, aztreonam 30 µg, amikasin 30 µg, netilmisin 10 µg, tobramisin 
10 µg, piperasilin 30 µg, piperasilin/tazobaktam 30/6 µg, seftazidim 10 µg, sefepim 30 
µg, siprofloksasin 5 µg ve levofloksasin 5 µg) difüzyon yöntemiyle belirlenip EUCAST ve 
CLSI rehberlerine6,7 göre değerlendirilerek ko-transfer edilen (ortak aktarılan) antibiyotik 
dirençleri belirlendi. 

Plazmit DNA İzolasyonu 

Transkonjugantlardan plazmit DNA izolasyonu alkali lizis yöntemi ve küçük modifi-
kasyonlar kullanılarak yapıldı10. Plazmit DNA moleküler belirteci olarak Escherichia coli 
V517 suşundan izole edilmiş plazmit DNA kullanıldı11. 

PCR Deneyleri

Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] için izolatların toplam 
DNA’ları fenol-kloroform yöntemi ve küçük modifikasyonlarla elde edildi12. Tüm DNA 
numuneleri -20 °C’de stoklandı. İzolatlar integraz genleri (intI1, intI2), integron değiş-
ken bölgeler (sınıf 1 için 5’CS-3’CS ve sınıf 2 için hep51-hep74), metalo-beta-laktamaz 
genleri (blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC ve blaOXA-48) ve biyofilm virülans genleri (lasR ve 
rhIR) taşıyıcılığı açısından tarandı. Metalo-beta-laktamaz genleri için pozitif kontroller 
olarak Acinetobacter baummanii BAK4 ve A.baummanii BAK40, integron genleri için E.coli 
ACC172 (sınıf 1 ve sınıf 2 integron pozitif) kullanıldı13. PCR yönteminde kullanılan primer 
dizileri, reaksiyon şartları ve döngü parametreleri Tablo I’deki referanslarda tarif edilmek-
tedir. 

Agaroz Jel Elektroforezi

Plazmit DNA’larının görüntülenmesi amacıyla plazmit DNA’lar etidyum bromür (0.5 
µg/mL) eklenmiş %0.9’luk agaroz jele (Sigma, ABD) moleküler belirteç (E.coli V517)11 
yüklenerek 40 volt doğru akımda üç saat yürütüldü. PCR ürünleri %1.5-2 agaroz jelde 
yürütüldü. Tüm DNA’lar jel dokümantasyon sisteminde (DNR Bio-Imaging System, İsrail) 
değerlendirildi.
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PU21 Transkonjugantlarının “Pulsed Field” Jel Elektroforezi Analizi

Muhtemel transkonjugant olduğu düşünülen izolatlara ait genomik DNA’lar SpeI en-
zimiyle kesilerek CHEF-DR II (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belçika) elektroforez ciha-
zında, 200 V (6 volt/cm2)’ta 14 °C sıcaklık, 5 saniye başlangıç ve 20 saniye bitiş vuruş 
süresi olacak şekilde 18 saat süreyle yürütüldü. Elektroforez sonrası 10 μL etidyum bro-
mürle (Amresco, ABD) 20 dakika boyanan jel, UV transillüminatörle (Vilber Lourmat, Al-
manya) görüntülendi ve Tenover ve arkadaşları tarafından belirlenen ilkelere göre değer-
lendirildi19. Jel dokümantasyon sistemi (DNR Bio-Imaging System, İsrail) ile fotoğraflandı 
ve BioNumerics (AppliedMaths, Inc., Belçika, 6.01 versiyon) yazılım sistemi kullanılarak 
bant profilleri analiz edildi.

