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OZET

Bu c¢alismada, ¢esitli klinik 6rneklerden elde edilen 50 Klebsiella pneumoniae izolatinin
molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Karbapenem direnci, meropenem
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Test edilen izolatlarin 50 tanesinde (25
Turkiye, 25 Irak), blaoxa, blages, blaym, blakec, blanpm ve blapnp karbapenem direng
genleri ve blacrxm, blatem, blaspv geniglemis spektrumlu direng genleri spesifik
primerler kullanilarak PCR yontemi ile taranmistir. Bu direng genlerine ek olarak,
OmpK35, OmpK36 porin genleri de PCR ile amplifiye edilmis ve incelenmistir.
Amplikonlar dizilenmig, pasteurre web sitesi ve uygun yazilimlar kullanilarak analiz
edilmistir. Beta-laktamaz genlerinin orani, blargm, blanpm, blaoxa, blasny, blaces ve
blakpc 1i¢in sirasiyla 70, 50, 40, 34, 32 ve 4 olarak bulunmustur. Calisilan izolatlar
arasinda blactx.m, blayv ve blapgp B-laktamaz genleri saptanmamistir. Izolatlarin
tamaminda OmpK35 ve OmpK36 porin genleri PCR ile ¢ogaltilmis ve beklenilen
boyutta Urtin vermistir. Bu izolatlarin antibiyotik direncinden sorumlu plazmitlerin
sikligint belirlemek i¢in plazmit bazli replikon tiplemesi yapilmistir. Replikon tiplemesi
icin sadece 25 izolat ¢alisilmig ve incelenen tiim izolatlarda birden fazla tipte replikon
tespit edilmistir. Incelenen izolatlarda tigden dokuza kadar degisen sayida cesitli
plazmid tipi tespit edilmistir. Izolatlarin gogunun ayn1 zamanda birden fazla tipte direng
genine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, OmpK35 ve OmpK36 porin genlerinde

cesitli varyasyonlar tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, PCR, Plazmit Tiplendirmesi, Karbapenem

Direnci



Vil
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ABSTRACT

In this study Molecular characterization of 72 putative Klebsiella pneumoniae isolates
obtained from various clinical specimens were carried out. MIC values of meropenem
were determined by broth microdilution test to determine karbapenem resistance of
those isolates. Of the tested isolates 50 of them further studied for presence of
carbapenem resistance genes including blaoxa, blaces, blavm, blaxec, blaxpm, blaIMP
and extended spectrum beta-lactamase genes including blaCTX .y, blatem, blasuv by
PCR. In addition to those resistance genes, OmpK35, OmpK36 porin genes were also
studied. Amplicons were sequenced and analyzed by using pasterurre website and
appropriate softwares. The ratio of B-lactamase genes was found to be 70, 50, 40, 34,
32, and 4, for blatem, blanpm, blaoxa, blasuv, blages and blaxpc respectively. blactxm,
blayiv and blanp B-lactamase genes were not detected among the studied isolates. All
isolates were found to be positive for OmpK35 and OmpK36 porin genes and expected
size PCR product was obtained. Plasmid based replicon typing of those isolates were
also carried out to determine the type of plasmids responsible from antibiotic resistance.
Only 25 isolates were studied for replicon typing and more than one type of replicon
was detected in all the studied isolates. Replicon types were ranging from three to nine
among the studied isolates. Most of the Isolates were also carrying out more than one
type of resistance genes. Also, several variations were detected in OmpK35 and

OmpK36 porin genes.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, PCR, Plasmid Typing, Carbapenem Resistance.
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GIRIS
1940’lardan beri kullanilan antibiyotikler tip tarihindeki en 6nemli kesiflerden biridir.

Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde, mortalite ve morbiditesindeki azalmada ¢ok 6nemli
rol oynarlar. Bu sebeple tip sektoriinde kullanilan antibiyotikler en sik regete edilen
ilaglar arasinda yer alir [1,2]. Son zamanlarda antibiyotik kullanimi ile orantili olarak
antibakteriyel direng artisi gozlenmektedir. Artan antibakteriyel direng, verilen saglik
hizmetlerinin yeterliligini ve devamliligin1 gii¢lestirmektedir [3]. Escherichia coli ve
Klebsiella spp. hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik etken olan etiyolojik ajanlar

icinde yer alan gram negatif bakterilerdir [4]. Pnodmoni, septisemi, menenjit, Uriner
sistem enfeksiyonu, yara yeri enfeksiyonu, intestinal enfeksiyonlar, yumusak doku
enfeksiyonu gibi 6nemli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar [5,6].

Karbapenem direngli Klebsiella cinsi bakteriler, son yillarda tim diinyada giderek artan,
hizla yayilan 6énemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu bakterilerden kaynaklanan
enfeksiyonlarin tedavisinde iyilestirme secenekleri kisitli ve karbapenem direncinin
onemli bir mortalite faktori olmasi nedeniyle oOzellikle erken tami ve yayilimin

engellenmesi konusunda yapilan ¢aligmalar artarak devam etmektedir [7,8].

Karbapenem direng mekanizmalar1 bolgeden bolgeye degisiklik gostermektedir. Bu
mekanizmalar tedavi ve kontrol 6nlemlerinde temel farkliliklar olusturmasa da onleme
caligmalarina  katki  saglayabilecegi  dustunildiginden epidemiyolojik  olarak
belirlenmesi ve izlenmesi, 6nerilen yaklasimlardandir. blagpc (Klebsiella pneumoniae
karbapenemaz), oOzellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Yunanistan’da en
onemli karbapenemazken, tlkemiz ve Orta Dogu ulkelerinde en sik rastlanan direng
mekanizmasi blaoxaas olarak belirlenmistir. Ilk kez 2008 yilinda tanimlanan blaxpm
(Yeni Delhi metallo-beta-laktamaz) ise tim dinyada ve ulkemizde artan siklikta

bildirilen bir direng mekanizmasi olarak giindeme gelmistir [9].



Bu calisma, Erciyes Universitesi Merkez Laboratuvari’na gonderilmis kiltiirlerden izole
edilen ve Iraktaki hastalardan 2017-2019 yillar1 arasinda alinan otomatize sistem ile
tanimlanmis Klebsiella pneumoniae izolatlarinin antibiyotik direng genlerini PCR
yontemi ile saptamak, amplikonlar1 dizileyerek ilgili genleri karakterize etmek, risk

faktorlerini belirlemek, baskin direng mekanizmalarini incelemek amaci ile yapilmisgtir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ¢ok sayida gram-negatif ¢omaklardan olusan genis bir bakteri
ailesidir ve bu bakterilerin bir¢ogu toprakta, suda, bitkilerde, insan ve hayvan

barsaklarinda bulunur [10].

Gram-negatif boyanan, 2-3 p boyunda 0,3-1 p eninde, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
nitrat1 nitrite indirgeyen c¢omaklardir. Birgogu hareketli olmakla birlikte, hareketsiz
tyeler de bulunmaktadir. Fakiltatif anaerop olup, sporsuzdurlar. Genel {retici
besiyerlerinde kolaylikla ureyebilirler. Hepsi glukozu fermente etmekte olup glukoz
digindaki bir¢ok karbonhidrati da asit ve gaz olusturarak fermente ederler. Aminoasitleri
dekarboksilasyon yoluyla pargalarlar. Karbonhidrat metabolizmalar1t ve olusan son
uriinler laboratuvar tanimlamalarinda énemlidir. DNA igeriklerinde guanin/sitozin orant
(G+C) %39-59’dur. Normal barsak mikrobiyotasinin 6nemli bir kismini olugturmakla
beraber diger vicut bolgelerinde pek bulunmazlar. Bir kismi énemli nozokomiyal
enfeksiyonlara yol agar. Septisemi olgularinin yaklagik %50’sinden, Uriner sistem
enfeksiyonlarinin %70’inden fazlasindan ve barsak enfeksiyonlarinin onemli bir

kismindan sorumludurlar [10].

Enterobacteriaceae ailesinin tirleri antijenik yapilarina, biyokimyasal ozelliklerine,
ribontikleik asit (RNA)’lerinin 16S ribosomal-RNA dizilimlerine, deoksiriboniikleik

asit (DNA)’lerinin hibridizasyonuna gore siniflandirilmiglardir [11].

Enterik bakteriler gram negatif, sporsuz, boyutlari 0,5-3 pum arasi degisen basillerdir.
Hareketli olanlarda peritris kirpik mevcuttur. Enterobacteriaceae ailesinin bazi
cinslerinde belirgin bir kapsil veya slime tabakast mevcut iken bazi cinslerinde ise

olmayabilir [10].



