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OZET

KLINIK BAKTERI iZOLATLARINDA DEZENFEKTAN DIRENC GENLERININ
BELIRLENMESI

Dezenfektanlar, basta hastaneler olmak T{zere diger saglik birimlerinde
enfeksiyonun kontrol edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriler
dezenfektanlara karsi farkli mekanizmalarla direng gostermektedir. Dezenfektan
direngliligi genellikle bir veya daha fazla akis pompasmin varligi ve ifadesi ilgili
olabilmektedir. Bu c¢alismada, klinik bakteri izolatlarinda qgacA/B, gacC/D, qacE,
qacAEl, qgacG, qacH, gacJ ve acrA genlerinin varliginin ve dezenfektanlarin (bir
kuaterner amonyum bilesigi ve bir bisguanid) bakteriler iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinim (MiK) belirlenmesi amaglanmistir. Toplam 40 klinik izolat, spesifik
primerler kullanilarak ilgili genlerin varlifi yoniinden PCR amplifikasyonu ile
taranmistir. Dezenfektan duyarliligi agar diliisyon yontemiyle gergeklestirilmistir.
Izolatlarin tanimlanmasi, matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) teknigi ile dogrulanmistir. Izolatlarin 6 adedinde
(%15) gacEA geni tespit edilmistir. Benzalkonyum kloriir ve klorhekzimid glukonat’in
gen pozitif E. coli, K. pneumoniae ve P. aeuruginosa suslarinda MiK degerleri sirasiyla
32-256 mg/L ve 2-16 mg/L olarak belirlenmistir. Sonuglarimiz, biyosite direngli genlerin
varligi veya yoklugu ile klinik izolatlar E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa'da
gdzlenen MiK 'ler arasinda bir iliski olmadigin1 gdstermistir.

2022, 34 sayfa
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ABSTRACT

DETERMINATION of DISINFECTANT RESISTANCE GENES in CLINICAL
BACTERIAL ISOLATES

Disinfectants are widely used to control infection, primarily in hospitals and other
healthcare units. Bacteria are resistant to disinfectants by different mechanisms.
Disenfectant resistance can often be related to the presence and expression of one or more
efflux pumps. The aim of this study was to determine the presence of the gacA/B, gacC/D,
qacE, qacAEl, qacG, qacH, qacJ ve acrA genes in clinical bacteria isolates and
disenfectans (a quaternary ammonium compound and a bisguanide) minimum inhibitory
concentration (MIC) values on bacteria. In total 40 clinical isolates were screened by PCR
amplification of related genes using specific primers. The diseinfectant susceptibility was
carried out by agar dilution method. Identification of the isolates was confirmed by
matrix-assisted laser desorption/ionization time-offlight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) technique. The gacEA gene was detected in 6 isolates (15 %). MICs of
bezalkonium chloride and chlorhexidine gluconate for gene positive E. coli, K.
pneumoniae, P. aeuruginosa has been determined as 32 - 256 mg/L and 2-16 mg/L
respectively. Our results imply that there was no relation between presence or absence of
biocide resistant genes and MICs observed in clinical isolates E. coli, K. pneumoniae, and
P. aeruginosa.

2022, 34 pages

Keywords: Disinfectant, Resistance genes, Clinical isolates, MICs



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi1
esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Birgiil OZCAN’a sonsuz sayg1 ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarda yardim ve destek sunan Suphi TOHOGLU ve Erhan TEK e,
manevi anlamda motivasyonumu siirekli yliksek tutmami saglayan Furkan
GUZELYURT ve Rahime OKCU’ya, kimyasal talebimizi karsiliksiz ve hizli bir sekilde
karsilayan Ataman Kimya A.S.’den Figen ASLAN’a tesekkiir ederim.

Caligmalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen bu siirecte ellerinden geleni yapan
annem Siikran BICER, babam Nebih BICER, kardeslerim Esen ve Evren BICER e ile

ailemin diger tiim fertlerine ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Hastane ve diger saglik birimlerinde enfeksiyonun kontrol edilmesinde antiseptik
ve dezenfektan kullanimi oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Dezenfektanlar kimyasal
ozellikleri yoniinden oksitleyici ve oksitleyici olmayan seklinde iki genis baslik altinda
gruplandirilabilmektedir. Oksitleyici dezenfektanlar arasinda halojenler, klor, iyot, brom
ve klor dioksit ve perasetik asit ve hidrojen peroksit gibi oksijen salici kimyasallar
bulunur. Oksitleyici olmayan dezenfektan grubuna ise kuaterner amonyum bilesikleri,
amfoterikler, biguanitler ve asit anyonikler girmektedir (Fisher, 2003). Bunlar arasinda
halojen igerikli iyodoforlar ve klor bilesikleri, kuaterner amonyum bilesikleri (KAB),
peroksitler, fenoller, glutaraldehit ve biguanitler yaygin olarak kullanilmaktadir
(Chapman J.S., 2003; CDC, 2008; Gnanadhas D.P., 2012).

Iyodoforlar, iyot ile birlikte ¢dziicii bir ajan iceren ¢ozeltilerdir ve iyot salmimina
neden olurlar. Kiiciik bir molekiil olan iyot, mikroorganizmalarin hiicre duvart ve
membranina hizla niifuz ederek proteinlerini, niikleotidleri ve yag asitlerini oksitler ve
sonunda hiicre 6liimiine yol acar (Lepelletier ve ark., 2020; Chauret, 2014).

KAB'ler katyonik deterjan (siirfektan veya ylizey aktif ajanlar) yapisinda olup
bakteri sitoplazmik membrani ile etkilesime girerek fiziksel ve iyonik stabilitesinin
bozulmasina neden olurlar. KAB’lerden benzalkonyum kloriir bilesikleri hiicre zarina
iyonik ve hidrofobik etkilesimlerle baglanarak zar 6zelliklerinin ve islevinin degigsmesine
devaminda ise zar ve hiicre biitiinliiglinii bozarak hiicre i¢i bilesenlerin sizmasi neden
olmaktadir (Ferreira ve ark., 2011; Morente ve ark., 2013). Membran aktif 6zellikte olan
bu kimyasallar membranin yanisira DNA'ya baglanarak hiicre igerisinde de etki
gostermektedirler (Wessels ve Ingmer, 2013; Gerba, 2015).

Peroksitler, oksidatif biyositler olup duyarli kimyasal gruplardan elektronlar
uzaklagtirarak oksitlenmelerine ve kendilerinin indirgenmesine neden olan ajanlardir.
Ozellikle, membran lipitleri, DNA ve diger temel hiicre bilesenlere atak yapabilen yikici
serbest radikalleri lireterek etkilerini gostermektedirler (Block, 2001; Finnegan ve ark.,
2010).

Fenol, antiseptik cerrahi amaciyla mikrop Oldiiriicii olarak ilk kullanimindan
itibaren hastane dezenfeksiyonunda 6nemli bir yere sahip olmustur. Son 30 y1l igerisinde
ise daha ¢ok fenol tiirevleri veya fenolik blesiklerin antimikrobiyal 6zellikleri ¢alisilmaya

baslanmistir. Fenol tiirevleri, aromatik halka iizerindeki hidrojen atomlarindan birinin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lepelletier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32571829

yerine alkil, fenil, benzil, halojen gibi fonksiyonel bir grup gectiginde olusan bilesiklerdir.
Yiiksek konsantrasyonlarda fenol, hiicre duvarina niifuz ederek pargalamakta ve hiicre
proteinlerini ¢okelterek yiiksel etkili bir protoplazmik zehir gibi islev gérmektedir. Diisiik
konsantrasyonlardaki fenol ve yiiksek molekiiler agirlikli fenol tiirevleri, temel enzim
sistemlerini inaktive etmekte ve hiicre duvarindan temel metabolitlerin sizmasi yoluyla
bakterilerin 6liimiine neden olmaktadirlar (Kahn, 1970; Prindle, 1983).

Klorlu bilesikler genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahip, toksik kalinti
birakmayan, su sertliginden etkilenmeyen, diisiik maliyetli ve hizli etki gosteren
kimyasallardir. Serbest klorun mikroorganizmalar1 yok etti§i kesin mekanizma
bilinmemektedir ancak birden fazla yontemle etki gosterdigi kabul edilmektedir; enzim
ve amino asitlerde siilfidril gruplarinin oksidasyonu, amino asitlerde halka klorinasyonu,
hiicre icerigi kaybi, hiicreye besin aliminin azalmasi, protein sentezinin inhibisyonu,
oksijen aliminin azalmasi, solunum bilesenlerinin oksidasyonu, adenosin trifosfat
tiretiminin azalmasi, DNA'da kirik olusmasi ve DNA sentezinin baskilanmasi. Klorun bu
mekanizmalarin kombinasyonu ya da kritik bolgeler iizerindeki etkisiyle mikrobisidal
etkisini gosterdigi kabul edilmektedir (Dychdala, 2001; Gerba ve Rusin, 2001).