ERIC-PCR ile Klonal Benzerlik Analizi

‘Enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction’ (ERIC-
PCR)’lerde 5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’ ERIC1R ve 5’- AAG TAA GTG ACT 
GGG GTG AGC G-3’ ERIC2 oligonükleotit primerleri kullanıldı20. Kullanılan reaksiyon 
şartları, döngü parametreleri Ardakani ve Ranjbar’ın tanımladığı şekilde yapıldı21. Elde 
edilen, izolatlara ait bant profilleri GelCompar II yazılım sistemi (version 6.5; Applied 
Maths, Sint-Martens-Latem, Belçika) kullanılarak analiz edildi. Benzerlik hesaplamasın-
da Dice korelasyon katsayısı, kümeleşme analizi için matematiksel ortalamayla ağırlıksız 
çiftlerin gruplandırılması [unweighthed pairvise grouping matematical avenaging (UPG-
MA)] yöntemi kullanıldı (optimizasyon 1.0, tolerans 1.0). Bant benzerlikleri %90’ın üze-
rinde olan izolatlar aynı klonda kabul edildi22.

BULGULAR 

Çalışmaya dahil edilen 47 izolatın 23 (%48.9)’ü servis, 15 (%31.9)’i poliklinik, do-
kuz (%19.2)’u yoğun bakım hastalarından izole edilmiştir. İzolatların 16 (%34.0)’sı 
balgam, 11 (%23.4)’i yara, dokuzu (%19.2) trakeal aspirat, dokuzu (%19.2) idrar, biri 
(%2.1) bronkoalveolar lavaj, biri (%2.1) dren sıvısı örneklerinden izole edilmiştir (Tab-
lo II). Antibiyotik duyarlılık testi sonuçlarına göre en yüksek direnç oranı meropenem 
(n= 44, %93.6), imipenem (n= 42, %89.4) ve levofloksasine (n= 33, %70.2), en dü-
şük direnç oranı tobramisin (n= 11, %23.4), gentamisin (n= 16, %34.0) ve amikasine  
(n= 18, %38.3) karşı tespit edilmiştir (Şekil 1). Fenotipik tarama testi olarak kullanılan 
IMP/MEM-EDTA kombine disk yöntemine göre 25 (%53.2) izolatta MBL üretimi belir-
lenmiştir (Tablo II).

Tüm izolatların epidemiyolojik verileri Tablo II’de gösterilmektedir. PCR sonuçlarına 
göre izolatların %90’ının lasR ve rhlR biyofilm genleri açısından pozitif oldukları belir-
lenmiştir. Her iki biyofilm genini de taşımayan sekiz (%17) P.aeruginosa izolatı (KUP3, 
KUP36, KUP41, KUP50, KUP53, KUP59, KUP66 ve KUP68) saptanmıştır.
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Altan G, Rakıcı E, Özgümüş OB.

Altı izolatta (KUP7, KUP9, KUP20, KUP30, KUP54 ve KUP56) (%12.8) blaVIM geni, 
beş izolatta (KUP41, KUP42, KUP47, KUP48 ve KUP57) (%10.6) blaNDM geni, üç izolatta 
(KUP16, KUP21 ve KUP33) (%6.4) blaOXA-48 geni tespit edilmiştir. blaKPC ve blaIMP genleri 
tespit edilmemiştir.

İzolatların 39 (%82.9)’unda intI1 integraz genine, 24 (%51)’ünde büyüklükleri ≥ 
500-3000 bp olan sınıf 1 integronlara rastlanmıştır (Tablo II). İntegraz genleri tespit edi-
lip değişken bölgelerinde amplifikasyon gözlenmeyenler boş integron olarak değerlen-
dirilmiştir (Tablo II). On iki transkonjugantın üçünde (PU21[pKUP24], PU21[pKUP32] ve 
PU21[pKUP66]) ≥ 500-3000 bp aralığında sınıf 1 integronlar tespit edilmiştir. İzolatlarda 
sınıf 2 integron varlığına rastlanmamıştır. MBL geni tespit edilen 11 izolatın üç tanesinde 
(KUP7, KUP16 ve KUP57) fenotipik olarak MBL üretimi gözlenmiştir. Bu üç izolatın ikisi-
nin blaVIM geni, birinin blaNDM geni taşıdığı saptanmıştır (Tablo II).

