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Karbapenem direncli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda
qgacE, qacEA1 ve cepA biyosit diren¢ genlerinin arastirilmasi
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OZET

Amag¢: P aeruginosa siklikla immiin sistemi
baskilanmis hastalarda saglik hizmeti iliskili enfeksiyona
(SHIE) neden olur. SHIE kontroliinde antiseptikler
ve dezenfektanlar onemli rol oynamaktadir. Ancak
biyositlerin hastanelerde yaygin olarak kullanilmasi
bakterilerde duyarliigin azalmasina ve direncgli hale
gelmesine yol acabilmektedir. Bu calismada klinik

orneklerden izole edilen karbapenem direncli P
aeruginosa suslarinda biyosit direnci ile iliskili gacE,
qacEA1 ve cepA gen bolgeleri sikliginin arastirilmasi

amaclanmistir.

Yontem: Calismaya, klinik orneklerden izole edilen,
75 P aeruginosa izolat1 (58 karbapenem direncli, 17
karbapenem duyarli P aeruginosa) dahil edilmistir.
Konvansiyonel yontemlerle ve VITEK®2 (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi ile tir identifikasyonu ve
antibiyotik duyarlilik testleri yapilmistir. Biyosit direnc
gen bolgeleri gacE, qacEA1 ve cepA PCR yontemi ile

arastirnlmistir.

Bulgular: Calismada, gacE ve qacEA1 genleri sirasiyla

ABSTRACT

Objective: P aeruginosa frequently causes
(HAI) in

Antiseptics

healthcare associated infections

immunocompromised  patients. and
disinfectants play an important role in the control
of HAI. However, the widespread use of biocides in
hospitals may cause a decrease in biocidal sensitivity
and the emergence of resistance in bacteria. In this
study, it was aimed to investigate the frequency of
gacE, gacEA1 and cepA gene associated with biocide
resistance in carbapenem resistant P aeruginosa

strains, isolated from clinical specimens.

Methods: In this study, 75 P. aeruginosa strains (58
carbapenem resistant and 17 carbapenem sensitive)
isolated from clinical samples were included. Species
identification and antibiotic susceptibility tests were
performed with conventional methods and VITEK®2
(bioMérieux, France) automated system. Biocide
resistance gene regions gacE, qacEA1 and cepA were

investigated by PCR method.

Results: In the study, gqacE and qacEA1 genes
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%65.3 (n=49) ve %50.7 (n=38) oraninda tespit edilmistir.
Ancak cepA geni %0 (n=0) oraninda pozitif bulunmustur.
Karbapenem direncli izolatlarda gacE %75.8 (n=44) ve
qacEA1 9%60.3 (n=35) oraninda pozitif, karbapenem
duyarli izolatlarda ise gacE %29.4 (n=5) ve qacEA1 %17.6
(n=3) oraninda pozitif bulunmustur. Karbapenem direncli
izolatlarda qgacE ve qacEA1 genlerinin sikligi duyarl
olanlara gore anlamli diizeyde yuksek bulunmustur
(p<0.05).

Sonug¢: Bu calismada, karbapenem direncli P
aeruginosa izolatlarinda qgacE ve qacEA1 gen sikligi
oldukca yiiksek bulunmustur. Direnc genlerinin
yiksek oranda bulunmasi bu izolatlarda potansiyel
biyosit direnci olabilecegini gostermektedir. Ozellikle
karbapenem direncinin yiiksek oldugu durumlarda P.
aeruginosa’nin biyositlere de direncli olabileceginin
akilda tutulmasi yayiimin onlenmesinde ve salginlarin

kontroliinde 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: P aeruginosa, qacE, qacEA1,
cepA, biyosit

were determined in 65.3% (n=49) and 50.7% (n=38),
respectively. However, cepA gene was found negative
in all isolates. gacE and qacEA1 genes were found
positive 75.8% (n=44) and 60.3% (n=35) in carbapenem
resistant isolates, while 29.4% (n=5) and 17.6% (n=3)
were found positive in carbapenem susceptible isolates.
The frequency of gacE and qacEAT genes in carbapenem
resistant isolates was found to be significantly higher

than in susceptible ones (p<0.05).

Conclusion: In this study, biocide resistance genes
qgacE and qgacEA1 frequencies were found to be quite
high in carbapenem resistant P. aeruginosa isolates.
The high prevalence of resistance genes suggests that
these isolates may have potential biocide resistance.
Especially in cases where carbapenem resistance is
high, keeping in mind that P aeruginosa may also be
resistant to biocides, is important in preventing spread

and controlling outbreaks.