Glutaraldehit, etki diizeyi yiiksek dezenfektan ve kimyasal sterilant olarak genis
kabul gormiis doymus bir dialdehittir. Mikroorganizmalarin amino, siilfhidril, hidroksil
ve karboksil gruplarimin alkilleyerek biyosidal aktivite gostermektedir. Tiim bunlarin
sonucunda RNA, DNA ve protein sentezi etkilenmektedir (Scott ve Gorman 2001, 1991).

Biguanidler, guanidin tiirevleridir ve genellikle polimerik yapida olup tuz
formundadirlar. Kimyasal olarak katyonik yapidadirlar ancak yiizey aktif olarak kabul
edilmezler. Polimerik biguanidler hiicre zarmin iki degerlikli katyonlarla
stabilizasyonunu ve lipopolisakkarit yapiy1 bozarak hiicreye girerler (Gnanadhas, 2012;
Fisher, 2003).

Dezenfektanlar yaygin kullanilan kimyasallardir ve formiilasyonlari, hedeflenen
mikroorganizmalarin minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) cok iizerindeki
seviyelerde aktif bilesenler igerirler. Uygun olmayan dezenfektan uygulamasi, desarj
ortamindaki seyrelme ve biyolojik bozunma, biyosit konsantrasyonunda derecelenmelere
neden olmaktadir. Bu nedenle, mikroorganizmalar siklikla 6ldiiriicii olmayan (sub-
inhibitdr) biyosit konsantrasyonlarina maruz kalirlar. Son yillardaki caligmalar, sub-

inhibitor diizeylerde biyosit konsantrasyonlarina maruz kalmanin, biyosite kars1 direng



geligsmesini kolaylastirdig1 ve ayrica antibiyotik gibi diger antimikrobiyal ajanlara kars1
birlikte- ve ¢apraz-dirence yol acabilecegi bildirilmistir (Tezel 2015).

Antibiyotik uygulmasindaki gibi biyosit direncinin tanimiyla ilgili epidemiyolojik
veriler son derece sinirlidir (Morrisey ve ark., 2019). Diinya ¢apinda antibiyotikler i¢in
kilavuzlar bulunmasina ragmen, dezenfektanlar i¢in ortaya konmus belirli standart
degerler bulunmamaktadir. Bakteri iiremesini 6nleyen en diisiik madde dozu minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) ile ifade edilir. Dolayisiyla biyosit ile ilgili MIK
degerleri direncin bir gostergesi olarak kabul edilebilir ve klinisyenler tarafindan
tedavinin basarisimt dlgmede bu konsantrasyonlar1 bir kriter gibi kullanabilir. Ancak
dezenfektanlarin MIK degerlerinin belirlenmesine yonelik az sayida ¢aligma
bulunmaktadir (Febler ve ark., 2018; Uzunbayir-Akel ve ark., 2020).

Son on yillarda ¢oklu ilag direncine sahip bakterilerin (MDR) ortaya c¢ikisi,
antibiyotik direnci ile birlikte 6nemli bir kiiresel sorun haline gelmistir (Roca ve ark.,
2015). Dolayisiyla gilinlimiizde tibbi ortamlar ve endiistriyel sahada istenmeyen bakteri
tiremesine karst en uygun koruma dezenfektanlar ve geligsmis biyogiivenlik dnlemleriyle
saglanmaktadir (Bragg ve ark., 2018). Ancak, bilimsel yonetim ve uygun planlamanin
yapilmamasi, dezenfektanlarin asirt miktarlarda ve yanlis kullanilmasi antibiyotik direng
genlerinin (ARG) artmasina neden olmaktadir (Kim ve ark., 2018). Ornegin, klorlama
isleminin yapildig1 atik su aritim tesisleri ve yliksek oranda fungisite maruz kalan sera
topraklarinda ekstraseliiler ve intraseliiler ARG miktarlarinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Bai ve ark, 2015; Zhang ve ark, 2020). Yukarida da deginildigi gibi ¢cevrede
seyrelmis ve kalint1 halinde bulunan dezenfektanlar bakterilerde fenotipik adaptasyon,
gen mutasyonu ve yatay gen transferi toleransi arttirabilmektedir. Ayrica bakterilerin
siirekli olarak dezenfektanlara maruz kalmasi dezenfektana adaptasyon ve toleransin
gelismesine neden olmaktadir. Dezenfektanlara direngli bakterilerin tireme hizlar1 yliksek
olmakta ve buna bagli olarak dezenfektanlarin 6ldiirme verimliligi biiyiikk OSlgiide
azalmaktadir. Coklu ilag¢ direncine sahip bakteriler ve ¢oklu ilag¢ direng genlerinin siklig1
insan saglig1 ve ekosistem i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Dezenfektan direng
mekanizmasi hakkindaki raporlarin yeterince kapsamli olmamasi ve dezenfektan direnci
yayllmasina fazla deginilmemistir. Bu nedenle dezenfektan diren¢g probleminin

coziimiinde dezenfektan diren¢ mekanizmalarimin kapsami ve direnci etkileyen



faktorlerin belirlenmesi olduk¢a 6nem kazanmistir (Thong ve ark., 2021; Zhu et al., 2020;
Cazares ve ark., 2020).

Bakteriler, biyosidal kimyasallarin neden oldugu zararli etkiyi 6nlemek i¢in ¢esitli
mekanizmalar kullanirlar. Bu mekanizmalar, bakteri hiicrelerine zarar vermeyecek
sekilde biyosit konsantrasyonun’un azaltilmasi ve bakterinin hasarlar1 onarma yetenegi
ile iligkilidir. Hasar onarimi etkili sekilde gergeklestirilmedigi veya yiiksek metabolik
aktivite gibi nedenlerden dolay1 daha koétiilestigi durumlarda bakteri hiicresinde 6liim
gergeklesecektir (Maillard, 2018). Bakteriler ¢cevrelerinde bulunan dezenfektanlara karsi
direnci, biyofilm olusumu, hiicre zar1 gegirgenliginin degismesi, hiicre disina pompalama,
enzimatik yikim ve hedef bolgelerin degistirilmesi mekanizmalariyla ger¢eklesmektedir
(Thong ve ark., 2021).

Bakterilerde yaygin olarak bulunan disa atim pompalan (efflux pumps), bakteri
hiicrelerine giren antimikrobiyal konsantrasyonunun azalmasina katkida bulunurlar.
Staphylococcus aureus, Pseudomanas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica
serovar Typhimurium ve Acinetobacter baumanni’de antimikrobiyal aktivite {izerinde
ozellikler aktif pompalamanin etkili oldugu belirlenmistir. Digsa atim pompalar1 5 ana sinif
altinda gruplandirilmistir; ilag/metabolit tasiyici siliperfamilyasi, temel kolaylastiric
stiperfamilyasi, ATP baglayici kaset familyasi, diren¢-nodiilasyon-b6liinme familyasi ve
coklu ila¢ ve toksik bilesik atim familyas1 (Piddock, 2006; Poole, 2002). Disa atim
pompalariin tek basina biyositlere/biyosidal iiriinlere diren¢ kazandirma yeteneginin
bulunup bulunmadigi net degildir. Ancak bu pompalarin biyosidalden kurtulma
mekanizmalarimin  bir pargast olma ihtimalinin yliksek oldugu bildirilmistir.
Antimikrobiyal ajanlar arasinda 6zellikle biguanid ve kuaterner amonyum bilesiklerinin
yogun olarak kullanildig1 ortamlardan izole edilerek biyositlere karsi duyarliligi azaldig:
tespit edilmis bakteri izolatlarinda gacA/B, norA, norB ve smr gibi disa atim pompa
genlerinin dagiliminin yiiksek oldugu belirtilmistir (Maillard, 2018).

Hastanelerde enfeksiyonlart onlemek ve kontrol altina almak i¢in ¢ogunlukla
dezenfektanlar kullanilmaktadir. Ancak benzalkonyum kloriir ve klorheksidin gibi
dezenfektanlarin asir1 kullanimi, suslar ilizerinde segici baski olusturarak dezenfektan
direng genlerinde genis bir dagilima yol agmistir. Bir¢ok dezenfektan direng geni
tanimlanmis olup bunlardan gacA/B, qacC/D, qacE, qacAEl, qacG, qacH ve gacJ

kuaterner amonyum bilesiklerine diren¢ durumlarinda saptanmig ve plazmidal genlerdir.