Enterobacteriaceae ailesi fakiltatif anaeroptur. En uygun 35°-37°C de ve CO;’siz

ortamda trerler. 18-24 saat sonra kolonileri gortniir hale gelir [11].
Biyokimyasal ¢zellikleri: Glukozu fermente ettiklerinden dolay1 fermentatif

bakteriler olarak da isimlendirilen Enterobacteriaceae ailesi oksidaz negatif olup,

nitratlart nitritlere indirgerler fakat alginati eritmezler [11].

Antijenik yapi: Somatik (O), kirpik (flagella) (H) ve kapsil (K) antijenleri serolojik
tiplendirilmesinde kullanilan ana antijenlerdir. Ek olarak tim enterik bakterilerin dig

yizeyinde bulunan Enterobacteriaceae Common Antijen (ECA) ortaktir [11-12].

Lipopolisakkarit yapisindaki O antijeni hiicre dig duvarinda yer alip 1siya, alkole ve
asitlere dayaniklidir. Bazi bakterilerin kirpiklerinde bulunan flagellin isimli protein
yapisindaki antijenlere H antijeni denir ve bu antijen hareketsiz bakterilerde bulunmaz.
Kapsiil antijenleri hiicre duvar antijenlerini orterek agliitinasyonu engelleyebilir ve 1s1
ile fonksiyonu kaybedebilirler. Hareketsiz olan bakterilerde de bulunabilen 6nemli bir
yizey antijeni de fimbria antijenidir. Protein yapisinda olup kanda aglitinasyon

olusturma ve eritrosit digindaki diger huicrelere yapisabilme 6zelligine sahiptir [10].
1.2. Klebsiella spp

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesinin bir uyesidir ve bu ailenin genel
ozelliklerini tagir. 19.ytizyilin sonlarinda Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafindan

‘Klebsiella’ ismi verilmistir [19].

Klebsiella pneumoniae, Carl Friedlander tarafindan ilk kez 1882 yilinda pnoémoniden
olen bir hastanin akcigerinden izole edilmis ve uzun yillar ‘Friedlander basili’ olarak

tanimlanmigtir [19].

Drancourt ve arkadaglari, 2001°de 16S rRNA sekans analizi ve bakteriyel RNA
polimerazin B alt Unitesini kodlayan rpoB geninin analizi ile Klebsiella tirlerinin
taksonomik ozellikleri belirlenmistir [13]. Klebsiella tirlerinin taksonomisi Tablo 1.1 de

verilmistir [20].



Tablo 1.1 Klebsiella Taksonomisi [20]

Alem Bacteria
Sube Proteobacteria
Sinif Gammaproteobacteria
Takim Enterobacterales
Aile Enterobacteriaceae
Cins Klebsiella

+-Klebsiella africanensis

+-Klebsiella grimontii

+-Klebsiella kielensis

+-Klebsiella quasivariicola

+-Klebsiella steroids

+-Klebsiella quasipneumoniae

l+- Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae

\- Klebsiella quasipneumoniae subsp similipneumoniae

+-Klebsiella michiganensis

+-Klebsiella variicola

+-Klebsiella senegalensis

+-Klebsiella milletis

+-Klebsiella cf. Planticola B43

+-Klebsiella granulomatis

+-Klebsiella pneumoniae

I+~ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae

I+ Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis

\- Klebsiella pneumoniae subsp. ozaena

+-Klebsiella oxytoca

\- Klebsiella aerogenes




Klebsiella turleri dogada, memeli canlilarin gastrointestinal florasinda yaygin olarak
bulunurlar. Saglikli bireylerin derisinde, tist solunum yollarinda ve kolonda kommensal
olarak yer almaktadirlar. Hastane enfeksiyonlarina neden olma sikligr giderek
artmaktadir. Enfeksiyon sikliginda artigin nedeni; hastanede kalma siiresi, antibiyotik

kullaniminda artig ve cerrahi sonrast bulaslarla iliskilendirilmistir [ 14].
1.2.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella tirlerin temel o6zelliklerinden biri, rutin laboratuarlarda 6zel kosullar

olmaksizin biiylime yetenegidir. Ideal pH 7.2 ve biiyiime sicakligi 35°C ila 37°C'dir.

Bu bakteriler eozin metilen blue (EMB) agar ve MacConkey agar gibi standart bir
bakteriyolojik ortamda urerler [21].

1.2.2. Morfoloji ve Biyokimyasal Ozellikleri

Uglar1 yuvarlak, kisa, hareketsiz, kapsilli ve sporsuz gram-negatif basillerdir. Tek tek
veya ikiserli bigimde bulunurlar. Bazi Klebsiella tirlerinin polisakkarit yapida
kapstlleri vardir. Bu kapsiil nedeniyle kati besiyerinde biyiikk ve mukoid koloniler
olugturabilmektedirler. Koloni morfolojileri; koklara benzer sekillerde, uzun filaman
seklinde (ozellikle eski kilturlerde) vs. degisiklik gosterebilirler. Genel olarak iyi
boyanirlar. Gram boyama yontemiyle bazi tirlerde bulunan kapsiiller, hiicre duvari

disinda boyanmamis (bazen de diizgiin boyanmamis) sekilde gortlir [15-16].
Klebsiella cinsi, biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanmaktadir.

Biyokimyasal ozelliklert;

- Simmons sitrat ve potasyum siyanid broth’da tirerler.

- Hidrojen silfid (H2S) olusturmazlar.

- Metil red negatif, Voges Proskauer pozitiftir.

- Ornitin dekarboksilaz bulundurmaz ve ornitinden dekarboksilasyon yapamazlar [17].

Oncelikle glikoz olmak tizere mannitol, salisilin, adonitol, inozitol ve sorbitolden, cogu

zamanda laktoz ve siikrozdan gaz yapmak yoluyla sekerleri pargalarlar [18].



1.2.3. Klebsiella'nin patojenitesi

e Kapsil antijenleri; Klebsiella kompleks asidik polisakkaritlerden olusan kapsiillere
sahiptir. Bu kapsiller, dort ila alt1 sekerden olusan ve negatif yukli bilesen olarak
uronik asitlerinde bol miktarda bulundugu tekrarlayan alt birimleri ihtiva eder.

Klebsiella turlerinde kapsuller, 77 serolojik tipte
siniflandirilabilir [22].

e Pili (Fimbria); enfeksiyon strecinin ilk asamast mikroorganizmanin konagin

mukozal yiizeyine olduk¢a yaklagarak tutunmasi gerekir. Bu tutunmayi,
konaker1 hiicreye baglanarak (aderens) yaparlar. Enterobacteriaceae ‘deki
yapigkan ozellikler genellikle farkls pili tirleri sayesinde gerceklestirilir.

Pili (fimbria), 10 um boyunda 1-11 um c¢apinda bakteri yizeyindeki ipliksi
cikintilardir [22].

e Serum direnci; patojenik mikroorganizmalara kargt konagin ilk savunma sistemi,
polimorfonukleer grantilositler tarafindan fagositoz yapmak ve serumun bakterisidal

etkisini igerir [22].

e Sideroforlar; bakteri ihtiya¢ duydugu demiri saglamak amaciyla, siderofor adi

verilen, konak proteinlerine bagli demiri alabilecek selatlar olustururlar [22].
1.3. Beta-Laktam Antibiyotikler

Dort ayeli bir siklik amid’den olusan B-laktam halkasi tagimalarindan dolayr “f-
laktam” antibiyotikler olarak isimlendirilirler. B-laktam halkasi birgok antibiyotik
grubunun (penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar) ¢ekirdek
yapisinda yer almaktadir. Bu yap1 [-laktam antibiyotiklerinin siniflandirilmasinda

onem tagimaktadir [23].

B-laktam halkasi, bir azot, Gi¢ karbon atomundan olusan 4 tyeli doymus bir halkadir
[25]. B-laktam antibiyotiklerinin siniflandirilmalart igerdikleri halkaya baglanan baska
halkalar ve yan zincirler ile belirlenir (Sekil 1.1). Penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler, beta laktamaz inhibitorleri olarak 5 gruba ayrilirlar

[26].
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Sekil 1.1. Ortak B-laktam halkasi ve penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar arasindaki yapisal benzerlikler. R1 yan zincirleri kirmizt R2 yan
zincirleri mavi ile gosterilmigtir [24].