Replika ekimler sonucunda 12 (%25.5) P.aeruginosa PU21 transkonjugantı belirlen-
miş, 10-6 ile 10-2 arasında olmak üzere konjugasyon etkinlikleri hesaplanmıştır (Tablo 
III). Transkonjugantların antibiyotik duyarlılık sonuçlarına göre ko-transfer edilen antibi-
yotik direnç paternleri Tablo III’te gösterilmiştir. Transkonjugantlarda, verici hücresinde 
(KUP33, KUP48, KUP54 ve KUP56) tespit edilmiş MBL genlerine rastlanmamıştır. İmipe-
nem ve meropenem direnci taşıyan sadece bir transkonjugant (PU21 [pKUP32]) tespit 
edilmiştir (Tablo III). Konjugatif plazmit içeren iki izolatın (KUP54, KUP56) blaVIM geni 
(%16.6), bir izolatın (KUP33) blaOXA-48 geni (%8.3) ve bir izolatın (KUP48) blaNDM geni 
(%8.3) taşıdığı saptanmıştır (Tablo III).

Transkonjugantlardan alkali lizis yöntemiyle elde edilen plazmit DNA preparat örnek-
lerinin agaroz jel elektroforezi Şekil 2’de gösterilmiştir.

Şekil 1. Karbapenem dirençli P.aeruginosa izolatlarının antibiyotiklere duyarlılık oranları.
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Fenotipik olarak replika ekimlerle (M9 minimal agarda üremeyen, seftazidim ve rifam-
pisin plaklarında üreyen) gösterilen transkonjugantların PFGE analizi yapılarak bant pro-
filleri değerlendirilmiş ve 12 transkonjugantın P.aeruginosa PU21 ile aynı bant profiline 
sahip olduğu doğrulanmıştır (Şekil 3). 

Tablo III. Transkonjugantların Direnç Fenotipleri ve Ko-transfer Edilen Direnç

Pseudomonas 
İzolatı (MBL geni) Direnç Fenotipi

PU21 
Transkonjugantı

Ko-transfer 
Edilen Direnç

Konjugasyon 
Etkinliği

KUP2 CAZ, TZP PU21 (pKUP2) - 2.6x10-6

KUP3 CAZ, TZP PU21 (pKUP3) - 3.2x10-5

KUP24 ATM, FEP, CAZ, LEV, 
TZP

PU21 (pKUP24) ATM, FEP, LEV, 
TZP

1.6x10-5

KUP32 FEP, CAZ, IMP, MEM PU21 (pKUP32) IMP, MEM 3.3x10-5

KUP33 (blaOXA48) FEP, CAZ, LEV, TZP PU21 (pKUP33) - 6.6x10-4

KUP38 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP38) - 3.3x10-2

KUP44 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP44) FEP, TZP 1.2x10-4

KUP48 (blaNDM) FEP, CAZ, CIP, TZP PU21 (pKUP48) - 2x10-3

KUP49 FEP, CAZ, CIP, NET, 
TZP

PU21 (pKUP49) - 7x10-6

KUP54 (blaVIM) FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP54) FEP, CAZ, TZP 1.5x10-4

KUP56 (blaVIM) FEP, CAZ, CIP, LEV, 
TZP

PU21 (pKUP56) CIP, LEV 3,6x10-4

KUP66 FEP, CAZ, TZP PU21 (pKUP66) FEP, TZP 8.3x10-2

PU21 PIP - -

IMP: İmipenem, MEM: Meropenem, AK: Amikasin, CN: Gentamisin, NET: Netilmisin, PIP: Piperasilin, TZP: 
Piperasilin-tazobaktam, ATM: Aztroenam, CAZ: Seftazidim, CIP: Sipfofloksasin, FEP: Sefepim, LEV: Levofloksasin, 
TOB: Tobramisin.