Qac, kuaterner amonyum bilesiklerinin kisaltmasidir, ancak bu bilesiklere karsi
duyarliligin azalmasini saglayan tiim genler i¢in bu kisaltma kullanilmamigtir (Wassenaar
ve ark., 2015; Thong ve ark., 2021). Qac genlerinden A ve B, temel kolaylastirici
stiperfamilyasinin tiyesidir ve basit PZR ile ayirt edilmesi zor olan yedi ila dokuz baz
haricinde dizileri birbirine ¢ok benzemektedir, bu nedenle gacA/B geni olarak ifade
edilmektedir. Bu genlerin benzalkonyum kloriir, biguanidler, klorhekzidin direnci ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir. Diger qac genlerinden C, D, E, AE1, G, H ve J ¢oklu ilag
atim familyasina dahildirler. Farkli promotdr dizilerine sahip olmalarina ragmen dizileri
ayni olan gacC ve gacD genleri qacC/D olarak ifade edilmektedir. Ayrica qacC geni
stafilokokkal ¢oklu ilag direng genininin kisaltmasi olan smr ile esanlamli olarak da
kullanilmaktadir (qacC/smr). Benzalkonyum kloriir, klorhekzidin ve setrimid direncinde
rol alabilecekleri bildirilmistir. gacAEI geni gacE'den evrimlesmistir. Delesyonal
mutasyon sonucunda ortaya ¢ikan gacAE] geninin yiiksek benzalkonyum kloriiriir MIK
degerinde sorumlu oldugu belirtilmistir. Diger bir gen olan gacF gacE genine %67,8
oraninda benzerlik gostermektedir. Benzalkonyum kloriir ve setiltrimetilamonyum
direnciyle iliskisi gosterilen gacG, H ve J genleri benzer amino asit sayisina sahip
proteinler olarak tammlanmustir (Zou ve ark., 2014; Liu ve ark., 2015; Wassenaar ve ark.,
2015; Thong ve ark., 2021). Gram negatiflerde antibiyotik, deterjan, boya ve organik
coziiciiler dahil olmak iizere ¢ok genis yelpazedeki antimikrobiyal bilesikleri hiicreden
cikaran coklu ilag atim pompasi olan ACrAB-TolC iigliisiiniin pargasi olan ACrA
periplazmik proteindir ve diren¢-nodiilasyon-boliinme ailfamilyasina dahildir (Perez ve
ark., 2012).

Tez kapsaminda Hatay Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler biyoloji laboratubarindaki bakteri kolleksiyonunda yer alan hastane kokenli
Klinik izolatlarda gacA/B, qacC/D, gacE, qacAEl, gacG, qacH, gacJ ve acrA direng
genlerinin varligi PZR ile belirlenmis, bant saptanan izolatlarin identifikasyonu yapilarak
bu izolatlar tizaerinde iki farkli dezenfektanin minimum inhibisyon konsantrasyonlari

belirlenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Gram negatif bakterilerde ili¢ kisimdan meydana gelmis ve ¢oklu ila¢ disa atim
pompa sistemi olan AcrAB-TolC’de bilesenlerin direnglilik tizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla iki adet klinik Enterobacter cloacae izolatinda AcrA ve TolC
bilesenleri delesyona ugratilmis ve antibiyotik direncinin azaldig1 belirlenmistir (Perez ve
ark., 2012).

Coklu ilag direngliligi gosteren Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii’nin baslica hastane patojeni olarak rol adig1 Suudi Arabistan hastanelerindeki
hastalardan izole edilen ve ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal antibiyotik sinifina direncli
44 MDR izolatinda (K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii) polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile biyosit direngliligi genleri (gacA, gacE ve cepA)
taranmugstir. Izolatlarda gacA geninin mevcut olmadig, izolatlarin tiimiinde en yiiksek
oranda cepA’nin bulundugu ve yalnizca P. aeruginosa gacA’nin tespit edilmedigi
bildirilmistir. Calismada benzalkonyum klortir, setrimit ve klorheksidin glukonat olmak
lizere U¢ biyositin in vitro duyarlilik testleri, broth mikrodiliisyon yontemiyle test
edilmistir ve biyositlere kars1 MIK degerlerinin 8 ile >512 g/mL arasinde degistigi
gosterilmistir (Vijayakumar ve ark., 2018)

2010-2012 yillar1 arasinda Tahran ve Ishafan’da (iran) bulunan hastanelerin yanik
tinitelerinden toplanan 83 Pseudomonas aeruginosa ve 5 Acinetobacter baumannii
izolatinda gacE ve gacAE1 antiseptik direng genlerinin varligi PZR ile belirlenmistir.
Calisma sonucunda Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin yarisinda, Acinetobacter
bumanii izolatlarinin ise %40’da gacE geninin, tiim izolatlarin %80’den fazlasinda ise
gacAE1 geninin bulundugu (Mahzounieh ve ark., 2014).

Yin ve ark. (2008) coklu ila¢ direnci gosteren 31 Acinetobacter baumannii
izolatinda plazmidal kodlanan direng¢ genlerini PZR ile belirlemislerdir. Izolatlarin
%80,6’1m1n gacEDAI geni yoniinden pozitif oldugu rapor edilmistir.

Hastane ortamindan 2014-2015 yillar1 arasinda izole edilmis karbapenem dire¢nli
51 Acinetobacter baumannii izolatinda dezenfektean direng genleri olan gacA/B, gacC/D,
qacE, qacAEl, qacG, qacJ ve p-laktamazin varligi PZR ile belirlenmis ve ¢alisma
sonucunda izolatlarin %96’da gacAE, %31.4’de qacE, %23.4’de qacG ve %23.5 ve
%14’de gacA/B bulundugu ve gacC/D and gacJ genlerine ise rastlanmadigi bildirilmistir.



Ayrica calisma kapsaminda benzalkonyum kloriir ve klorhekzidinin izolatlar tizerindeki
MIK degerleri broth mikrodilusyon yontemiyle belirlenmis ve her iki denfektan igin MIK
degerlerinin 4 ile 64ug/L arasinda oldugu tespit edilmistir (Liu ve ark., 2017).

Cin’de 2016-2018 yillar1 arasinda Sun Yat-sen Universite hastanesindeki
hastalardan izole edilen karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli
suslarinda PZR ile qacEAl, qacA/B ve cepA genlerinin varligi ve ortamdaki
konsantrasyonlart 1-512 mg/L arasinda degisen ii¢ dezenfektanin (klorhekzidin,
trikloroizosiyanurik asit ve povidon iyodin) MIK ve minimum bakterisidal (MBK)
degerleri mikrobroth diliisyon yontemiyle belirlenmistir. 36 K. pneumoniae izolatindan
15’nde ve 14 E. coli izolatindan 8’nde gacEA1 geninin mevcut oldugu ve bu genin idofor
diren¢ mekanizmasinda rolii olabilecegi bildirilmistir (Chen ve ark., 2020).

Azadpour ve ark., (2015), Aralik ve Eyliil 2012 tarihleri arasinda Iran'm Lorestan
kentindeki hastanelerde yatan hastalarin idrar, balgam, lezyon, kan ve diger
numunelerinden rastgele topladiklar1 85 K. pneumoniae izolatina QAC grubu
dezenfektanlardan didesil dimetil amonyum kloriiriin mikrobroth diliisyon yontemi ile
MIK degeri belirlenmistir. Klebsiella izolatlarindaki antimikrobiyal direng genleri olan
gacAE] ve cepA’nin varligi ise PZR le belirlenmistir. Izolatlarin %73’de gacAEI varhig
belirlenmis ve geni igeren izolatlarin dezenfektana daha az duyarli oldugu bildirilmistir.

Capital Medical Universitesine bagli Beijing Tiantan Hastanesinde (Pekin, Cin)
yatan hastalarin kan, idrar, digki, yara, steril viicut sivisi, balgam ve diger 6rneklerinden
2011 ve 2013 yillar1 arasinda izole edilen karbapenem direngli toplam 27 K. pneumoniae
susu iizerinde 7 dezenfektamin MiK ve MBK degerleri ve PZR ile suslarin direng genleri
(qacA, gacDE, gacE ve acrA) icerip icermedigi arastirilmistir. Izolatlarm etil alkol,
klorheksidin asetat ve iyodofor gibi yaygin olarak kullanilan kimyasal dezenfektanlara
kars1 nispeten yiiksek direng gosterdigi, suslarin %59, 41, 19 ve 15'min qacDE, gacA,
acrA ve gack, %15'nin acrA, gacDE ve gacA'yr ve %26'nin hem gacA hem de gacDE'yi
tasidig1 tespit edilmistir. Direng genlerinin daha yiiksek MiK degerleri ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Guo ve ark., 2015).