1.3.1 Penisilinler

Penisilinlerin kimyasal yapisi, bir tiazolidin halkasi, bir B-laktam halkasi ve bir yan
zincirden olugmaktadir. B-laktam ve tiazolidin halkasinin olusturdugu yapt 6-
aminopenisilanik asit (APA) adini alir ve aslinda tim penisilinler 6. pozisyonundaki

degisikliklerle (6-APA) birbirlerinden farkli hale gelirler.

Antibakteriyel etkiyi p-laktam halkasi saglar. Hiicre duvarindaki peptid zincirleri
arasinda ¢apraz baglar olusturan transpeptidazlar, karboksipeptidazlar, endopeptidazlar
olan penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanarak bakteri hiicre duvar yapiminin

transpeptidasyon basamagini inhibe edip peptidoglikan ¢atinin yapimini énlerler [26].
1.3.2 Sefalosporinler

Sefalosporinlerin temel yapist bir B-laktam halkast ve buna bagli altili dihidrotiazin
halkasindan olugur (Sekil 1.1). Bu temel g¢ekirdek 7-amino-sefalosporinik asittir (7-
ASA). Bu ¢ekirdekte yapilan degisikliklerle ¢ok sayida sefalosporin tiirevi Uretilmigtir
[27]. Sefalosporinler yapilart ve etki mekanizmalart bakimindan penisilinlere
benzemekle birlikte penisilinlerin aksine penisilinazlara karst daha fazla direnglidir.
Buna, 7-ASA c¢ekirdegindeki B-laktam halkasina, tiazolidin halkasinin degil, altili bir

halka olan dihidrotiazin halkasinin baglanmasi neden olur [28, 29].



1.3.3 Monobaktamlar

Yapisinda B-laktam halkasindan bagka yan zincir olmamasi sebebiyle diger [-
laktamlardan ayrilirlar [30]. Bu B-laktamlar toprakta yasayan farkli bakteriler tarafindan
uretilmekte ve ¢ogunlugu zayif antibakteriyel etkinlik gostermektedir. Gram negatif

bakterilere kars1 giiclu etkileri vardir.

Gram pozitif bakterilere ve anaerobik bakterilere karsi etkinligi hi¢ yoktur, bu nedenle

dar spektrumlu olarak adlandirilabilirler [31-32].
1.3.4 Karbapenemler

Karbapenemler tiim B-laktamlar i¢inde, bircok Gram negatif, Gram pozitif aerobik ve
anaerobik bakterilerin dahil oldugu en genis spektrumlu bakteri oldurici etkiye

sahiptirler [34].

Kimyasal yapist penisilinin B-laktam halkasina benzemektedir. Farkli olarak bu yapida
1.pozisyon’daki sulfiir yerine karbon, bes tiyeli halkasindaki 2. ve 3. Karbon atomlar1
arasinda doymamis baglar yer almaktadir (Sekil 1.1). Karbapenemlerin pek ¢ok B-
laktamaza dayanikliligi, yan zincirindeki farkli trans konfigiirasyonundan olugmaktadir.
Bu yap1 tim karbapenemlerde ortaktir. Karbapenem c¢ekirdegi B-laktam halkasiyla
birlegmig bir dihidrotirol halkasi igerir [10-33]

1.3.5 B-Laktamaz Inhibitorleri

Klinik olarak yaygin kullanimda olan beta-laktamaz inhibitérleri; klavulanat, sulbaktam
ve tazobaktamdir. Yapisinda B-laktam halkast bulunur bu nedenle B-laktamlara ¢ok
benzerler. Bu tui¢ B-laktamaz inhibitoriiniin tek baglarina etkileri gli¢lic olmadigr igin -
laktam antibiyotikleri ile belirli oranlarda kombinasyon olusturarak etkilerini

gostermektedirler [35-36].
1.4 p-Laktamlarin Etkisine Kars1 Gelisen Bakteriyel Direng

Antibiyotigin hedefe baglanma bolgesinde olusan degisiklikler: B-laktam
antibiyotiklerin hedefi bakteri hiicre duvarinda bulunan ve PBP olarak isimlendirilen
transpeptidaz enziminin aktif bolgesidir. Bakteriler bu proteinlerde mutasyonun
meydana gelmesi, proteinin fazla sentezlenmesi, digik ilgili (afinite) bagka bir PBP
sentezlenmesi ve hedef PBP’ nin yapisindaki degisim gibi yollarla direng

geligtirebilmektedirler [36-37-38].
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Atim pompalart (Efluks): Enerjiye (ATP) bagimli bir mekanizma ile antibiyotiklerin

bakteri tarafindan hiicre i¢inden hiicre digina pompalanmasidir [38].

Dis mebran proteinlerinde (OMP) azalma: Gram-negatif bakterilerde p-laktam
antibiyotikler dig membrant OMP adi verilen, porin proteinlerinden olusan porlar
yoluyla gecerek periplazmik araliga ulasirlar. Bakteri OMP’lerde eksilmeye neden
olarak veya yapilarin1 degistirerek antibiyotigin iceri alinmasini engeller ve direng

gelistirir [39].

Enzim ile antibiyotigin inaktive edilmesi: B-laktamlara kars1 en sik karsilagilan direng -
laktamazlar ile olmaktadir. B-laktamazlar, B-laktam halkasindaki siklik amid baglarini

kirarak pB-laktamlarin etkisini ortadan kaldirirlar [37].
1.5 p-Laktamazlar

B-laktamazlar, B-laktam halkasi tGzerine tesir ederek kovalent agil ester olusturan ve

esterin hidrolizi sonucu B-laktam antibiyotigini deaktif hale getiren enzimlerdir [37].
1.5.1 B-Laktamazlarin Smiflandirilmasi

Siniflamada iki 6nemli sistem vardir. Ambler’in molekiiler siniflamasi ve Bush-Jacoby-
Mederios’un fonksiyonel siniflamasidir. Ambler siniflamasi B-laktamazlari aminoasit

benzerligi ve protein benzerliklerine gore 4 sinifa (A, B, C ve D) ayrilirlar [40-41].
Smif A: Aktif bolgelerinde serin aminoasit tagtyan, penisilinleri

hidroliz eden g¢ogunlukla plazmid kontroliinde olan B-laktamazlardir. P-laktamazlar

icinde en yaygin olanlart SHV-1 ve TEM-1'dir [40-41].

Smif B: p-laktamazlar ¢inko bagimli metalloenzimlerdir ve sefamisinler ve
karbapenemler dahil butin B-laktam antibiyotikleri igeren genis bir etki spektrumuna

sahiptirler
Smif C: Bakteri Kromozomunda AmpC geni tarafindan kodlanmas: nedeniyle

AmpC enzimler olarak da isimlendirilen enzimlerdir. Genis spektrumlu sefalosporinlere

kars1 aktiftirler (sefalosporinaz).

Smif D: f-laktamazlar genellikle gram negatif bakterilerde bulunurlar. Oksasilini
hidrolize eden serin beta laktamazlardir [40-41-42].



11

1.6 Genislemis Spektrumlu B-Laktamazlar

Geniglemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL): penisilinler, ileri kusak
sefalosporinler ve aztreonam gibi bir¢ok beta-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden

enzimlerdir [43].

GSBL’ler ¢oklu antibiyotiklere karst diren¢ kazandiran plazmidler tarafindan kodlanan
enzimlerdir. GSBL kodlayan genler genellikle beraberinde diger direng genlerini tagtyan
transpozonlar ve integronlar gibi genomun taginabilir kisimlarini igeren elemanlar
bulundurmaktadir. Bu bakterilerin, kotrimoksazol, aminoglikozidler ve florokinolonlar
gibi diger antibiyotiklere diren¢li olmalarini agiklar. Genis direng sebebiyle mevcut

tedavi segenegi az kalmaktadir [44].
1.6.1 Genislemis Spektrumlu p-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

GSBL’ler genis spektrumlu penislinaz benzeri enzimlerdir ve klasik olarak tanimlanan

GSBL’lerin biyiik cogunlugu TEM ve SHV beta laktamazlarindan kéken alirlar [45].
1.6.1.1 TEM B-Laktamazlar

TEM-1, plazmid kokenli bilinen ve en eski enzim olan olarak bilinir. Ampisilin,
penisilin ve birinci kugsak sefalosporin direncine neden olurlar. Genellikle transpozonlar
tarafindan kodlanan dar spektrumlu enzimlerdir: penisilin ve birinci kusak
sefalosporinleri hidroliz edip etki edebilirler. Ancak oksiimino-sefalosporinlere karsi

afiniteleri yoktur [46].