Şekil 2. Transkonjugantlardan izole edilen plazmit DNA preparatlarının agaroz jel elektroforezi. 
1: PU21(pKUP2); 2: PU21(pKUP3) 3: PU21(pKUP24); 4: PU21(pKUP32); 5: PU21(pKUP33); 6: 
PU21(pKUP38) 7: PU21(pKUP44); 8: PU21(pKUP48); 9: PU21 (pKUP49); 10: PU21(pKUP54); 
11: PU21(pKUP56); 12: PU21(pKUP66); 13: PU21; 14: Plazmit moleküler marker (E.coli V517).
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ERIC-PCR yöntemiyle genotiplendirilen 47 KDPA izolatı arasında klonal benzerlik araş-
tırılmıştır. İzolatlar arasında 40 farklı genotip tespit edilmiş olup kümeleşme gösteren 
izolatlar yedi farklı küme içerisinde toplanmıştır (tolerans 1.0, optimizasyon 1.0, cutoff 
%90). 47 izolatın 15’i herhangi bir küme içerisinde yer almakta olup kümeleşme oranı 
%31.91 bulunmuştur. En büyük küme üç izolatın (KUP 47, KUP 48, KUP 49) yer aldığı 
genotip 4 kümesi, ikinci en büyük küme ikişer izolatın (KUP 66 ve KUP 68; KUP 21 ve 
KUP 52; KUP 32 ve KUP 38; KUP 29 ve KUP 35; KUP 42 ve KUP 44; KUP 36 ve KUP 41) 
yer aldığı genotip 1, 3, 5, 7, 13 ve 37 kümeleri olmuştur (Şekil 4). İzolatlar moleküler 
epidemiyolojik verileri açısından incelendiğinde, izolatlar arasında heterojen dağılım göz-
lenmiş ve baskın bir salgın klonu tespit edilmemiştir .

TARTIŞMA

Antibiyotiklerin uygunsuz kullanımı antibiyotik direncine neden olduğu ve bu duru-
mun küresel bir halk sağlığı sorunu haline geldiği bilinmektedir. Klinik örneklerden izole 
edilen ve özellikle bağışıklığı baskılanmış hastalarda fırsatçı patojen olan P.aeruginosa izo-
latlarının küresel risk raporuna göre antimikrobiyal dirence neden olan risk etkeni mik-
roorganizmalardan biri olduğu bildirilmiştir23. Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC)’ye göre çok ilaca dirençli olan P.aeruginosa ciddi tehditler kategorisinde yer 
almaktadır24.

Bu çalışmadaki KDPA izolatlarının en dirençli bulunduğu diğer antibiyotikler levof-
loksasin, siprofloksasin ve piperasilin olarak belirlenmiştir. Ankara’da yapılan bir çalışma-
da antibiyotik direnç oranlarının bu çalışmayla uyumlu olduğu gözlenmiştir25. Çin’de 
yapılan bir çalışmada en yüksek antibiyotik direnç oranları siprofloksasin (%51), levof-
loksasin (%48.4), aztroenam (%36.1) ve piperasiline (%29.0) karşı belirlenmiştir26.  

Şekil 3. Pseudomonas aeruginosa PU21 transkonjugantlarının PFGE görüntüsü. 1, P.aeruginosa 
PU21; 2, P.aeruginosa KUP2; 3, PU21 (pKUP2); 4, PU21 (pKUP3); 5, PU21 (pKUP2); 6, PU21 
(pKUP24); 7, PU21 (pKUP32); 8, PU21 (pKUP33); 9, PU21 (pKUP44); 10, PU21 (pKUP48); 11, 
PU21 (pKUP49); 12, PU21 (pKUP54); 13, PU21 (pKUP56); 14, PU21 (pKUP66).
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Bu çalışmadaki direnç oranının yukarıda bahsedilen çalışmalara oranla yüksek olmasının 
nedeninin seçilen izolat kümesinin %80’den fazlasının servis ve yoğun bakım hastaları-
na ait örneklerden izole edilmiş olması olabilir.