Kazama ve ark. (1998), 63’1 klinik izolat olan toplam 78 Pseudomanas susu ile
yaptiklar1 PCR c¢alismasinda 48 susun gacE ve qacEA/ genleri yoniinden pozitif
oldugunu bildirmislerdir.



Eppendorf Universitesi’de (Hamburg-Almanya) klinik érmeklerden izole edilmis
bakterilerde diren¢ geni ve dezenfektan (benzalkonyum kloriir ve setiltrimetilamonyum
bromiir) duyarliliginin (MiK) belirlendigi ¢alismada toplam 63 P. aeruginosa susundan
%65,1'Inin gacEAl ve %23.8'inin gacE genini igerdigi tespit edilmistir. Calismada
benzalkonyum Kkloriire direncin sadece P. aeruginosa suslarinda tespit edildigi ve
benzalkonyum kloriire direncin veya artmis MIK degerlerinin gacE veya qacEAl
genlerinin varligiyla iliskili olmadig: bildirilmistir (Kiicken ve ark., 2000).

Abuzaid ve ark. (2012), 2006-2008 yillar1 arasinda Edinburgh Royal Infirmary
hastanesindeki farkli enfeksiyon bdlgelerinden izole ettikleri altmis dort K. pneumoniae
susunda cepA, gacAE ve gackE genlerinin varligini ve bes dezenfektanin suslar iizerindeki
MIK degerlerini belirlemislerdir. Suslardan sirastyla 50, 49 ve 53 adedinin klorheksidin,
Trigen ve benzalkonyum kloriire karst duyarlilifinin azaldigi, direng genlerinden cepA,
qacAE ve gacE nin sirasiyla 56, 34 ve bir izolatta tespit edildigi bildirilmis ve klinik K.
pneumoniae izolatlarinda diga atim pompa genleri, cepA, gacAE ve gacE’nin mevcudiyeti
ile azalmis biyosit duyarliligr arasinda yakin bir baglanti oldugu bildirilmistir.

Daha o6nce klorheksidine maruz kalmamis farkli servislerde bulunan 3 hastadan
(Wenzhou Tip Fakiiltesi Hastanesi, Wenzhou-Cin) 2015 yilinda izole edilen ii¢ adet
klinik K. pneumoniae susu klorhekzidine maruz birakilarak adaptasyonu saglanmis ve bu
suslarda diga atim pompalar1 olan gacAE ve gacE genlerine rastlanmadig1 adaptasyonla
artan direncin cepA geniile iligkili oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2019)

2006 yilinda ABD’de perakende satisa sunulan etlerden izole edilen 570
Escherichia coli susunda kuaterner amonyum bilesiklerine direngten sorumlu oldugu
bilinen genlerin dagilim1 ve bu dagilimin kuaterner amonyum bilesikleri ve diger
antimikrobiyallere olan direncle iliskisinin incelendigi caligmada 10 diren¢ geninin
varligi PZR ile taranmustir. (qack, qacAE1, gacF, gacG, emrE, sugE(c), sugE(p), mdfA
ve ydgE/ydgF) varligi agisindan taranmustir. Izolatlar {izerinde 6 dezenfektanm (N-alkil
dimetil benzil amonyum klordiir, setiltrimetilamonyum bromiir,
hekzadesiltrimetilamonyum bromiir, setilpiridinyum kloriir, klorhekzidin ve triklosan)
MIK degerleri agar diliisyon yontemiyle belirlenmistir. Sonug olarak izolatlarda emrE,
sugE(c), mdfA ve ydgE/ydgF genlerinin yaygin, gqac genlerinin ise daha diisiik diizeyde
bulundugu ve bunlardan gac4E1 ve sugE(p)’nin varhginin yiiksek MIK degerleri ile
iligkili oldugu belirtilmistir.



Setiltrimetilamonyum bromiire direngli 40 adet klinik koagiilaz negatif
Staphylococcus izolatlarinda ¢oklu ilag tasiyici genlerden gacA veya gacC veya her iki
genin mevcut oldugu ve bu genlerin plazmit tizerinde kodlandigi bildirilmistir (Leelaporn
ve arkadaglar1 (1994).

Tahran’da (Iran) bir hastaneden 6 ay boyunca hastane enfeksiyonu oldugundan
sliphelenilen hastalardan izole edilen 102 E. coli susunda qacE ve gac4EIl pompa
genlerinin varligi PZR ile ve hasdtanede dezenfektan olarak kullanilan kuaterner
amonyum bilesigi sinifina ait didesil di-metil amonyum kloriiriin izolatlar iizerindeki
MIK degerleri broth mikrodiliisyon yéntemi ile belirlenmistir. Suslarin biiyiik kisminda
maksimum 0,0078 mg/L diizeyinde MiK degerinin ve MIK degeri %96.9 olan suslarda
gacE geni ve %93.7 olan suslarda ise gac4EI geninin bulundugu tespit edilmistir
(shafaati ve ark., 2016).

Kanatli endiistrisinde kuaterner amonyum bilesiklerinin yliksek oranda
kullanilmas1 nedeniyle Ibrahim ve arkadaslarinin (2019) Misir’daki piliglerden izole
ettikleri E. coli suslarinda antibiyotik ve dezenfektan direng genleri olan tetA, gacED1 ve
gacA/B varligini PZR ile belirledikleri ¢aligmada izolatlarin %70,6’da gacAE1, %14,7°de
ise gacA/B geninin bulundigu bildirilmistir.

Iran Qazvin’de hastanede yatan hastalardan izole edilen E. coli'de qacE ve gacEAI
genlerinin siklig1 ve disk diflizyon yontemi ile anti mikrobiyal ajanlara direncliligin
belirlendigi ¢alismada, izolatlarin %4,9’nun gack, %60,8 nin gac4E1 ve %9,8’nin her
iki geni tagidigr ve QAC direnci ile ¢oklu ila¢ direncliligi profili arasinda anlamli bir
iliskinin bulundugu bildirilmistir (Habibollah-Pourzereshki ve ark., 2020).

Farkli cografyalardaki klinik Staphylococcus aureus izolatlartyla yapilan
calismalarda izolatlarin qacA/B ve/veya gacC genlerini tasidiklar1 bildirilmistir (Mayer
ve ark., 2001; Sidhu ve ark., 2002; Alam ve ark., 2003; Wang ve ark., 2008; Longtin ve
ark., 2011; Zmantar ve ark., 201; Temiz ve ark., 2014; Paniagua-Contreras ve ark., 2014;
Vali ve ark., 2017; Damavandi ve ark., 2017; Do Vale ve ark., 2019; Hong ve ark., 2019;
AKkin ve ark.,2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Habibollah-Pourzereshki+N&cauthor_id=31595855

3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez asamasinda kullanilan genomik DNA saflastirma kiti, safe-T-stain, DNA
marker, Miiller Hinton agar/broth, Brain heart infusion (BHI) agar/broth, 10X TBE
tamponu, NaCl, Lizozim, 10X PZR tamponu, dNTP, MgCl,, Taq polimeraz, agaroz,
Klorhekzidin ve benzalkonyum kloriir, Thermofisher, Bmlabosis, Biomatik, Sigma,
Merck ve Ataman Kimya’dan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda kar buz makinasi, termal 1s1 dongili cihazi, statik etiiv,
otomotik pipet, hassas terazi, otoklav, laminar kabin, vorteks, yatay jel elektroforezi, gii¢

kaynagi, sogutmali santriflij ve UV-transluminatdr cihazi kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriler

Tez kapsammda H.M.K.U, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler
Biyoloji laboratuvarindaki bakteri kolleksiyonunda yer alan bakteri suslar1 kullanilmistir.
Gliserol stoklar1 halinde muhafaza edilen izolatlar Brain Heart Infusion (BHI) besi

yerinde pasajlanarak aktiflestirilmis ve agar ortaminda saflik kontrolleri yapilmustir.