TEM tipi B-laktamazlar hem kromozomal hem de plazmid araciliiyla yayilim
gosterebilmektedir [47]. Genellikle E. coli ve K. pneumoniae’de bulunmakla beraber
diger Gram negatif bakteri tirlerinde de artan araliklarla rastlanmaktadir. TEM tipi
GSBL’ler, E. aerogenes, M. morganii, P. mirabilis, P. rettgeri, A. baumannii ve
Salmonella spp. gibi diger Enterobacteriaceae liyelerinde de gorilmektedir. Ayrica
Enterobacteriaceae ailesinden olmayan diger Gram negatiflerde TEM tipi beta

laktamazlar gozlenmisgtir [48].
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1.6.1.2 SHV p-Laktamazlar

SHV-1 tipi B-laktamazlarin kimyasal yapist amino asit dizilimindeki farkliliklara

ragmen TEM-1 ile %68’lik benzerlik gostermektedir [49].

Ik olarak 1983’te GSBL SHV (sulfhydryl variable) enzimi, Klebsiella ozaenae'den
izole edilmistir [50].

SHV enzimlerinin ¢ogu Ugiincii kusak sefalosporinlerin yani sira monobaktam ve
karbapenemlere direngle iligkilidirler [51].

Genis spektrumlu SHV-1 B-laktamazlar K. pneumoniae'de baskin olarak goralur.

SHV B-laktamazlarin yiizden fazla allelik varyantt vardir. Genellikle K. pneumoniae'de

kromozomal olarak, E. coli'de ise plazmitler araciligiyla yayilim gosterirler [52].
1.6.1.3 CTX-M pB-Laktamazlar

CTX-M-tipi B-laktamazlar, sefotaksim hidrolize eder ve simdiye kadar karakterize
edilmis 220'den fazla farkli CTX-M-tipi enzim vardir. CTX-M [-laktamazlar
Enterobacteriaceae iginde yaygin olarak bulunur ancak enterobacteriaceae digindaki

tirlerde de CTX-M tipi genler ylksek oranda bulunurlar [53].

Enterobacteriaceae'nin klinik izolatlarinda bulunan blaCTX-M genleri, bazi tirlerde
blaCTX-M genleri kromozomlara entegre olmasina ragmen, esas olarak konjugatif

plazmidler tarafindan taginir [54-55].
1.6.1.4 OXA p-Laktamazlar

Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 ‘dir. ilk olarak Hacettepe
Universitesi Hastanesi’nde bir hastanin kan kiiltirinden izole edilen P. aeruginosa’da

gozlenmistir [56].

OXA-tipi (oksasilin-hidrolize eden) enzimler buytk bir yayilima sahip olup, P.
aeruginosa’da ¢ok gorulmekle birlikte, Enterobacteriaceae uyelerinde de

tanimlanmiglardir (57).

Bu tip genlerin yayilimi ¢ogunlukla plazmid, transpozon veya integron kontroliindedir

[52-58].
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1.6.1.5 PER B-Laktamazlar

PER-1 enzimi ilk defa Paris'te bir Turk hastanin idrarindan izole edilen P.
aeruginosa'dan tespit edilmistir Kromozomal kaynakli oldugu yargist éne sturilmustur.
Plazmid tizerinde kodlandigint 154 kb ¢iftinden daha buyik oldugu ve P. aeruginosa
suglar1 arasinda saglikli bir sekilde transfer edilebildigi gosterilmistir [59].

1.6.1.6 GES p-Laktamazlar

GES (Guyana Extended Spectrum Beta-Lactamase): gorulme sikligi disik olan
GSBL’lerdendir. P. aeruginosa, E. coli ve K. pneumoniae’da saptanmigtir. GES-1 Tipi
enzim ilk kez Fransa’da bir K. pneumoniae sugunda saptanmig ve bu enzimin plazmid

ve integron tarafindan kodlandig: bildirilmigtir [52].

GES -1 pB- laktamazlar penisilinleri, dar ve genis spektrumlu sefalosporinleri ve
seftazidimi hidroliz ederler. Fakat aztreonam, sefamisin ve karbapenemleri hidroliz

etme yetenekleri kisitlidir [60].
1.6.1.7 Diger Genislemis Spektrumlu B-Laktamazlar

VEB-1 diren¢ geni PER-1 ve PER-2 ile benzer yapiya sahiptir. Seftazidim, sefotaksim
ve aztreonama karst giicli direng gosterirler. Klavunalik asitle inhibe edilirler. B-
laktamaz dist diger antibiyotiklere karst direng gelistirilmesinden sorumlu

tutulmuslardir [61].

BES-1 (Brazilian Extended Spectrum Beta-Lactamase): BES-1 enzimi ilk olarak 1996

yilinda Brezilya’da bir hastanede izole edilen S. marcescens suglarinda tespit edilmistir.

BEL-1 (Belgium Extended Spectrum Beta-Lactamase): 2004 yilinda Belgika’da bir P.
aeruginosa suglarinda gozlenmigstir. GES-1, CXT-M ve BES-1 ile aminoasit benzer

homolojiye sahiptir [52].
1.7. Karbapenemazlar

Bir¢ok gram-negatif bakterinin, Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiyelerinin ve gram-
pozitif bakterilerin enfekte ettigi hastalarin tedavisinde kullanilan karbapenemlere karsi
diren¢ gorilmektedir. Karbapenem direng mekanizmalari; beta-laktamaz retimi, atim
pompalari, porin ve PBP’lerin yapisi veya fonksiyonlarinin degisimi gibi yollarla ortaya

¢cikmaktadir. Bazen bu mekanizmalarin birden fazlasi beraber gortlebilirler [62].
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Diren¢ mekanizmalarindan “beta-laktamaz” ailesinin en genis spektrumuna sahip olan
tipi karbapenemazlardir. Bu enzimler, karbapenemlerden bagska diger beta-laktam
antibiyotiklerinide hidroliz eder ve hali hazirda bulunan beta-laktamaz inhibitorlerinden

de etkilenmemektedirler [63].
Karbapenemazlar intrinsik (kromozomal) veya ekstrinsik (kazanilmig) olabilirler [64].

Kazanilmig (ekstrinsik) karbapenemazlar karbapenemlerin yaninda diger beta-laktam
grubu antibiyotiklerede direng gosterebilme yetenegine sahiptirler. Ambler sinif A, B ve
D beta-laktamaz grubunda bulunurlar [65]. Simmif A karbapenemazlari “Serratia
marcescens enzyme” (SME), “not metalloenzyme carbapenemase” (NMC), “imipenem-
hydrolyzing beta-lactamase” (IMI), “Klebsiella pneumoniae carbapenemase” (KPC) ve
“Guyana Extended Spectrum Beta-Lactamase” (GES) enzimleri yer alir. Siif B
karbapenmazlar1 “inosine-monophosphate metallo-beta-lactamase” (IMP), “Verona
integron—encoded metallo-beta-lactamase” (VIM), “German imipenemase” (GIM), “Sao
Paulo MBL” (SPM), “Seoul imipenemase” (SIM) ve “New Delhi metallo-beta-
laktamaz” (NDM 1) enzimleri, sinif D karbapenemazlari ise oksasilinleri hidroliz eden

“Oxacillin-hydroliyzing”(OXA) enzimleri yer alirlar [63].
1.7.1 Simf A karbapenemazlar

Karbapenemler, sefalosporinler, penisilin ve aztreonam olmak tizere tiim beta-laktam
antibiyotiklerine direng gosterirler. Tazobaktam ve klavulanik asit ile inhibe olurlar

[63].

“Klebsiella pneumoniae carbapenemase” KPC plazmidlerle yayilim gosterirler ve
substrat hidroliz spektrumlar1 aminothiazoloksim sefalosporinleri igermektedirler. KPC

beta-laktamazlar 6zellikle K. pneumoniae’da sik gorilmektedir [66-67].

GES enzimlerini kodlayan genler plazmidler iizerindeki integronlarda bulunmaktadir.
Penisilin ve geniglemis spektrumlu sefalosporinler dahil yiiksek hidroliz spektrumuna

sahiptirler [68].
1.7.2 Sinif B Metallo-beta-laktamazlar

Diger beta-laktamazlar gruplarindan farkli olarak MBL’lar aktif bolgelerinde ¢inko
iyonu igeren enzimlerdir. Klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorlerinden etkilenmezler fakat etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) gibi bir metal

selatori ile inhibe edilirler. Bu enzimlerin en 6énemli 6zelligi monobaktamlar diginda



15

tim beta-laktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz edebilme yetenegine sahip olmalaridir

[63-65].