Şekil 4. Karbapenem dirençli 47 P.aeruginosa KUP izolatlarının ERIC-PCR paternlerinin dendrogram analizi ve 
epidemiyolojik verileri. 

BAL: Bronkoalveolar lavaj, GHP: Göğüs hastalıkları polikliniği, DS: Dermatoloji servisi, PCS: Plastik cerrahi 
servisi, C YBÜ: Cerrahi yoğun bakım ünitesi, KBBP: Kulak burun boğaz polikliniği, Ç YBÜ: Çocuk yoğun bakım 
ünitesi, ÇCS: Çocuk cerrahi servisi, HS: Hematoloji servisi, POS: Palyatif onkoloji servisi, DP: Dermatoloji 
polikliniği, PCS: Plastik cerrahi servisi, RS: Romatoloji servisi, GECS: Genel cerrahi servisi, AP: Acil polikliniği, 
GÖCS: Göğüs cerrahi servisi, GRP: Girişimsel radyoloji polikliniği, GHS: Göğüs hastalıkları servisi, ÜS: Üroloji 
servisi, CV-19 YBÜ: COVID-19 yoğun bakım ünitesi, OPS: Ortopedi servisi, ONS: Onkoloji servisi, YD YBÜ: 
Yenidoğan yoğun bakım ünitesi, KD YBÜ: Kalp-damar yoğun bakım ünitesi, FTRS: Fizik tedavi ve rehabilitasyon 
servisi, ÇNP: Çocuk nefroloji polikliniği, EHP: Enfeksiyon hastalıkları polikliniği, , EHS: Enfeksiyon hastalıkları 
servisi, K YBÜ: Kardiyoloji yoğun bakım ünitesi.
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Avrupa’da 1990’lı yıllarda keşfedilen ve dirence neden olan karbapenemazlar günü-
müzde ciddi oranda artış göstermektedir. Genellikle plazmit aracılı aktarılan karbapene-
mazlardan sıklıkla blaKPC, blaVIM, blaIPM, blaNDM ve blaOXA-48 tipleri bildirilmektedir27,28. Bu 
enzimler özellikle Enterobacterales üyeleri, P.aeruginosa ve A.baumannii’de tanımlanmış-
tır. Karbapenem direçli P.aeruginosa izolatlarının yayılımını önlemek için karbapenemaz 
kodlayan genlerin moleküler yöntemlerle araştırılarak takibi kritik bir öneme sahiptir29.

Bu çalışmada karbapenem dirençli 47 P.aeruginosa izolatında blaKPC, blaIMP, blaNDM, 
blaVIM ve blaOXA-48 genleri PCR yöntemiyle taranmıştır. Fakat konjugasyon deneylerin-
de hiçbirinin plazmit aracılı olmadığı, genlerin kromozomda taşındığı tespit edilmiştir. 
İzolatlarda birden fazla karbapenemaz genine rastlanmamıştır. Ülkemizde Hoşbul ve ar-
kadaşları tarafından yapılan çalışmada KDPA izolatlarında blaVIM geninin pozitif bulun-
ması bu çalışmada elde edilen bulgularla benzerlik göstermektedir30. Dünya çapında 
yapılan çalışmalarda ise özellikle blaNDM ve blaOXA-48 gen sıklığı açısından benzerlikler 
mevcuttur31,32. İzolatlarda karbapenem direnç genlerinin düşük oranda tespit edilme-
sinin nedeninin, diğerlerinin porin kaybı ve efluks pompalarının ekspresyonundaki artış 
gibi mekanizmalara bağlı olabileceği düşünülmüştür. Değişken direnç profili sergileyen 
P.aeruginosa izolatlarının araştırılan metalo-beta-laktamazlardan başka diğer enzimlere 
de sahip olabileceği bildirilmiştir33.