3.2.2. Klinik izolatlardan DNA izolasyonu

BHI ortamindaki kiiltiirlerden DNA izolasyonu genomik DNA ekstrakstsiyon kiti
(Thermo  Fischer Genomic DNA Purification Kit, KO0512) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Safliklar1 kontrol edilen izolatlarin 18-24 saatlik sivi kiiltiirleri
hazirlanmistir. Sivi kiiltiirlerden santrifiijle elde edilen hiicre peleti iki kez steril % 0,3
NaCl ile yikanarak tekrar santrifiijlenmistir. Siipernatant1 dikkatlice ayrilan hiicre
peletinden DNA izolasyonu, kit iretici firmanin kullanim talimatt dogrultusunda

gerceklestirilmistir. Ayrica Gram pozitif izolatlardan DNA izolasyonu asamasinda kitte
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onerildigi sekilde taze hazirlanan 20 mg/ml lizozim ¢6zeltisi kullanilmistir. Elde edilen

DNA ornekleri % 0,8 agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve PZR ¢alismalarina

kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.3. Dezenfektan Diren¢ Genlerinin PZR ile Belirlenmesi

Calismada kapsaminda antimikrobiyal madde direncinden sorumlu 8 farkli gen

bolgesi, bu bolgelere ait primer ciftleri ve ¢ogaltilan bolge biiyiikliikleri (bp) cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler

Gen Primer ciftleri Amplikon biiyukligi
(bp) ve referans
qacA/B 5 -GCTGCATTTATGACAATGTTTG-3’ 629 bp
5’-AATCCCACCTACTAAAGCAG-3’ (Guo ve ark., 2015)
qacC/D 5 GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT-3" 249 bp
5’-ATGCGATGTTCCGAAAATGT-3’ (Liu ve ark., 2017)
5’- TAGCGAGGGCTTTACTAAGC-3’ 335 bp
qacAE 5> ATTCGAAATGCCGAACACCG-3’ (Mahzounieh ve ark.,
2014)
gacE 5’-GCCCTACACAAATTGGGAGA-3’ 350 bp
5’-TTAGTGGGCACTTGCTTTGG-3’ (Guo ve ark., 2015)
qacG 5 -CAACAGAAATAATCGGAACT-3’ 275 bp
5>-TACATTTAAGAGCACTACA-3’ (Prag ve ark., 2014)
gacH 5’-ATAGTCAGTGAAGTAATAG-3’ 295 bp
5’-AGTGTGATGATCCGAATGT-3’ (Prag ve ark., 2014)
gacd 5’-CTTATATTTAGTAATAGCG-3’ 306 bp
5’-GATCCAAAAACGTTAAGA-3’ (Prag ve ark., 2014)
acrA 5’-CCTCAAGTTAGCGGGATTAT-3’ 567 bp

5’-ACCGTCCTGCGGGAACTTAA-3

(Guo ve ark., 2015)

Herbir 6rnek i¢in PZR asamasi 20 ul’lik reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir.

PZR reaksiyon ortami, PZR tamponu, 1,5 mM MgClz, 0,2 mM dNTP, primergiftleri 20
pmol, SU/ul Taq DNA Polimeraz ve bakteri DNA’s1 icermektedir. Her PZR reaksiyonuna
negatif kontroller dahil edilmistir. PZR reaksiyonu kosullari; gacA/B, gacAE, qacE ve
acrA gen bolgeleri i¢in 94 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon, devaminda 30 dongiiliikk 94
°C’de 45 saniye DNA denatiirasyonu, 53 °C’de primer birlesmesi, 72 °C’de 50 saniye

polimerizasyon igslemi ve son asamada 72 °C’de 10 dakika final uzamasi olacak sekilde
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gergeklestirilmistir. Diger bolgelerden qacC/D igin primer birlesme sicakligi ve siiresi 56
°C’de 35 saniye ve qacG, gacH ve gacJ bolgeleri i¢in 44 °C’de 55 saniye uygulanmaistir.

PZR islemi sonrasinda iiriinlerin gorintiilenmesi i¢in % 1’lik Agaroz jel
kullanilmigtir. Agaroz, Tris borat edta tamponu (10X TBE) ile hazirlanmigtir. DNA
bantlarinin goriintiilenmesi amaciyla agaroz ortamina Safe-T-stain (5ul/100ml) ilave
edilmistir. Amplifikasyon tirlinleri jel yiikleme boyast (6X) ile birlestirilerek kuyulara
yiiklenmistir. DNA 6rnekleri 100 V’da yliriitiilmiis ve elektroforez islemi sonrasinda
jeller ve DNA bantlar1 UV 1s1k altinda incelenerek goriintiilenmistir. DNA markeri olarak

100-1500 bp araligindaki 100 bp ladder-Biomatik kullanilmistir.
3.2.4. izolatlarn identifikasyonu

Identifikasyonu yapilacak bakteri suslart BHI agara ekim yapilmis ve 18-24 saat
37°C de inkiibasyona birakilmistir. Taze kiiltiirleri hazirlanan klinik bakteri izolatlarinin
tiir teshisinin teyidi HMKU Bitki Sagligi Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
bulunan Matrix asisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) mikroorganizma tanimlama cihaziyla ger¢eklestirilmistir. Sistem,
bakteri izolatlarindan etanol formik asit ekstraksiyonu ile elde edilen protein profillerinin,
cihaz kiitliphanesinde yer alan protein parmak izi eslestirmelerinin taranmasi seklinde
caligmaktadir. Bakteri identifikasyonu, cihazin flex kontrol yazilim programi (Biotyper
3.0; Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile elde edilen
spektrumlarin, Maldi Biotyper Real-Time Classification (RTC) yazilimi ile
karsilastirilmastyla gerceklestirilmistir (Uysal ve ark., 2019).

3.2.5. Dezenfektanlarin Minimum inhibisyon Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Dezenfektanlardan klorhekzidin glukonat ve benzalkonyum kloriir’iin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) CLSI (M100-S15) tarafindan énerilen agar diliisyon
yontemiyle belirlenmistir (CLSI, 2010). Dezenfektanlarmn MIK’lerini belirlemek
amactyla bakteri siispansiyonlarinin yogunlugunu ayarlamak i¢in McFarland 0.5
standard (yaklasik 1.5x108 kob/ml) kullanilmistir (Kralik ve ark., 2012). McFarland ayar1
yapilan bakteri siispansiyonlar1 agar yiizeyinde final hiicre sayis1 yaklasik 104 kob/ml
olacak sekilde seyreltilmistir. Dezenfektanlar iki katli seyreltilerek final
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konsantrasyonlar1 0.125-1024 mg/L araliginda olacak sekilde steril Mueller-Hinton agar
(MHA) ortamlarindaki eklenmistir. Dezenfektan ve kontrol grubu olarak dezenfektan
icermeyen MHA ortamlarina bakteri siispansiyonlarindan pipetle nokta ekimi yapilarak
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Dezenfektanlarin MIK degeri her seyreltmede
tiremenin varligi veya yoklugunun gozlemlenmesiyle belirlenmistir. Agar yiizeyinde
bakteri iiremesini tamamen inhibe eden en diisiik dezenfektan konsantrasyonu MIK

degeri olarak belirlenmistir (Zou ve ark. 2014).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Dezenfektan Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuvart kiiltiir kolleksiyonunda bulunan ve hastane yogun bakim, tiroloji, dahiliye,

genel cerrahi, kadin dogum, gogiis hastaliklar1 ve palyatif bakim f{initelerinden gelen

numunelerden izole edilerek identifikasyonlar1 yapilmis ve rast gele secilmis toplam 40

adet bakteri susunda (Cizelge 4.1) gacA/B, qacC/D, qacAE, qacE, qacG, gqacH, gacJ ve

acrA genlerinin mevcudiyeti PZR ile belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Bakteriler ve izolasyon kaynaklari

No Bakteri/Gram reaksiyonu Kaynak No Bakteri/Gram reaksiyonu Kaynak
1  Acinetobacter baumanni (Gr-) Yara 21 Klebsiella oxytoca Idrar

2 Escherichia coli (Gr-) Idrar 22  Pseudomonas aeruginosa Yara

3 Escherichia coli Yara 23  Acinetobacter baumanni Kan

4 Klebsiella oxytoca Idrar 24 Escherichia coli Idrar

5  Escherichia coli Idrar 25  Escherichia coli Idrar

6  Escherichia coli Idrar 26  Acinetobacter baumannii Balgam
7 Pseudomonas aeruginosa (Gr-)  Idrar 27  Pseudomonas aeruginosa Aspirat
8 Enterococcus faecium (Gr+) Yara 28  Acinetobacter baumannii Idrar

9 Enterococcus faecalis (Gr+) Idrar 29  Acinetobacter baumannii Kan

10 Acinetobacter baumannii Yara 30 Kiebsiella ozoenae Kan

11  Escherichia coli Idrar 31 Kiebsiella pneumoniae Idrar
12 Pseudomonas aeruginosa Yara 32 Pseudomonas aeruginosa Idrar
13  Acinetobacter baumannii Kan 33  Escherichia coli Idrar
14  Escherichia coli Idrar 34  Staphylococcus aureus (Gr+) Kan

15 Klebsiella pneumoniae (Gr-) Kan 35  Escherichia coli Idrar
16 Pseudomonas aeruginosa Aspirat 36  Acinetobacter baumannii Aspirat
17  Klebsiella pneumoniae Idrar 37  Staphylococcus aureus Kan

18 Pseudomonas aeruginosa Yara 38  Streptococcus agalactiae (Gr+)  Vajina
19 Pseudomonas aeruginosa Idrar 39 Pseudomonas aeruginosa Doku
20  Escherichia coli Yara 40  Serratia marcescens (Gr-) Kan
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Klinik bakteri suslarindan izole edilen DNA’larin kullanilarak farkli antimikrobiyal
direng gen bolgelerine ait PZR sonuclari Sekil 4.1-4.4°de verilmistir.