Aktarilabilir Metallo-beta-laktamazlardan IMP ilk defa Japonya‘® da 1988 yilinda P.
aeruginosa susunda tanimlanmasiyla konjugatif bir plazmidle taginan MBL geni olarak

tanimlanmigtir genis spektrumlu sefalosporinlere direngli oldugu bildirilmigtir [69-70].

VIM “Verona integron—encoded metallo-beta-lactamase” kazanilan Metallo-beta-
laktamaz’larin ikinci biytk grubunu olusturan enzimlerdir. VIM 1 ilk 1997 yilinda
Italya’da bir P. aeruginosa susunda bulunmustur. Bu izolat imipenem, piperasilin,
seftazidim, meropenem ve aztreonam gibi beta-laktamlara karst direngli bulunmustur.
VIM 1 geni de IMP genlerinde oldugu gibi klas 1 integronlara gen kaseti olarak
buttnlesmistir [71].

NDM 1 “New Delhi metallo-beta-laktamaz” yeni tanimlanan bir Metallo-beta-laktamaz
geni NDM 1’1 tastyan Enterobacteriaceae izolatlar1 ilk olarak 2009 yilinda K.
pneumoniae tarafindan enfekte edilmis bir hastadan Hindistan’da tanimlanmistir [72].
NDM 1 plazmidler tarafindan kodlanir ve karbapenemlere %90’1in tzerinde direng

gosterebilir [73].
1.7.3 Sinif D karbapenemazlar

OXA “Oxacillin-hydroliyzing” beta-laktamazlar en fazla plazmidle kodlanan beta-

laktamaz gruplarindan birini temsil etmektedirler.

K.pneumoniae suglarinda OXA-48 ilk olarak 2001 yilinda Tirkiye’de bir hastadan izole

edilen bir susta tespit edilmis, daha sonra artan siklikla bildirimi s6z konusudur.

Genel olarak klavulanik asit ve EDTA ile iyi inhibe olmazlar ve amino asit dizi yap:

buyiik oranda degiskendir [63].

OXA tipt karbapenemazlarin substrat spesifiklikleri genistir. Penisilinleri (benzil
penisilin, ampisilin, piperasilin, tikarsilin) ve dar spektrumlu sefalosporinleri (sefalotin
ve sefaloridin) etkili bir sekilde direng gosterirken, genis spektrumlu beta-laktamazlari
(seftazidim, sefotaksim) ve aztreonami ¢ok az hidrolize eder ya da hi¢ hidrolize

edemezler [74].



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

2.1. Materyal

Bu c¢alisma boyunca c¢esitli kimyasallar ve kitler kullanilmigtir (Tablo 2.1). Kitler,

kimyasallar farkli kaynaklardan ve farkl: areticilerden satin alinmigtir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasallar ve kitler

Kimyasallarin ve kitlerin ad1

Uretici firma

Kullamim amaci

DNA polimeraz abm®Taq Kanada PCR
5x master mix Ready to Load FIREPoI® Tartu, PCR
Estonya
6x DNA loading Dye Buffer SOLIS BIODYNE® Ornekleri jele yitkleme
Blue Tartu, Estonya
dNTP karisimi BIOLINE® London, PCR
Ingiltere
100bp DNA Ladder Geneaid® dsDNA fragmentlerinin
Tayvan 100bp ile 1000bp arasinda
boyutlandirilmasi
Distile Su DNase/ RNase free invitrogen® PCR reaksiyon
Ingiltere
MgCl; Thermo fisher PCR reaksiyon
scientific®
ABD
RedSafe Abm DNA fragmentlerinin tespiti
Kanada
Meropenem Sigma, ABD Meropenem direnci
TRIS MERCK® TBE, TAE hazirlanmasi
Almanya
Borik asit SIGMA® TBE Tampon hazirlama
ABD
Asetik asit SIGMA ALDRICH® TAE Tampon hazirlama
Almanya
Ethanol SIGMA ALDRICH® DNA ¢oktiirme
Almanya
Cikolata/ kanh agar BD BBL"™ Stacker' " Klebsiella pneumonia
Almanya Uretmek igin agar besiyeri
Primerler Ankara/TURKIYE Hedeflenen gen bolgesinin

amplifikasyonu
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10X TAE Tamponu

48,4 gr Tris (Hidroksimetil) ve 3,72 gr EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) damitilmig
su ile ¢ozuldi. 11,4 ml asetik asit karigima eklendi. Son hacim 1 litre olacak sekilde saf

su eklendi. Stok TAE tamponu jelde kullanabilmek i¢in 10 kez seyreltildi (1X TAE).

10X TBE Tamponu

108 tris, 55 gr borik asit ve 7,5 gr EDTA, 800 ml steril damitilmig su iginde ¢oziildi.
Cozelti 1 litreye tamamlandi ve pH 8.0 olarak ayarlandi. Tampon sterilize edildi.

Kullanim i¢in saf su ile 10 kez seyreltildi.
2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin toplanmasi ve bakteriyel tanimlama

Bu calisgmaya Agustos 2016'dan Eylul 2019'a kadar Bagdat, Irak ve Kayseri,
Turkiye'deki ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 50 adet K.pneumoniae kokeni dahil
edilmigtir. Vitek-2 (biomeriux, Fransa) otomatize sistemi ile karbapenemlerden biri
veya birkagina direngli olarak tespit edilen izolatlar ¢alismaya alinmistir. Izole edilen
kokenlerin timui gliserol igeren boncuklu bakteri saklama tiplerinde (mikrobank) -80

°C’de saklanmugtir.
2.2.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Vitek-2 ile tanimlanan K. pneumoniae suslarinin antimikrobiyal duyarliliklar1 European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarina gore sivi
mikrodilisyon  yontemi ile arastiridldt  ve minimum antibiyotik  inhibitor

konsantrasyonlari (MIC) belirlendi (75).

Bu aragtirmada kullanilan klinik izolatlar1 test etmek ic¢in karbapenem grubu
antibiyotikler arasinda yer alan meropenem kullanildi ve ayrica kolistin duyarlili§ida es

zamanli olarak sivi mikrodiliisyon yontemiyle ¢aligildi.

2.2.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Tesbiti Icin Antibiyotik

Soliisyonunun Hazirlanmasi

Istenilen antibiyotik konsantrasyonuna ulasmak igin asagidaki formiil kullanilarak

hesaplama yapildi;
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e Meropenem ¢ozeltisinin hazirlanmast;
Konsantrasyon = 1280 pg/ml
Potens = 980 pg/ml

Voliim = ? ml

volim ml Xkonsantrasyon (pg/mkL)

Agirlik (mg) =

potens(pg/mg)
.. __agirlhik mg Xpotens (ug/mg)
Volim (ml)_ konsantrasyon(pg/mg)
10 x 980
Volu l =————
olum m 1280

Volim ml = 7.656 ml

10 mg meropenem 7.6 mL distile su ile ¢oziildi. Stok ¢ozelti caligma siiresine kadar
—20° C’ de muhafaza edildi. Istenilen konsantrasyona ulasmak igin stok ¢ozelti
mueller hinton broth ile 10 kez seyreltildi. 1 mL meropenem stok ¢ozeltisi 9 mL

mueller hinton broth ile seyreltilerek 128 pg/ml’lik son konsantrasyona ulagildi.
e Kolistin ¢ozeltisinin hazirlanmast,
Konsantrasyon = 1280 pg/ml

Potens = 731,71 pg/ml

Volim = ? mL
Voliim (ml): agirlik mg Xpotens (ug/mg)
konsantrasyon(ung/mg)
Voliim ml — 10 mg x 731,71(ug/mg)

1280 (ng/mg)

Volim ml = 5,716 ml
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10 g kolistin 5,716 mL steril su ile ¢ozuldi. Stok ¢ozelti kullanilana kadar —20° C’ de
saklandi. 1280 pg/ml konsantrasyona sahip olan kolistin ¢ozeltisi mueller hinton broth

ile 1:10 oraninda seyreltilerek 128 pg/ml’lik kullanilabilir son konsantrasyona ulagildi.
2.2.4. Diliisyon Testi i¢in Inokulum Hazirlanmas:

Tim izolatlar kanli agarda 18-24 saat 35 °C ‘de inkiibe edildi. Bakteri susuna ait
kolonilerden steril pamuk uglu ekiivyon ile bir miktar alinarak 2.5 ml steril serum
fizyolojik iginde sulandirildi. McFarland 0,5 degerine gore bakteri slspansiyonu
hazirland1 (2x10® CFU/ ml).