Key Words: P aeruginosa, qacE, qacEA1, cepA,

biocides

GIRIS

Pseudomonas aeruginosa dogada yaygin olarak
bulunan ve firsatc1 enfeksiyonlara neden olan,
Gram negatif non-fermentatif bir bakteridir (1).
P aeruginosa siklikla immin sistemi baskilanmis
hastalarda saglik hizmeti iliskili enfeksiyon (SHIE)’a
neden olur (1,2). Bakterinin nemli ortamlarda uzun
sire canli kalabilmesi, hastane ortaminda ve tibbi
cihazlarda ureyebilmesi, antibiyotiklere karsi direnc
gelistirmesi bakteriyi onemli bir problem haline
getirmektedir (1,2). SHIE kontroliinde antiseptikler
ve dezenfektanlar onemli rol oynamaktadir. Ancak

biyositlerin hastanelerde yaygin olarak kullanilmasi
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bakterilerde duyarliigin azalmasina ve direncli hale
gelmesine yol acabilmektedir (3,4).

Bakterilerde antiseptik diren¢c mekanizmalarindan
birisi kuaterner amonyum bilesikleri (quaternary
ammonium compounds; gac) gen bolgesi ile eksprese
edilen disa atim pompasidir (4,5). Klinik ve cevresel
bakterilerde cesitli gac genleri tammlanmistir ve
bu genlerin dagilimi genellikle bakteri tirleri ile
iliskilidir (5). Gram pozitif bakterilerde ozellikle
Staphylococcus tirlerinde, qacA, qacB ve qacC/
smr genleri sk gorilirken Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. gibi Gram
negatif bakterilerde gacE ve varyanti gacEA1 yaygin

gorulur (6-9). Qac proteinleri, ana substratlarindan



birinin adin1 almasina ragmen aktivite spektrumu
cok daha genistir ve farkli kimyasal simflara ait
30’dan fazla lipofilik monovalan (benzalkonyum,
setrimid, vd.) ve divalan (klorheksidin, heksamidin,
propamidin, vd.) katyonik bilesige direnc gelistirebilir
(5,10). cepA Gram negatif bakterilerde klorheksidin
direnci ile iliskili bir diger disa atim pompasi kodlayan
gendir ve son donemde P. aeruginosa izolatlarin da
yilksek oranda bildirilmistir (11-14). Bu calismada
klinik orneklerden izole edilen karbapenem direncli P.
aeruginosa suslarinda biyosit direnci ile iliskili gacE,
gacEAT1 ve cepA gen bolgeleri sikigimin arastirilmasi
ve karbapenem direncli ve duyarli izolatlarda biyosit
direng geni dagiiminin karsilastirilmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, bir universite hastanesinde klinik
orneklerden izole edilen, 75 P aeruginosa izolati
(58 karbapenem direncli, 17 karbapenem duyarli P
aeruginosa) dahil edildi. Tekrarlayan hasta ornekleri
calisma dis1 birakildi.

Klinik ornekler; %5 kanli agar, cikolata agar ve
EMB agara ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi
ve lreyen kolonilerden konvansiyonel yontemlerle
(koloni morfolojisi, oksidaz aktivitesi, pigment
olusumu, ozgul aromatik koku ve kanli agarda hemoliz
olusturma) Pseudomonas spp. olarak tanimlanan
izolatlara VITEK®2 (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemi ile tir identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik

testleri yapildi.

DNA izolasyonu %5 kanli agarda ureyen bakteri
hizli  DNA  ekstraksiyon
uyguland1 (15). Buna gore bir 6ze dolusu bakteri

kolonilerine proseduri
1 ml steril distile su ile suspanse edildi ve 80°C’de
20 dakika bekletilerek, hucrelerin parcalanmasi
saglandi. Daha sonra 12.000xg’de 10 dakika santrifiij
edilerek ustte kalan sivi atildi. Pellet tzerine 200 pl
kloroform ve 200 pl steril distile su ilavesiyle elde
edilen karisim 12.000xg’de 10 dakika tekrar santrifuj
edildi. Bu kez ustte kalan sivi PCR reaksiyonu ic¢in
kalip olarak kullanildi.

Calismada qacE, qacEA1, cepA gen bolgelerini
hedefleyen PCR yontemi uygulandi. PCR reaksiyonlari
icin; gacE (F:5'-GCG AAG TAATCG CAA CAT CC-3've R:
5'-GCC CCA TAC CTA CAA AGC C-3'), gqacEA1 (F:5'-TAG
CGA GGG CTT TAC TAA GC-3' ve R:5"-ATT CAG AAT GCC
GAA CAC CG-3') ve cepA (F:5-CAA CTC CTT CGC CTA
TCC CG-3' ve R:5-TCA GGT CAG ACC AAA CGG CG-3')
primerleri kullanild1 (9,11,16).