1 2 3 4 5 M 7 8 9 10 11

—qacAE]

Sekil 4.1. 1-4 nolu bakteri suslarindan qacA/B (1-4) ve gacAE1 (7-10) genlerinin PZR
sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi (1 ve7: A. baumanii, 2, 3, 8 ve 9: E. coli, 4 ve 10:
K. oxytoca, Markir 1500-100bp, 5 ve 11 negatif kontrol)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

—400 bp

sl ~300 bp

Sekil 4.2. 21 ve 23-25 nolu bakteri suslarindan qacA/B (1-4), gacAE1 (6-9) ve gacE
(10-14) genlerinin PZR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi (1, 6 ve 11: K. oxytoca,
2, 7ve 12: A. baumanii, 3, 4, 8,14 9, 13 ve: E. coli, Markir 1500-100 bp, 5 ve 10
negatif kontrol)

400

AE1-
qac 300

Sekil 4.3. 13, 15, 17 ve 18 nolu bakteri suglarindan qacA/B (1-4), gacAE1 (6-9) ve qacE

(10-14) genlerinin PZR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi (1, 6, 11: A. baumanii, 2,

3,7,8,11, 12: K. pneumoniae, 4, 9, 14:P. aeruginosa, Markir 1500-100bp, 5, 10 ve 15
negatif kontrol)
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qacAEI-

qacAE1-

Sekil 4.4. 22,27, 28, 30, 33, 34, 50, 67 nolu bakteri suslarindan qacA/B (1-4), gacAE1
(6-9) ve gacE (10-14) genlerinin PZR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi (1, 2, 6, 7,
11, 12,17, 18, 23, 25, 30: P. aeruginosa, 3, 8, 13, 19, 24, 29: A. baumanii, 4, 9, 14, 20:

K. ozoenae, 22, 27: K. pneumoniae, Markir 1500-100bp, 5, 10 ve 15 negatif kontrol)

Hastane kaynakli 40 adet bakteri izolatinin 6 adedinde 335 bp biiyiikliigiindeki
qacAE1 geni tespit edilmistir. Bunlardan 2 adedi idrar kaynakli E. coli susunda (2 ve 24
nolu suslar) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 ve 4.2), 2 adedi kan kaynakli K. pneumoniae
susunda (15 ve 17 nolu suslar) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3) ve diger 2 adedi aspirat ve idrar
kaynakli P. aeruginosa susunda (27 ve 34 nolu suslar) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4)
bulunmustur. Calismamizda ilgili genin yiizde oranlar1 E. coli izolatlar1 arasinda %18.2
P. aeruginosa izolatlar1 arasinda %22.2 ve K.pneumoniae izolatlar1 arasinda %66.7 olarak
ve toplamda 40 bakterinin %15°de tespit edilmistir.

Proton itici gli¢le disar1 katyon pompalayan quaterner amonyum bilesigi pompa
proteinleri hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde yer almaktadir. Bu
pompalardan gacA, gacB, gacG, gacC/D(smr) ve gacH her iki grup bakteride bulunurken
gacE ve gacAE Gram negatif bakterilerde bulunmaktadir (Heir ve ark., 1998; Heir ve
ark., 1999; Lyon ve Skurray, 1987). gacE geni, Gram-negatif bakterilerde simf 1
integronlarin 3'-korunmus segmentinde yer almakta ve delesyonla mutasyona ugramasi

sonucu gac4E1 geni ortaya ¢ikmigtir. Sinif I integronlarin en fazla Enterobacteriaceae
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ve Pseudomonaceae familyalarina ait antibiyotige direngli klinik izolatlarindan izole
edildigi ve rapor edilmistir bildirilmistir (Kucken ve ark., 2000; Chuanchuen ve ark.,
2007). qacE ve gacAdE genlerindeki prevalansin yiiksek oldugu ve bunun yatay gen
transferi yoluyla popiilasyonlar arasinda yayilmayi kolaylastiran integron gibi hareketli
genetik elementlerde tasinmalart ile baglantili oldugu bildirilmistir (Oggioni ve ark.,
2013; Gillings ve ark., 2015). Giiniimiize kadar klinik P. aeruginosa, K. pneumoniae ve
E. coli izolatlarinda PZR ile gacAE1 geninin varligi ortaya konmustur. Pseudomonas
aeruginosa ile ilgili olarak; Kiicken ve ark. (2000) 37 hastane izolatimn %13.5’nde,
Mahzonieh ve ark., (2014) yanik iinitesindeki hastalardan izole edilmis 83 izolatin
%91.5’nde, Kazama ve ark. (1998) toplam 63 klinik izolatin %65°nde, Helal ve Khan
(2015) 52 Klinik izolatin %47.2’de ve Subedi ve ark. (2018) kikrobiyal keratitli
hastalardan izole edilmis 13 izolatta gac4E geninin mevcut oldugunu tespit etmisleridir.
Klinik K. penumonaiae izolatlariyla ilgili olarak, Chen ve ark. (2020), Abuzaid ve ark.
(2012), Azadpour ve ark. (2015) ve Guo ve ark. (2015) sirastyla %41.7, %53, %30.6 ve
%1359 oraninda gacAE geninin bulundugunu bildirmislerdir. Klinik E. coli izolatlarinin ise
%57.1 ve %81.4 oraninda gacAE geni igerdigi bildirmistir (Chen ve ark., 2020; Shafaati
ve ark., 2016). Klinik izolatlarin yanisira yogun quaterner amonyum bilesiklerinin
kullanildigr pili¢ ve pilig eti ve yetistiriciligi sektoriinden %70 lere varan yaygin qacAE
geni varlig ve et ile ilgili baska bir ¢alisma kapsaminda izole edilmis E. Coli suslarinda
da ilgili genin muvcut oldugu (%22.2) rapor edilmistir (Wieland ve ark., 2016; Ibrahim
ve ark., 2019; EI- Tawab ve ark. 2017; Zou ve ark. 2014).

4.2. Benzalkonyum Kloriir ve Klorhekzimit’in Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonu Degerleri

Kuaterner amonyum bilesigi olan benzalkonyum kloriir ve guanid bilesigi olan
klorhekzidinin gacAE1 genini barindiran 6 sus ve ayni tiire ait ilgili geni bulundurmadigi
tespit edilen 3 sus iizerindeki MIK degerleri 2 katli seyreltme yapilan agar dilusyon
yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.5. Benzalkonyum Kloriir’iin agar diliisyon MIK sonuglar1 (a:16, b:32, c:64,
d:128 ve e:256 mg/L, f:kontrol.)

Sekil 4.6. Klorhekzimit glukonat’mn agar diliisyon MIK sonuglar1 (a:2, b:4 ,c:8, d:16,
e:32, f:64mg/L)
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Cizelge 4.2. Benzalkonyum kloriir’iin minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri

BK 5 33 7 24 2 15 17 27 34
E.coli K. P.aer! E.coli E.coli K K. P.aer. P.
(mg/L) pneu.* pneu. pneu. aer.
0.125 + + + + + + + + +
0.250 + + + + + + + + +
0.5 + + + + + + + + +
1 + + + + + + + + +
2 + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + +
8 + + + + + + + + +
16 + + + + + + + + +
32 - - + - - - - + +
64 - - i - - - - + +
128 - - + - ; - - + +
256 - - - - - . - - -
512 - d - - - - - - -
1024 - p - E - - - - -
Kontrol + + + + + + + + +

*:Klebsiella pneumoniae , : Pseudomanas aeruginosa

Cizelge 4.3. Klorhekzimit glukonat’in minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri

BK 5 33 7 24 2 15 17 27 34
E.coli K. P.aer! E.coli E.coli K K. P.aer. P.
(mg/L) pneu.* pneu. pneu. aer.
0.125 + + + + + + + + +
0.250 + + + + + + + + +
0.5 + + + + + + + + +
1 + + + + + + + + +
2 - + + - + + + + +
4 - + + - + + + + +
8 - + + - + + + + +
16 - + + - - - - - -
32 - + + - - - - - -
64 - - - - - - - - -
128 - - - - - - - - -
256 - - - - - - - - -
512 - - - - - - - - -
1024 - - - - - - - - -
Kontrol + + + + + + + + +

*:Klebsiella pneumoniae , : Pseudomanas aeruginosa

Agar diliisyonla benzalkonyum kloriiriin suslar tizerindeki mik degerleri, qac4E1

geni igeren suslar dahil E. coli ve K. pneumoniae suslari igin 32 mg/L ve P. aeruginosa
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suslar1 igin 256 mg/L olarak bulunmustur (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.2). Klorhekzidinin MiK
degerleri ise gen saptanmayan sus i¢in 2 mg/L, geni igeren suslarda ise 2 ve 16 mg/L, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa suslarinda ise gen icermeyenlerde 64 mg/L, gen igeren
suslarda 16 mg/L olarak tespit edilmistir.