2x10° "7 mL degerine ulasabilmek igin hazirlanan siispansiyondan 100 ul ve 9.900 pl
(1:100) steril serum fizyolojik i¢inde sulandirildi. Son olarak bu stispansiyondan 0.5 mL
ve 4.5 mL Mueller Hinton broth ile 1:10 oraninda seyreltilerek 2x10° “*%/ mL

inokulumu hazirlandi.

2.2.5. Minimal Inhibitéor Konsantrasyon (MIK) Tesbiti Icin Plaklarm

Hazirlanmasi
MIK testi igin 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanildi.

1- 1Tlk siitun kuyucuklar digindaki tiim kuyucuklara 100 uL mueller hinton broth
aktarildi.

2- 100 pL meropenem stok ¢ozeltisi (128 pg/ml) ilk ve ikinci kolondaki tim
kuyucuklara eklendi.

3- Ikinci kolondan itibaren 11. kolona kadar diliie edilerek her 100 pL sonraki

kolona aktarildi. 12 numarali son kolon pozitif kontrol olarak kullanild1.
4- Her kuyucuga 100 pL inokulum siispansiyonu (2x10° <Y/ mL) eklendi.

5- Kuyucuklardaki meropenem konsantrasyonu agagidaki sekildeki gibi gosterildi.
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2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonu Wright ve arkadaglarinin kullandigi metoda gore gergeklestirilmistir
[76].

B-laktamaz (bla-VIM, bla-IMP, bla-KPC, bla-OXA-48, bla- CTXM, bla-TEM, bla-
GES, bla-NDM, bla-SHV) ve porin (OmpK35, OmpK36) gen bolgeleri PCR ile
cogaltilmigtsr

Karbapenemaz direng gen bolgelerinin amplifikasyonu, Tablo 2.3’te verilen reaksiyon
karisimi hazirlanarak ve Tablo 2.4°te belirtilen 1s1 profilleri kullanilarak T100 Thermal
Cycler (BIO-RAD) cihazinda gergeklestirildi. Kullanilan primerler Tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Tablo 2.2. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler

Gen Primer Primer dizilimi (5°-3’) Baglanma
sicakhgi
Karbapenemaz OXA F-TTGGTGGCATCGATTATCGG 58°C
R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
Karbapenemaz NDM F:TGGCAGCACACTTCCTATC 50°C
R:AGATTGCCGAGCGACTTG
Karbapenemaz KPC F:CTGTCTTGTCTCTCATGGCC 53°C
R:CCTCGCTGTACTTGTCATCC
Karbapenemaz VIM F:AGTGGTGAGTATCCGACAG 49° C
R:TCAATCTCCGCGAGAAG
Karbapenemaz IMP F:GTAAGTTTCAAGAGTGATGC 46° C
R:GAAGGTGTTTATGTTCATAC
Karbapenemaz GES F:TGCCATAGCAATAGGCGTAG 49° C
R:GTTTTGCAATGTGCTCAACG
B-Laktamaz SHV F-TCAGCGAAAAACACCTTG 46° C
R:TCCCGCAGATAAATCACC
p-Laktamaz | CTX-M-3 | FFCGCTTTGCCATGTGCAGCACC 52°C
R:GCTCAGTACGATCGAGCC
B-Laktamaz TEM F:CTTCCTGTTTTTGCTCACC 47° C
R:AGCAATAAACCAGCCAGC
Porin geni OmpK35 | FFGGATGGAAAGATGCCTTCAG 50°C
R:CATGACGAGGTTCCATTGTG
Porin geni OmpK36 | FFGGGAAGAATCGCACGAAATA 48° C

R:TCTTACCAGGGCGACAAGAG
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2.2.7. PZR Reaksiyonunun Optimizasyonu

PZR kosullari, her gen i¢in tek ve spesifik bant elde etmek tzere, farkli MgCl,
konsantrasyonlar1 kullanilarak optimize edilmistir. Ayrica spesifik olmayan ve zayif
bant veren bazi primerlerin baglanma (annealing) sicakligini optimize etmek igin

gradient PCR yapilmistir.

Tablo 2.3. Polimeraz zincir reaksiyon karigimi

Materyal Miktar
Sxmaster mix ready to load 4ul
(FIREPoI®)
Primer-F IuL (mol)
Primer-R Iul
DNA 2ul
Distile su 12uL

Her reaksiyon i¢in son hacim distile su eklenerek 20 puL’ ye ayarlandi.

PCR ile tarama yapildiktan sonra amplikon sentezlenmesi i¢in ayni 6¢rnneklerden 2 kat1

hacimde PCR karigimi hazirland1 ve dizileme i¢in gonderildi.
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Tablo 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1s1 profili ve dongii sayisi

Primer

Dongii Basamaklan

Dongii Sayisi

OXA
NDM
KPC
VIM

CTX-M-3

GES

IMP

OmpK35
OmpK36

TEM
SHV

Ik Denatiirasyon 94° C igin 5 dakika
Denattrasyon 94° C i¢in 30 saniye
Baglanma 49-58 ° C i¢in 30 saniye

Uzama 72° C i¢in 1 dakika
Son Uzama 72° C i¢in 10 dakika

Ik Denatiirasyon 94° C igin 45 saniye

Denattirasyon 94° C i¢in 45 saniye
Baglanma 52° C i¢in 45 saniye
Uzama 72° C i¢in 45 saniye

Son Uzama 72° C i¢in 10 dakika
Ik Denatiirasyon 95° C icin 2 dakika
Denattrasyon 95° C i¢in 30 saniye
Baglanma 49 ° C i¢in 60 saniye
Ilk Uzama 72° C igin 60 saniye
Uzama 72° C i¢in 5 dakika
Ik Denatiirasyon 94° C igin 30 saniye
Denattrasyon 94° C i¢in 30 saniye
Baglanma 46° C i¢in 40 saniye
Uzama 72° C i¢in 50 saniye
Son Uzama 72° C i¢in S5 dakika
Ik Denatiirasyon 94° C igin 10 dakika

Denattrasyon 94° C i¢in 30 saniye
Baglanma 48-50° C i¢in 30 saniye
Uzama 72° C i¢in 60 saniye

Son Uzama 72° C i¢in 10 dakika
Ik Denatiirasyon 94° C igin 10 dakika

Denattirasyon 94° C i¢in 30 saniye
Baglanma 46-47° C i¢in 1 dakika
Uzama 72° C i¢in 1dakika

Son Uzama 72° C i¢in 10 dakika

1

25

1
1

35

35

35

35
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2.2.8. PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ve Amplikon Dizilenmesi

PCR urtnleri %2,5’luk agaroz jel kullanilarak elektroforez yapilmugtir. Jel elektroforezi
sonuglart Biorad ChemiDoc MP Jel dokiimentasyon Sistemi, (Biorad, ABD) ile

goruntilenmigtir

Tim amplikonlar Illumina Miseq platform (Sugenomik Biyoteknoloji-Ankara) ile
dizilenmistir. Tim direng genlerinin ve porin genlerinin dizileri ikili hizalama ile sorgu
dizisi ile veri tabanindaki referans dizilerin anlamli bir uyusma gosterdigini belirlemek

i¢in Institute pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-

bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlist klebsiella seqdef&page=sequenceQuery) veri

tabaninda analiz edilmistir. Ayrica BIONUMERICS( version 8.0; applied maths, sint-
martens-latem, Belgium) yazilim programi ile direng genlerinin ve porin genlerinin

dizileri kullanilarak UPGMA kiimeleme analizi yapilmisgtir.
2.2.9. Plazmit Tiplendirmesi

Orneklerin plazmit profilleri ve replikon tipi tesbiti PZR bazli replikon tipleme kiti
(PBRT 2.0 kit-DIATHEVA, Italya) ile yapilmistir.