Calismada gacE gen bolgesi PCR amplifikasyonu
her bir ornek icin 25 pl’lik reaksiyon hacminde
gerceklestirildi. PCR reaksiyon karisimi; 2.5 pl 10XPCR
tamponu, 2.5 pl MgCl2 (25 mM stok), 0.5 pl dNTP
miks (10 mM stok), 0.25 pl her primerden (100 pM
stok), 0.15 pl Tag DNA polimeraz (5 U/pl stok), 2.5 pl
kalip DNA 6rnegi ve son hacmi 25 pl’ye tamamlayacak
miktarda steril distile su eklenerek hazirlandi.
Orneklerin amplifikasyon kosullari; 94°C’de 5 dakika
baslangic denatiirasyonu, 35 siklus 94°C’de 45 saniye
denatiirasyon, 57°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de
bir dakika uzama basamag1 ve arkasindan 72°C’de 8
dakika son uzama basamagi olacak sekilde uygulandi.
gacEA1 ve cepA gen bolgesi PCR reaksiyonlan icin de
primer baglanma sicaklig1 hari¢ (gacEAT igin 57°C,
cepA icin 60°C) ayn termal dongu kosullart kullanildi.
Amplifikasyon drunleri, 0.5 pg/ml etidyum bromur
iceren %1’lik agaroz jelde 120 voltta 40 dakika
elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultraviyole
151k altinda gortintiilendi. Elektroforez sonucu qgack,
gacEA1 ve cepA PCR urunlerinden sirasiyla 228, 300,
1058 baz cifti (bp) uzunlugunda bant elde edilen
ornekler pozitif olarak degerlendirildi (9,11,16).

Verilerin  O0zetlenmesinde, kategorik yapida
olan degiskenler say1 ve ylizde olarak verilmistir.
Kategorik degiskenlerin analizinde Ki-kare testinden
yararlamlmistir. Analizler Statistica v.13.3.1 programi
ile yapilmistir. Istatistiksel anlamliik diizeyi p<0.05
olarak kabul edilmistir.

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu onay1 ile gerceklestirildi (Tarih:
23.06.2021, Karar no: 457).
Turk Hij Den Biyol Derg
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 75 P. aeruginosa izolatinin
%28.0 (n=21)’i trakeal aspirat, %21.3 (n=16)’u idrar,
%18.7 (n=14)’si yara, %9.4 (n=7)’U balgam, %8
(n=6)’i doku, %5.3 (n=4)’i kan, %4 (n=3)’U kateter
ve %5.3 (n=4)’U diger klinik orneklerden (diren,
safra, abse, bogaz siiriintiisii) izole edilmistir
(Tablo 1). izolatlarin %44.0 (n=33)’ii servislerden,
%42.7 (n=32)’si yogun bakim Unitelerinden ve %13.3

(n=10)’UG polikliniklerden gonderilen orneklerden

elde edilmistir (Tablo 2).

Calismadaki 75 P aeruginosa izolatinin %65.3
(n=49)’inde gacE ve %50.7 (n=38)’sinde qacEA1 geni
pozitif bulunurken cepA geni %0.0 (n=0) oraninda
pozitif saptanmistir. Karbapenem direncli 58 izolatin
%75.8 (n=44)’inde qacE, %60.3 (n=35)’lUnde qacEA1
geni pozitif; karbapenem duyarli 17 izolatin ise %29.4
(n=5)’lUinde gacE ve %17.6 (n=3)’sinda qacEA1 geni
pozitif olarak belirlenmistir. Karbapenem direncli
suslarda gacE ve qacEAT gen sikligi anlamli diizeyde
yuksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 3).

Tablo 1. P. aeruginosa izolatlarinda gqacE ve qacEA1 genlerinin klinik orneklere gore dagilim

Klinik 6rnekler 6;267“55‘:‘%‘)5‘ "‘:\iﬂg"&f)‘" q“f\% "(;Z)‘“f
Trakeal aspirat 21 (28.0) 12(24.5) 9 (23.7)
idrar 16 (21.3) 10 (20.4) 10 (26.3)
Yara 14 (18.7) 9 (18.4) 6 (15.8)
Balgam 7 (9.4) 5(10.2) 4 (10.5)
Doku 6 (8.0) 5(10.2) 4 (10.5)
Kan 4 (5.3) 3 (6.1) 1(2.6)
Kateter 3 (4.0) 2 (4.1) 2 (5.3)
Diger 4 (5.3) 3 (6.1) 2 (5.3)