Benzalkonyum kloriir (kuaterner amonyum bilesigi) dis membrana zarar vererek
hiicre igine girdigi kabul edilmektedir. Fosfolipidlerle reaksiyona girerek sitoplazmik
membran yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Katyonik biguanid grubundan
klorheksidin diisiik molekiiler agirlikli bilesenlerin sizmasi, adenosil trifosfataz gibi bazi
membrana bagli enzimlerin inhibisyonu gibi sitoplazmik membran iizerinde etki
gostererek inhibisyona neden olmaktadir (Lambert ve ark., 2001).

Hastane izolat1 qac4E1 geni igeren K. pneumoniae suslar1 tizerinde benzalkonyum
kloriir ve klorhekzidin mik degerlerinin agar diliisyon yontemi ile belirlendigi ¢calismada
mik degerlerinin sirasiyla 16-64 mg/L ve 16-128 mg/L oldugu, klorhekzidin
duyarliligindaki azlamanin cepA geni bezalkonyum kloriir duyarliligindaki azalmanin ise
hem cepA hem de gac4E1 ilskili bulundugu bildirilmistir (Abuzaid ve ark., 2012). gac4E
dahil 4 disa atim pompa geni yoniinden taranan K. pneumoniae suslarinda broth diliisyon
yontemi ile qac4E icerdigi belirlenen suslarda klorhekzidin asetat ve benzalkonyum
bromiiriin mik degerleri sirasiyla 32-64 mg/L ve 8-64 mg/L olarak bulunmus ve ilag
direng geni tasiyan K. pneumoniae suslarinin, herhangi bir ilaca direng gen tagimayan
suslara gore dezenfektanlardan etkilenme (6ldiirme veya iireme inhibisyonu) yoniinden
daha yiiksek toleransa sahip oldugu bildirilmistir (Guo ve ark., 2015). Zhang ve
arkadaslarmin (2019) 3 klinik K. pneumoniae izolatiyla yapmis olduklari ¢alismada
izolatlarin gac4E genini igermediklerini cepA gen ifadesindeki artigla adaptif
klorhekzidin direncinin iligkili oldugu bildirilmistir. Klinik E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda broth diliisyon yontemi ile klorhekzidinin mik degerlerinin 4-128 mg/L ve
8-512 mg/L oldugu ve gac4E geni tasiyan K. pneumoniae suslarinin klorheksidine karsi
daha az duyarli olmasinin qac4E geni ile antibiyotik diren¢ genleri arasindaki baglanti
nedeniyle olabilecegi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2020). Klinik E. coli izolatlariyla
yapilan ¢alismada qacE ve qacAdE genlerinin varligr ve broth dilusyon ile belirlenen
kuaterner amonyum grubu didesil dimetil amonyum kloriir (MIK degerleri 0.0078-
0.0312 mg/L) direngliligi arasinda anlamli bir iliski oldugu ancak MIK degeri daha
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yiiksek olan bir susta her iki genin saptanmadigi, bagka tip disa atim pompast veya
direncli mekanizmasi bulundurmus olabilecegi bildirilmistir (Shafaati ve ark. 2016).

Calismamizda E.coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa tizerinde benzalkonyum
kloriir ve klorkezidin ile ilgili MIK degerlerinin aym tiir ve dezenfektanlarla yapilmis
yukarida verilen ¢alisma sonuglarina benzedigi goriillmekle beraber 2 nolu E. coli susu
hari¢ gacAE geninin mevcudiyeti ile azalmis duyarlilik arasinda bir iliski saptanmamagtir.
Ayrica dezenfektan MIK degerlerinin bakteri cinsine, test yontemlerine ve kullanilan
dezenfektana bagli olarak degisecegi bildirilmistir (Wu ve ark., 2015). Yine, Maillard
(2018), disa atim pompalarinin tek basina biyositlere/biyosidal iiriinlere direng saglama
yeteneginin sorgulanabilecegini ve muhtemelen disa attm pompalarinin bir bakterinin
biyosit/biyosidalden kurtulmak i¢in kullandigi farkli mekanizmalarin bir pargasi
olabilecegini belirtilmistir.

Vijayakumar ve ark. (2018) hastane izolatlar ile yapmis olduklari ¢aligmada qacE
geni pozitif ve negatif K. pneumoniae suslarinda benzalkonyum kloriir igin 8-32 mg/L,
ve klorhekzidin i¢in 16-64 mg/L, P. aeruginosa suslarinda ayni dezenfektanlar igin
strastyla 32-512 mg/l ve 8-64 mg/l MIK degerleri tespit etmislerdir. Calisma sonuglariin
azaltilmis duyarlilik ile ilgili genin varlik ya da yoklugu arasinda 6nemli bir korelasyon
olmadigimi ve bagimsiz bildirmisledir. Yine klinik K. pneumoniae izolatlar ile yapilan
caligmada kuaterner amonyum bilesigine direng ile (didesil dimetil amonyum kloriir)
gac4E ve cepA genlerinin varligi arasinda anlamli bir iliski bulunmadig1 rapor edilmistir
(Azadpour ve ark., 2015). 2014). Naparsteket ve ark. (2012) K. pneumoniae suslari ile
yapmis olduklart ¢alismada klorheksidin duyarliligi ile pompa geni (cepA) ekspresyonu
arasinda bir iligki bulunmadigini rapor etmislerdir. Diger bakteri tiirleri ile yapilan
caligmalarda da gen varliginin azalmis biyosit duyarlilig iizerinde anlamli etkilerinin

olmadig1 belirtilmistir (Babei ve ark. 2015; Liu ve ark. 2017).
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4.3. Izolatlarn Identifikasyon Sonuclar

Calisma kapsaminda kullanilan 40 bakteri arasindan direng geni varlig1 yoniinden
pozitif bulunan 6 sus ve geni igermeyen ayni tiire ait 3 izolatin (E.coli, P. aeruginosa ve
K. pneumoniae) tiir teshislerinin teyidi MALDI-TOF MS mikroorganizma tanimlama
cihaziyla gerceklestirilmistir. Elde edilen spektrumlar cihazdaki yazilim (Maldi Biotyper
Real-Time Classification) programi ile karsilastirilarak tanimlama gergeklestirilmistir.
Analiz sonucunda, sisteme ait programin O6nerdigi 2.000-3.000 arasinda yesil renkli

olarak belirlenen veriler, giivenilir skor degeri olarak kabul edilmistir (Sekil 4.7).

Analyte Organism Score Organism Score
D (best match) Value (second best match) Value
27 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
34 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas acruginosa

7 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
33 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae

17 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae

15 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae

24 Escherichia coli Escherichia coli

5 Escherichia coli Escherichia coli

2 Escherichia coli Escherichia coli

Meaning of Score Values
Range Description Symbols Color

2.300 ... 3.000 (++) green

2.000 ... 2.299 (++) green

1.700 . 1.999 probable genus identification +) vellow
) red

0.000 . 1.699

Sekil 4.7. Tiir tanimlamasi i¢in MALDI-TOF MS analizi skor degerleri

MALDI-TOF MS analizlerinden elde edilen skor degerleri incelendiginde (Sekil
4.7) 9 tiirtin daha 6nce belirlenmis olan tanimlamalar1 8 sus i¢in yliksek olasilikli, 1 sus
icin muhtemel olasilikli olarak degerlendirilmistir.