Bu çalışmada izolatların 25 (%53.2)’inde fenotipik olarak MBL üretimi tespit edilmiş 
olup bulgular Mısır’da yapılan çalışma sonuçlarıyla uyumluluk göstermektedir34. MBL 
geni tespit edilen 11 izolatın üçünde (%27.3) fenotipik olarak MBL üretimi gözlenmiştir. 
Fenotipik olarak MBL üretimi saptanan izolatlarda taranan direnç genlerinden hiçbirine 
rastlanmamış olmasının AmpC-tipi beta-laktamaz ekspresyonu gibi diğer direnç meka-
nizmalarının ve C sınıfı beta-laktamazların varlığının araştırılmamasından kaynaklandığı 
düşünülebilir35. Ayrıca antibiyotik gradiyent test ve IMP-EDTA disk yöntemlerinde mey-
dana gelen pozitifliğin, MBL enzimindeki çinko iyonlarının EDTA ile şelasyon yaparak 
MBL aktivitesinin etkisiz hale getirilmesinden çok mikroorganizmaların EDTA’ya duyarlı-
lıkları nedeniyle oluştuğuna dair görüşler bildirilmiştir. EDTA bakteriyel hücre duvarı ge-
çirgenliğini arttırabilme özelliğine sahiptir ve buna bağlı olarak P.aeruginosa’nın OprD 
ekspresyonununda azalmaya neden olmaktadır. Bu nedenlere bağlı olarak MBL aktivite-
sinin fenotipik olarak araştırılmasında kombine disk yönteminin yanlış pozitif sonuçlara 
neden olabileceği vurgulanmıştır36.

Virülans faktörlerini ve biyofilm oluşumunu yöneten “quorum sensing (QS)” sistem-
lerine sahip bakterilerin tedavide kullanılan karbapenemlere ve yeni nesil antibiyotiklere 
karşı daha dirençli olduğu bildirilmiştir. P.aeruginosa’nın antibiyotik direnç mekanizmala-
rına ek olarak biyofilm üretebilmesi ve konakçı immün sisteminden kaçabilme yeteneği, 
neden olduğu enfeksiyonların tedavisini güçleştirmektedir. Bakteriler hücreler arası iletişi-
mi sağlamak için küçük sinyal moleküllerini (otoindükleyiciler, AI’ler) salgılamaktadır. Bu 
iletişim sistemi çekirdek algılama olarak adlandırılır. Her sistem las ve rhl genleri tarafından 
düzenlenir: AI sentezi (lasI ve rhlI genleri) ve bunların aynı kökenli transkripsiyonel aktive 
edici proteini (lasR ve rhIR). P.aeruginosa’nın elastaz (lasB), toksin A (toxA) ve alkalin pro-
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teaz (aprA) gibi bazı virülans faktörülerini kodlayan genler, las ve rhl sentez genleri (lasI/
lasR  ve  rhlI/rhlR)  tarafından yönetilir4. Mevcut çalışmada izolatların 34 (%72.3)’ünde 
lasR, 39 (%83)’unda rhlR genlerinin pozitif olduğu saptanmıştır. Çalışmamızın kısıtlılığı 
olarak değerlendirebileceğimiz bir nokta da pslA, pelA ve ppyR gibi diğer virülans genleri 
açısından izolatların taranmamasıdır37,38. Bu çalışma, izolatların virülansından çok bazı 
karbapenemez genleri içeren ve içermeyen KDPA izolatlarının moleküler epidemiyolo-
jik analizine odaklanmaktadır. Ülkemizde İzmir’de yapılan bir çalışmada ise farklı klinik-
lerinden izole edilen 83 P.aeruginosa izolatında biyofilmle ilişkili olabileceği düşünülen 
“quorum sensing” genleri lasI, lasR, rhlR sırasıyla 17, 18, 13 izolatta saptanırken, rhlI’nin 
tüm kökenlerde pozitif olduğu belirlenmiştir39. Ülkemizde 50 farklı P.aeruginosa izolatıyla 
yapılan bir başka çalışmada “quorum sensing” üretiminden sorumlu olan (lasI, lasR, rhlI, 
rhlR) genlerin taranması ve bu genlerin bazı virülans faktörlerinin (elastaz, pyosiyanin, 
biyofilm oluşumu, kayma hareketi) üretimiyle kıyaslanması amaçlanmıştır. PCR analizi 
sonucunda 46 izolatta tüm genler pozitif bulunmuş olup dört izolatta lasR tespit edile-
memiştir. Çalışmada “quorum sensing” genlerinin bulunmaması veya mutasyon varlığı 
durumlarında virülans faktörlerinin üretiminde azalma tespit edilmiştir ancak bu duru-
mun izolatların enfeksiyon oluşturmasını engellemediği belirtilmiştir40.