Tablo 2. P. aeruginosa izolatlarinda qacE ve qacEA1 genlerinin kliniklere gore dagilimi

. Ornek sayisi qgacE pozitif qacEA1 pozitif
il n=75 (%) n=49(%) n=38 (%)
Servis 33 (44.0) 23 (46.9) 14 (36.8)
Yogun Bakim Unitesi 32 (42.7) 21 (42.9) 19 (50.0)
Poliklinik 10 (13.3) 5 (10.2) 5(13.2)

Tablo 3. P. aeruginosa izolatlarinda qacE ve qacEA1 gen bolgeleri dagilim
. Karbapenem direncli Karbapenem duyarl . .
Gen bolgesi n=58 (%) n=17 (%) p degeri
Pozitif 44 (76.0) 5 (29.0)
qacE 0.0004
Negatif 14 (24.0) 12 (71.0)
Pozitif 5 (60.0) 3 (18.0)
qacEA1 0.0019
Negatif 23 (40.0) 14 (82.0)

Turk Hij Den Biyol Derg



TARTISMA

Biyositlerin hastanelerde, endiistride ve evlerde
antiseptik, dezenfektan ve koruyucu olarak yaygin bir
sekilde kullanilmas1 enfeksiyon zincirinin kinlmasinda
onemli rol oynamaktadir (10). Ancak, bakterilerde
biyositlere karsi duyarliligin azalmasi ve tolerans/
diren¢ gelismesi endise verici bir durumdur (4,10).
Biyositlerin etkisi; konsantrasyon orani, temas siiresi,
pH, sicaklik, mikroorganizma tiiri ve sayis1 gibi
cesitli faktorlere baglidir (17). Normal sartlarda etkili
olan biyositlerin yaygin kullamimina bagl olarak,
bakteri
konsantrasyonda, letal olmayan dozlardaki biyositlere

popiilasyonlarinin cevrede biriken disuk

maruz kalmasi, bakterilerin biyositlere tolerans ve
(10,18).
Bakterilerde biyosit direnci genetik mutasyonlarla ya

direnc gelistirmesine neden olmaktadir

da direng genlerinin plazmit araciligiyla aktarilmasi
sonucu kazamlir. P aeruginosa ve diger bakterilerde
biyosit diren¢ mekanizmalarindan birisi kiicuk coklu
ilac direnci (small multidrug resistance; SMR) protein
ailesinden olan disa atim pompalandir. Biyosit
direnc genleri qacE ve gacEA1 kuaterner amonyum
bilesiklerine direnc kazandiran genis spektrumlu disa
atim pompalarint kodlar (4,5). Bu calismada klinik
P. aeruginosa izolatlarinda gacE ve qacEA1 direng
genleri arastinlmistir ve %65.3 oraninda gacE geni,
%50.7 oraninda gacEA1 geni tespit edilmistir.

Farkli lilkelerden yapilan calismalara baktigimizda
P. aeruginosa izolatlarinda gacE geni; Avustralya’dan
%100, iran’dan %1.1-59, Rusya’dan %22.2, Suudi
Arabistan’dan %18.2, Misir’dan %13.4 ve Almanya’dan
%2.7 oraninda bildirilmistir (7,13,14,19-22). gacEA1
iran’dan  %36.9-91.5, Cin’den %64.4,
Brezilya’dan %48, Misir’dan %48, Avustralya’dan
%46.2, Rusya’dan %18.5 ve Almanya’dan %13.5
oraninda bildirilmistir (7,13,14,16,19,21-23).

cepA geni, Klebsiella
Gram negatif bakterilerde klorheksidin direnci ile

geni ise;

pneumoniae ve diger

iliskili disa atim pompasi kodlayan gendir (11).
Son donemde P. aeruginosa izolatlan ile yapilan
calismalarda Namaki ve ark. %81.5, Goodarzi ve

ark. %60.9 ve Kosyakova ve ark. %14.8 oraninda
cepA geni pozitifligi bildirmislerdir (12,13,14). Bu
calismalardan farkli olarak bizim calismamizda cepA
geni tespit edilmemistir. Benzer sekilde Gomaa ve
ark. Acinetobacter baumannii izolatlarinda cepA
genini orneklerin tamaminda negatif bulmuslardir
(24).
Calismamizda qacE geni nispeten yiiksek
oranda bulunurken, gacEA1 geni diger calismalarla
uyumlu kullanilan

bulunmustur. Ancak yaygin

biyositlerin MIK degerleri test edilmedigi icin
direnc genlerinin fenotipik olarak biyosit direncine
Farkl