MALDI-TOF MS sistemi ¢alisilmig/bilinen bakteri suslarinin maliyet etkin ve hizli
tanimlanmasinda 16S rRNA gen dizilemesine gére 6nemli bir alternatif olabilmektedir
(Mellmann ve ark., 2008; Uhlik ve ark., 2011; Koubek ve ark., 2012;.; Wieser ve ark.,
2012; Seng ve ark., 2013). MALDI-TOF MS tabanli mikroorganizma tanimlamasi, tim
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hiicre materyalinden veya ekstrakte edilmis hiicre i¢i igerikten kiitle spektrumlarinin
olusturulmasin1 igerir ve bunlarin daha sonra bilinen veritabani referanslariyla
eslestirilmesi prensibine dayanmaktadir (Fenselau ve Demirev, 2001; Lay, 2001). Dogru
tanimlama iki faktore baglhdir: yeterli spektrum kalitesi ve yakin veritabani referans
eslesmeleri. Giinlimiizde Biotyper (Bruker Daltonics) ve Vitek MS (BioMérieux) gibi
bazi basarili ticari platformlar, klinik tiirlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Strejcek

ve ark., 2018).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Avrupa Kimya Ajansi biyosidal iiriinleri tiiriine (22 adet) gére dort ana grup altinda
gruplandirmis ve dezenfektanlari biyositler “l1. Ana grubu” altinda tanimlanmistrir
(ECHA, 2021). Bulasic1 hastaliklarin yayilmasiyla miicadelede 6nemli bir arac¢ olan
dezenfektanlar uygun sekilde ve talimatlara gore kullanildiginda, ozellikle hastane
enfeksiyonlarinda patojenlerin  bulasmasini  ve yayilmasint Onlemeye yardimei
olabilmektedir. Antibiyotige direngli bakteriler ve yeni ortaya ¢ikan viriisler ile hayati
tehdit eden enfeksiyonlarin artmasina bagli olarak dezenfektanlarin ve viriisidal sanitize
edici ajanlarin kullanimi da artmistir (Rozman ve ark., 2021). Cansiz nesnelerdeki
patojenik mikroorganizmalari yok etmek icin kullanilan bu kimyasal ajanlar, diinya
genelinde pek cok iilkede yaygin bir sekilde kullanilmakta olup kalite ve saglik
standartlarin1 saglamada hayati 6nem tagimaktadirlar (McDonnel ve Russel, 1999; Kim
ve ark., 2018).

Dezenfektanlar hastanelerde genellikle ylizeylerin ve tibbi cihazlarin sanitasyonunu
saglamak icin kullanilmaktadirlar ve dolayisiyla enfeksiyon kontrolii ve enfeksiy6z
mikroorganizmalarin bulagmasinin 6nlenmesinde rolleri biiylik olmaktadir. Bu nedenle
dogru dezenfektan se¢imi ve dogru dozun uygulanmasi enfeksiyonun kontrol altina
alinmasindaki 6nemli adimlardan birini olusturmaktadir (Vijayakumar ve ark., 2016).

Benzalkonyum kloriir, benzetonyum kloriir gibi kuaterner amonyum bilesikleri ve
klorheksidin diglukonat gibi iki degerlikli katyonlar dahil olmak tizere ¢ok cesitli
biyosidal maddeler hastanelerde ve saglik tesislerinde yiizeylerin dekontaminasyonunda,
hastane personelinin ellerinin dezenfeksiyonunda ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin
kontrol edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Smith ve ark., 2008; Shamsudin ve
ark., 2012). Ancak biyositlerin hastanelerde yaygin olarak kullanilmasi, dezenfektanlara
direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasi olgusunu giindeme getirmistir. Ayrica asiri
dezenfektan kullanimi biyositler ve antibiyotikler arasinda capraz direncin ortaya
cikmasina da neden olabilmektedir (Zmantar ve ark., 2011; Longtin ve ark., 2011).

Antibiyotik direncine de karigan disa atim pompalar1 gibi ortak mekanizmalar
izerinden ¢apraz direncin gelismesi ve antimikrobiyal ajan ve antibiyotiklere direngten
sorumlu genlerin mobil genetik elementler iizerinde tasinabiliyor olmasi, bazi
antimikrobiyal ajanlarin diren¢ mekanizmasini indiikleyebilmesine neden olmaktadir

(Gnanadhas ve ark., 2012). Bakterilerde yaygin olarak bulunan akis pompalari, bakteri
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hiicrelerine niifuz eden antimikrobiyallerin konsantrasyonunun azalmasina katkida
bulunur (Maillard, 2018).

Tez galigmasi ile, 40 adet gram negatif ve pozitif klinik bakteri izolatimin ( MKU
Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonu) biyosit
direng genlerinden gacA/B, qacC/D, qacAEL, qackE, qacG, gacH, gacJ ve acrA’y1 igerip
icermedigi PZR yontemi ile belirlenmistir. Toplam 40 bakteriden %15 nin (2 adet E. coli,
2 adet K. pneumoniae ve 2 adet P. aeruginosa) 8 gen arasindan sadece gacAEL genini

icerdigi bulunmustur (Sekil 5.1).

qacAE.—

Sekil 5.1. E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginasa suslarinda gacAE1 genine ait agaroz
jel elektroforezi

gacAELl geni yoniinden pozitif bulunun suslarin tiir tanimlarinin dogrulamasi
MALDI-TOF MS cihaziyla gerceklestirilmis olup, onceki tanimlamalarinin yiiksek
olasilik sinirlar1 dahilinde dogru oldugu teyid edilmistir.

Dezenfektanlardan benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin glukonat’in ilgili geni
igeren E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa suslari lizerindeki minimium inhibisyon
konsantrasyonu degerleri agar diliisyon yontemiyle fenotipik olarak belirlenmistir. Buna
gdre MIK degerleri benzalkonyum kloriir icin E. coli ve K. pneumoniae’de 32 mg/L,

P. aeruginaso’da 256 mg/L, klorhekzidin glukonatin igin E.coli’de 2-16 mg/L, K.
pneumoniae ve P. aeruginasa’da 16 mg/L olarak bulunmustur.
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Antimikrobiyal direnci halk sagligi i¢in biiyiik bir kiiresel tehdit olarak kabul
edilmektedir. Ozellikle, kuaterner amonyum bilesikleri, aldehitler ve alkoller dahil olmak
lizere artan biyosit kullanimi, dogal bakteri popiilasyonlarinin antimikrobiyal direng
gelistirmesine iligskin endiselerin artmasina neden olmaktadir. Ayrica birgok ticari iiriiniin
diisiikk konsantrasyonlarda biyosit icermesi ve biyosit atiklarinin desarji, dogal bakteri
popiilasyonlarinda antimikrobiyal direnci yoniinden segici bir bask1 olusturabileceginden
onem arz etmektedir (Morrissey ve ark, 2014).

Hastane kaynakli enfeksiyon sayisinin 1980'lerden beri artis gostermesi, firsatgi
patojenlerin yaygin hale gelmesi ve ¢oklu ilag direncine sahip suslarin ortaya ¢ikmasi
diinya capinda morbidite ve mortalite oranlarinin artmasina neden olmustur. Bu nedenle
direngli izolatlarin sadece tedavisine degil, yayilmalarimin Onlenmesine de dikkat
edilmelidir (Vijyakumar ve ark., 2018). Biyosidal ajanlar antibiyotige direngli
bakterilerin yayilmasinin engellenmesinde kullanilan ydntemlerden biridir ancak, bu
ajanlarin ayn1 zamanda antibiyotik direncine yol a¢tigi (¢apraz direng) bilinen bir
gercektir (Kampf, 2018).

Dezenfektanlar, mikrobiyal ylikii 6nemli Olgiide azaltan ve patojenleri ortadan
tamamen kaldirmasa da kabul edilebilir saglik standartlarinin korunmasini saglamada
onemli rol oynayan ajanlardir. Dezenfektan direncliligi klinik diizeyde biiyilk 6nem
tagimaktadir. Bu nedenle kaliteli ve giivenli saglik hizmetinin temelinde iyi organize
edilmis dezenfeksiyon politikasi bulunmaktadir. Tez c¢alismasiyla Klinik bakteri
izolatlarinin genetik diizeyde dezenfektan direnci ve iki farkli grup dezenfektanin MIK
degerleri belirlenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen verilerin {ilkemizdeki klinik
izolatlardaki biyosit direngliligi konusunda yapilan ¢calismalara ve dezenfektan kullanimi
politikasina destek saglayacag: diisiiniilmektedir. Sonug olarak, kiiresel halk sagligi
acisindan biiyilk 6neme sahip olan biyosit/dezenfektan direncliliginin ve beraberinde
capraz antibiyotik direncinin 6zellikle hastane ortamlarindan izole edilen bakterilerde
daha detayli calisiimasi ve izolasyon ortamlarinda kullanilan biyosidal ajanlarin MiK

degereleri iizerinden etkinliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar 6nerilmektedir.
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