blaVIM, blaNDM ve blaOXA-48 karbapenemaz genlerinin tespit edildiği 14 izolatın 13 
(%93)’ünde QS genlerine rastlanmıştır. Sınıf 1 integron varlığı gözlenen 33 izolatın 27 
(81.8)’sinde QS genleri tespit edilmiştir. Bu bulgulara göre karbapenemaz geni, sınıf 1 
integron ve QS geni barındıran izolatların çoklu direnç mekanizmalarına sahip olma-
sının enfeksiyon hastalıklarının patogenezinde ve hastalık seyrinde önemli olabileceği 
düşünülebilir. Bulgular Güney Hindistan ve Kastamonu’da yapılan çalışmalara ait sonuç-
larla uyumluluk göstermektedir41,4. Tüm izolatların sekizinde (%17) lasR ve rhlR gen-
lerinin varlığına rastlanmamış olması virülans genlerinin farklı QS sistemleri tarafından 
kontrol edilebileceğini düşündürmektedir. Virülans genleriyle ilgili yapılan çalışmalarda 
P.aeruginosa’nın mükemmel evrimsel yeteneğine bağlı olarak gelişen çevresel adaptas-
yon sürecinde henüz tespit edilememiş ve tanımlanamamış QS sistemlerini de barındı-
rabileceği ihtimali göz önünde bulundurulmalıdır. Antibiyotik direnci ve virülans genleri 
arasındaki ilişki, belirsizliğini korumakta ve buna bağlı olarak daha fazla araştırma ve 
çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır42.

Karbapenem direncinin yayılmasında önemli mobil genetik elemanlardan olan plaz-
mitler konjugasyon yoluyla direnç genlerinin aktarımında kilit rol oynamaktadır. Plazmit 
aracılı karbapenemaz genlerinin, farklı suşlar ve türler arasında hızla yayılma potansiyeli 
oldukça riskli bir durumdur43. Çin’de yapılan bir çalışmada blaKPC–2 geni taşıyan plazmit 
varlığı bildirilmiştir44. Bu çalışmada konjugasyon deneyleri sonucunda 12 izolatın bazı an-
tibiyotik dirençlerinin ko-transfer edildiği gözlenmiştir. Bulgular Hindistan’da yapılan bir 
çalışma ile uyumluluk göstermektedir45. Fakat tespit ettiğimiz karbapenemaz genleri sef-
tazidim seleksiyonuyla elde edilen transkonjugantlarda gözlenmemiştir. Tablo II’de de gö-
rüldüğü gibi bir KDPA izolatının (KUP32) transkonjugantı (PU21 [pKUP32]) imipenem ve 
meropeneme dirençli tespit edilmesine rağmen taranan beş MBL genine rastlanmamıştır. 
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Bu izolatta konjugatif plazmitte bulunan farklı bir MBL geni olduğu düşünülebilir. Bu du-
rum bize verici hücrelerdeki karbapenemaz genlerinin kromozomal lokasyonda olduklarını 
göstermektedir.