calismalarda, cepA ve gac genlerinin dagiimi farkl

etkisi gosterilememistir. Ulkelerde yapilan
oranlarda bulunmus ve biyosit duyarliigindaki roliine
iliskin farkli sonuclar bildirilmistir. Gram negatif
bakterilerle vyapilan bir

calismada, biyositlerin

(benzalkonyum klordir, setiltrimetilamonyum
bromiir ve etidyum bromiir) MiK konsantrasyonlari
iliski

gostermedigi bulunmustur (22). Baska bir calismada,

ile gacEA1/qgacE genlerinin anlamli  bir
P aeruginosa izolatlarinda gacEA1 geni biyosit
duyarli izolatlarda %70; duyarliigi azalmis izolatlarda
%90 oraninda bulunmus ve biyosit duyarliliginda
goriilen azalmanin gacEA1 geninden bagimsiz oldugu
sonucuna varilmistir (23). Farkli olarak son donemde
yapilan calismalarda; Namaki ve ark. P aeruginosa
izolatlarinda biyosit diren¢ geni olan izolatlarn
daha yiiksek MIK degerine sahip oldugunu; Goodarzi
ve ark. cok ilaca direncli P aeruginosa izolatlarinin
biyosit (klorheksidin glukonat, benzalkonyum klorit,
vd) duyarliiginda goriilen azalmalarin direng genleri
ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (12,13). Benzer
sekilde karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae
ile yapilan bir calismada, biyosit direnc geni tasiyan
daha
toleransa sahip oldugu tespit edilmistir (25).

izolatlarin dezenfektanlara kars yiiksek

Gram negatif bakterilerde antibiyotik direncinin
klorheksidin direnci ile pozitif korelasyon gosterdigi

bildirilmistir (26). Biyositlere direnc gelistiren
bakterilerde antibiyotik direncinin de artis gosterdigi
tespit edilmistir  (10,27). Ayrica, biyositlerin

Turk Hij Den Biyol Derg
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bakteri
Antibiyotiklerin

stire kullanilmasi
(17).
ve antiseptiklerin hastanede yaygin kullanilmasi,

ayn1 ortamda uzun

profilini  degistirmektedir
hastanedeki bakteri profilini etkileyerek direncli
bakterilerin secilmesine neden olur. Calismamizda,
gacE ve qacEA1 direnc genleri karbapenem direncli
izolatlarda  karbapenem  duyarli izolatlardan
istatistiksel olarak daha yiksek bulunmustur (p<0.05)
(Tablo 1). Ayrica gacE geninin %89.8’i ve qacEA1
geninin %86.8’i servis ve yogun bakim (nitesinde
yatan hasta orneklerinden tespit edilmistir (Tablo
3). Romao ve ark. gacEA1genini biyosit direnci ile
iliskisiz bulmalarina ragmen; coklu antibiyotik direnci
ile iyi korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir (23).
Ancak baska bir calismada, coklu antibiyotik direnci
olan Gram negatif bakterilerin, qacE veya gacEA1
geni olsa bile, kuaterner amonyum bilesiklerine
antibiyotige duyarli olan bakterilerden daha direncli
olmadig1 bildirilmistir (22). Benzer sekilde Namaki
ve ark. antibiyotik direnci ile biyosit direnc genleri

arasinda anlamli bir iliski olmadigimi bildirmislerdir

ETIK KURUL ONAYI

(12). farkl calisma
populasyonlarindaki farkliliklar, calisilan bakteriler,

Calismalardaki sonuclar,
ornek genisligindeki farkliliklar, biyositler ve direng
genleri gibi degiskenlerden kaynaklanabilir. Ancak,
elde ettigimiz bulgular ve calismalarin sonuglan
bakterilerde biyosit direnc genlerinin tespit edilmesi
her zaman fenotipik olarak biyosit direnci oldugunu
gostermez ancak potansiyel olarak biyositlere
direncli olabilecegini diistindurdr.

Sonuc olarak bu calismada, klinik P aeruginosa
ilgili
Karbapenem

izolatlarimn  biyosit  direnc  genleriyle
epidemiyolojik veri elde edilmistir.
direncli izolatlarda qacE ve qacEA1

oldukca yuksek bulunmustur.

gen siklig
Direnc genlerinin
yiiksek bulunmasi bu izolatlarda potansiyel biyosit
Ozellikle
karbapenem direncinin yiiksek oldugu durumlarda P.

direnci olabilecegini  gostermektedir.
aeruginosa’nin biyositlere de direncli olabileceginin
akilda tutulmasi yayilimin onlenmesinde ve salginlarin

kontroliinde onemlidir.

* Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 23.06.2021, Karar no: 457)

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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