Bu çalışmada Şekil 3’te de görüldüğü gibi transkonjugantların plazmit DNA izolas-
yon preparatlarının agaroz jel elektroforezinde konjugatif plazmit bantları açıkça gözle-
nememiştir (PU21 [pKUP2 hariç]). Bu durum büyük moleküler ağırlıklı konjugatif plaz-
mit DNA’ların (≥ 200 kbp) izolasyon prosedürü sırasında kromozomal DNA ile birlikte 
denatüre olarak kaybedilmesinden kaynaklanabilir. Bu yüzden, antibiyotik duyarlılıkları 
açısından farklılık gösteren bu transkonjugantların genotipik açıdan P.aeruginosa PU21 
transkonjugantları olduğunun doğrulanması için bakteriyel tiplendirmede altın standart 
olan PFGE yöntemi kullanılmıştır (Tablo III)46. Jeldeki transkonjugant bant paternlerinin 
PU21 ile aynı, klinik izolatınkinden (KUP2) farklı olduğu açıkça görülmektedir (Şekil 3).

Karbapenem direncinin yayılmasında rol oynayan mobil genetik elemanlarla ilgili 
Uganda’da yapılan bir çalışmada da blaVIM geninin sınıf 1 integronlarla birlikte bulun-
duğu bildirilmiştir47. Konjugatif direnç plazmit varlığının gözlendiği 11 izolatta sınıf 1 
integron varlığına da rastlanmıştır. Bu da integronların plazmit üzerinde taşındığını dü-
şündürmüştür. 

İzolatlar arasındaki klonal ilişkinin ERIC-PCR yöntemiyle araştırıldığı bu çalışmada dend-
rogram analizi sonucunda yedi küme tanımlanmıştır. İzolatlar arasındaki kümeleşme oranı 
%31.91 olarak belirlenmiştir. En büyük kümede üç izolatın yer aldığı ve baskın bir salgın 
klonunun tespit edilmediği gözlenmiştir. Bu kadar farklı genotipteki bakteri klonlarının bir 
hastanede tespit edilmesi gelecekte salgın yapma potansiyelindeki klonların da fazla ol-
duğunu düşündürmektedir. Çok merkezli yürütülen bir çalışmada 37 adet karbepenem 
dirençli P.aeruginosa izolatı arasındaki klonal ilişki ERIC-PCR yöntemiyle araştırılmış ve has-
tane kaynaklı yedi küme tanımlanmıştır. Dört farklı hastaneden izole edilen 30 izolatın tek 
büyük bir klona ait olduğu gözlenmiştir. Klonun blaVIM ve blaGES barındırdığı bildirilmiştir. 
Araştırmacılar belirgin bir klonal yayılımın varlığına dikkat çekmiştir33. Bu çalışmada 47 izo-
latın ERIC-PCR analizinde üç izolatın (KUP47, KUP48, KUP49) yer aldığı bir klonda (genotip 
4) iki izolatın (KUP47, KUP48) blaNDM geni taşıdığı gözlenmiştir. Bu izolatlara ait örneklerin 
izole edildiği tarihler arasında yakınlık bulunmaktadır (Şekil 4). Örneklerin gönderildiği bi-
rimler birbiriyle yakın ilişkili olduğundan epidemik bir klon varlığından bahsedilebilir. 

Sonuç olarak, karbapenem grubu antibiyotikler dışındaki antibiyotiklere karşı yüksek 
oranda dirençli oldukları gözlenmiş çalışma izolatlarının bazılarında konjugatif plazmit-
lerle ko-transfer edilen antibiyotik direnci tespit edilmiştir. Aynı zamanda izolatlarda in-
tegron gen kasetlerine de rastlanması, bu suşların çevresel adaptasyon sağlayabilmek 
için mobil genlerini yakın ve akraba bakteri türleriyle paylaşabilme potasiyelinde olduk-
larını düşündürmektedir. Antibiyotiklere karşı direnç kodlayan mobil genetik elemanların 
evrimsel adaptasyonlara katkısının moleküler epidemiyolojik analizlerinin ve takibinin, 
direnç gelişiminin kontrol altına alınması için yapılacak ulusal ve uluslararası düzeydeki 
çalışmalara ve veri tabanlarına önemli katkılar sağlayacağı düşünülmektedir.
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