DNA izolasyonu, kaynatma metodu ile gergeklestirilmistir. PZR karigimi; 23.8 ul PZR
reaksiyon karigimi, 0.2 ul DNA polimeraz ve 1 ul DNA olacak sekilde hazirlanmigtir

Amplifikasyon kosullart;
On Denatiirasyon: 95° C’ de 10 dakika } 1 dongu
Denatiirasyon: 95° C’ de 60 saniye B
Baglanma: 60° C’ de 30 saniye — 30 dongi

Uzama: 72° C’ de 60 saniye =

Son uzama: 72° C’ de 5 dakika -1 dongi

Amplifikasyon sonrasi Plazmit tiplerinin belirlenmesi i¢in reaksiyon turiini
%?2,5’luk agaroz jelde yurutilmis ve Biorad ChemiDoc MP Jel Gortntileme

Sistemi ile gorintilenmistir.



3. BOLUM

BULGULAR
3.1 izolatlarin Tamlanmasi ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Calismaya dahil edilen tim ornekler biyokimyasal ozelliklerine gore ve otomatize BD
Phoenix M50 sistemi kullanilarak tanilanmistir. Klebsiella pneumoniae olarak tanilanan

50 izolat i¢in antimikrobiyal duyarlilik testi yapilarak diren¢ diizeyleri tespit edilmistir.

Turkiye ve Irak laboratuvarlarinda tanilanan K. pneumoniae suslarinin antimikrobiyal
duyarliliklar1 European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
onerileri dogrultusunda disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.  Ayrica Phoenix

otomatize mikrobiyoloji sistemi ile antimikrobiyal duyarliliklart dogrulanmustir.

Otomatize sistemlerde izolatlarin imipenem, meropenem, ertapenem veya bu
antibiyotiklerin birden fazlasina direngli olduklari tespit edilmistir. Ayrica, belirtildigi
gibi meropenem fenotipik direncini dogrulamak i¢in mikrodiliisyon yontemi ile
antibiyotik duyarlilik testi uygulanarak izolatlarin bu antibiyotiklere direnglilikleri ve

direng seviyeleri belirlenmigtir (Tablo 3.1).

Fenotipik metodlarla karsilastirildiginda 6zgulliigii daha yiiksek ve genotipik bir yontem
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile direngli K. prneumoniae suslarinin
karbapenem direng genlerinin profilleri tespit edilmistir. Caligmaya 25’1 Turkiyeden ve
25°i Iraktan olmak {izere toplam 50 6rnek dahil edilmistir. Orneklerin 42 tanesinin
meropenem veya diger karbapenemlere direngli, 8 tanesinin ise meropeneme duyarli

olduklar1 tespit edilmistir.
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39 | 32 >8 0,125 <=1 IMP >8R YARA Irak 2019
40 | 32 >8 0,06 <=1 IMP >8R IDRAR Irak 2019
43 | 32 >8 0.5 <=1 ERT >8R DERI Tirkiye | 2019
SURUNTUSU
44 | 32 >8 0.25 <=1 IMP 8 INTER DERI Tirkiye | 2019
SURUNTUSU
45 | 64 0.125 <=1 ERT >8R DERI Tirkiye | 2019
>8 SURUNTUSU
46 | 32 0.06 <=1 IMP R SOLUNUM Tirkiye | 2019
>8 SISTEMI
47 | 32 0.06 <=1 IMP 8 INTER DERI Tirkiye | 2019
>8 SURUNTUSU
48 | 16 16 >4 IMP 8 INTER YARA Tirkiye | 2019
>8
49 | >64 0.06 <=1 ERT >16 R DERI Tirkiye | 2019
>8 SURUNTUSU
50 | 32 >8 2 >4 IMP 8 INTER KAN KULTURU [ Tuarkiye [ 2019
51 | 64 >8 0.125 <=1 IMP>16R BALGAM Tirkiye | 2019
53 | 16 <=0.125 1 <=1 IMP 21 IDRAR Irak 2018
62 | 0.06 <=0.125 0.06 <=1 IMP <=1 IDRAR Irak 2018
65 | 0.06 <=0.125 0.06 <=1 IMP <=0.25 KAN KULTURU | Irak 2018
67 | 0.06 <=0.125 0.06 <=1 ERT <=0.25 SOLUNUM Irak 2018
SISTEMI
68 | 0.06 <=0.125 0.06 <=1 ERT <=0.25 KAN KULTURU | Irak 2016
70 | 0.06 <=0.125 0.06 <=1 ERT <=0.25 BALGAM Irak 2016
73 | 32 >8 32 >4 IMP 8 R BALGAM Tirkiye | 2016
0.06 0.06 Negatif kontrol E.coli Turkiye
ATCC®
25922™
8 4 Pozitif kontrol K.pneumoniae Turkiye
ATCC®

BAA-1705™
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K. pneumoniae ¢ogunlugu idrar 6rneklerinden (%32) izole edilmistir. Bunlari, %18 ile

kan ornekleri ve %14 ile yara kiltirt izlemistir (Sekil 3.1)

Hidrar BMkan Myara MBkulaksirlintlisii Mbalgam ™ solunum yolu 6rnekleri B cilt slirlintiisi

Sekil 3.1. Izolatlarin érnek dagilimlar.

Izolatlarin MIC degerleri, otomatize sistem (Phoenix) ile bulunan duyarlilik degerleri ve
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) klinik sinir
degerleri [81] kullamlarak BIONUMERICS veri tabaninda antibiyotik direng profili
olusturulmustur. Kirmizt alan direnci (R) yesil kisimlar duyarlilig1 (S) gostermektedir.
(Sekil 3.2)



37.5,

14.3

40

62.5

75.0, .
32

Sekil 3.2. Antibiyotik direng profili (Bionumerics 8.0 versiyon)
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8.0001KPO04
8.0001KPO0OS
8.0001KPO06
8.0000KP008
8.0000KP009
8.0001KP012
8.0001KP0O14
8.0001KP016
8.0001KP0O17
8.0001KP0O18
8.0001KP021
8.0001KP023
8.0001KP025
8.0001KP026
8.0001KP027
8.0001KP029
8.0001KPO30
8.0001KP031
8.0001KP033
8.0001KP0O34
8.0001KPO35
8.0001KPO36
8.0001KPO39
8.0001KP040
8.0001KP043
8.0001KP044
8.0001KP045
8.0001KP046
8.0001KP047
8.0001KP049
8.0001KPO51
8.0000KP007

27
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3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclari

Caligmaya dahil edilen 50 Klebsiella pneumoniae izolatinin (%50’si Kayseri/Turkiye,
%50’s1 Bagdat/Irak) tamaminda OmpK35, OmpK36 genleri PCR ile ¢ogaltilmig ve
beklenilen boyutta bant tretmistir. Caligilan suglarin 35’inde (%70) TEM geni, 25’inde
(%50) NDM geni, 16’sinda (%35) GES geni, 20’ sinde (%40) OXA geni, 17 sinde
(%34) SHV geni, 2’sinde (%4) KPC geni varlig1 saptanmistir.

VIM, IMP, CTX-M genlerine 6zgil primerler kullamilarak yapilan PZR sonucu 50
Klebsiella spp. izolatinin higbiri pozitif sonug vermemistir. PCR sonucu elde edilen

veriler Tabl 3.2” de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Bu ¢alismada kullanilan Klebsiella pneumoiae suslarina ait genlerin PCR’a

dayal1 direng genleri profili

1D Yil Sehir/Ulke OXA | KPC NDM IMP | GES | SHV TEM | CTX- | OmpK35 | OmpK36
M-3
1 | 2018 | Kayseri/Tirkiye 4 + + +
2 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + + +
3 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye + + +
4 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + +
5 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye + +
6 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + + + +
7 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + +
8 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + + + +
9 | 2018 | Kayseri/Tiirkiye 4 + +
11 | 2018 = Kayseri/Tirkiye + + +
12 | 2018 = Kayseri/Tirkiye 4 + + +
13 | 2018 = Kayseri/Tirkiye 4 + + +
14 | 2018 = Kayseri/Tirkiye 4 + + + +
15 | 2018 = Kayseri/Tirkiye 4 + + + +
16 | 2018 = Kayseri/Tirkiye 4 + + + + +
17 | 2016 = Bagdat/Irak = n + +
18 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + + +
19 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + +
20 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + +
21 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + + + +
23 | 2016 Bagdat/Irak 4 + +
25 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + +
26 | 2016 Bagdat/Irak 4 + +
27 | 2016 Bagdat/Irak 4 + + + +
29 | 2016 Bagdat/Irak + +
30 | 2016 Bagdat/Irak + +
31 | 2016 Bagdat/Irak + +
32 | 2016 Bagdat/Irak + + +
33 | 2016 Bagdat/Irak + + T
34 | 2016 Bagdat/Irak + + +
35 | 2016 Bagdat/Irak + + +
36 | 2016 Bagdat/Irak + + T
39 | 2016 Bagdat/Irak + + T
40 | 2016 Bagdat/Irak 4+ + +
43 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + + + +
44 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ T + +
45 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + + T
46 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + +
47 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ T + +
48 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + +
49 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + T
50 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + T
51 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + T
53 | 2019 Bagdat/Irak 4+ + + +
62 | 2019 Bagdat/Irak + T
65 | 2019 Bagdat/Irak T T
67 | 2019 Bagdat/Irak + + + +
68 | 2019 Bagdat/Irak T T
70 | 2019 Bagdat/Irak + + + +
73 | 2019 | Kayseri/Turkiye 4+ + + T
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VIM, IMP, CTX-M genlerine 6zgul primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda

Turkiyeden elde edilen 25 Klebsiella spp. izolatinin higbiri pozitif bulunmamistir.
Calisilan 25 susun 21° inde (%84) TEM geni, 19 unda (%76) OXA geni, 11° inde
(%44) GES geni, 10’unda (%40) SHV geni, 8 inde (%32) NDM geni, 2’ sinde (%8)

KPC geni varlig1 saptanmistir (Tablo 3.3)

Tablo 3.3. Bu calismada kullanilan Turkiye’den izole edilen Klebsiella pneumoiae

suglarina ait genlerin PCR’a dayali direng genleri profili

ID Yil Sehir/Ulke OXA  KPC NDM GES SHV TEM
1 2018  Kayseri/Turkiye + +
2 2018 Kayseri/Turkiye 4 4 4 +
3 2018 Kayseri/Turkiye 4 +
4 2018 Kayseri/Turkiye 4
5 2018 Kayseri/Turkiye 4 + +
6 2018 Kayseri/Turkiye + + + +
7 2018 Kayseri/Turkiye 4 +
8 2018 Kayseri/Turkiye 4 + +
9 2018 Kayseri/Turkiye 4 +

11 2018 Kayseri/Turkiye 4 +

12 2018 Kayseri/Turkiye 4 4 +

13 2018 Kayseri/Turkiye 4 +

14 2018 Kayseri/Turkiye 4 + +

15 2018 Kayseri/Turkiye 4 T + +

16 2018 Kayseri/Turkiye + T 4 +

43 2019 Kayseri/Turkiye 4 T + +

44 2019 Kayseri/Turkiye 4 +

45 2019 Kayseri/Turkiye 4 T + +

46 2019 Kayseri/Turkiye + 4 +

47 2019 Kayseri/Turkiye 4 +

48 2019 Kayseri/Turkiye 4 4 +

49 2019 Kayseri/Turkiye + + +

50 2019 Kayseri/Turkiye + + +

51 2019 Kayseri/Turkiye 4 4 T +

73 2019 Kayseri/Turkiye 4 +

OmpK35

4

4

OmpK36
+

4
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Irak’tan izole edilen 25 Klebsiella pneumoiae sugunun tamaminda OmpK35, OmpK36

genleri PCR ile ¢ogaltilmig ve beklenilen boyutta bant tretmistir. KPC, VIM, IMP,

CTX-M genlerine 6zgul primerler kullanilarak yapilan PCR sonucu 25 Klebsiella spp.

izolatinin higbiri pozitif bulunmamistir. Caligilan 25 susun 17°sinde (%68) NDM geni,
147tinde (%56) TEM geni, 7’sinde (%28) SHV geni, 5’inde (%20) GES geni, 1’inde
(%4) OXA geni varlig1 saptanmustir (Tablo 3.4)

Tablo 3.4. Bu ¢aligmada kullanilan Irak’tan izole edilen Klebsiella pneumoiae suslarina

ait genlerin PCR’a dayal1 direng genleri profili

ID Yil Sehir/Ulke OXA NDM GES SHV TEM OmpK35 OmpK36
17 2016 Bagdat/Irak 4 + + +
18 2016 Bagdat/Irak + + + + +
19 2016 Bagdat/Irak + + + +
20 2016 Bagdat/Irak + + + + +
21 2016 Bagdat/Irak + + + + + +
23 2016 Bagdat/Irak + + +
25 2016 Bagdat/Irak 4 + + +
26 2016 Bagdat/Irak + + +
27 2016 Bagdat/Irak 4 4 + + +
29 2016 Bagdat/Irak + +
30 2016 Bagdat/Irak + +
31 2016 Bagdat/Irak + +
32 2016 Bagdat/Irak + + +
33 2016 Bagdat/Irak + + 4
34 2016 Bagdat/Irak + + + +
35 2016 Bagdat/Irak + + + +
36 2016 Bagdat/Irak 4 + +
39 2016 Bagdat/Irak + + +
40 2016 Bagdat/Irak + + +
53 2019 Bagdat/Irak + 4 + + +
62 2019 Bagdat/Irak + + +
65 2019 Bagdat/Irak + + + +
67 2019 Bagdat/Irak 4 + + + +
68 2019 Bagdat/Irak 4 4 + +
70 2019 Bagdat/Irak 4 4 + + +
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3.3. Amplikonlarin Dizilenmesi ve Dizilerin Veri analizi

PCR amplifikasyon iiriinleri, yeni nesil dizileme metodu ile [llumina/Miseq teknolojisi
ile dizilenmistir. Amplikonlarin fastA dosyalarinin veri analizi Institut Pasteur web
sitesinde gerceklestirilmistir. Institut Pasteur veri tabaninda referans dizilerle

karsilagtirilmasi sonucu beta-laktamaz genleri tanimlanmigtir.

Tablo 3.5. Caligmada kullanilan izolatlarin sekans tipleri [82] ve antibiyotik direng geni

profili

) o

o o
1 OXA-48 TEM-1 + +
2 OXA-48 GES-20 TEM-1 + +
3 OXA-232 TEM-171 + +
4 KPC-2 + +
5 GES-20 TEM-1 + +
6 OXA-48 GES-20 TEM-1 + +
7 OXA-48 SHV-244 + g
8 OXA-48 SHV-167 | TEM-145 + +
9 OXA-48 TEM-1 + +
11 GES-20 | SHV-244 + o
12 OXA-48 GES-20 TEM-1 + +
13 KPC-2 SHV-244 + +
14 SHV-244 | TEM-1 + +
15 OXA-48 GES-20 SHV-244 TEM-1 + +
16 GES-20 SHV-244 TEM-1 + +
17 TEM-1 + +
18 GES-20 TEM-1 + +
19 TEM-183 + +
20 SHV-60 TEM-1 + +
21 GES-20 SHV-244 TEM-1 + +
23 + +
25 TEM-1 + +
26 + +
27 GES-20 TEM-1 + +
29 + +
30 + +
31 + +
32 TEM-1 + +
33 TEM-1 + +
34 TEM-1 + +
35 TEM-1 + +
36 SHV-253 + +
39 + +
40 + +




a3 S oxa4s GES20 | SHV-244 | TEM-1 - -
44 - OXA-48 TEM-1 - -
45 - OXA-48 GES-20 | SHV-244 | TEM-1 - -
46 - OXA-48 SHV-244 | TEM-1 - -
47 - OXA-48 TEM-1 + +
48 - OXA-48 NDM-1 TEM-1 - -
49 - OXA-48 NDM-5 TEM-1 - -
50 - OXA-48 GES-20 TEM-1 - -
51 - OXA-48 NDM-1 GES-20 TEM-1 - -
53 - OXA-48 NDM-1 TEM-1 - -
62 - SHV-89 + +
65 - SHV-244 | TEM-1 - -
67 - NDM-1 SHV-244 | TEM-1 - -
68 - NDM-1 GES-20 o o
70 - NDM-1 GES-20 | SHV-244 + +
73 - OXA-48 TEM-1 + +
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Bu c¢aligmada kullanilan Klebsiella pneumoiae suslarinin daha 6nce bir tez kapsaminda

yapilan MLST caligmasind, Institute pasteure veri tabaninda 7 housekeeping geninin

dizileri referans dizilerle karsilagtirilarak izolatlarin sekans tipleri belirlenmigtir [82].

Calisilan izolatlarin 26’simin ST15 dizi tipine sahip oldugu belirlenmistir. Bu 26 izolatin

16’s1 Turkiye 10 tanesi Irak 6rnekleridir. Ayrica 7 izolatin (8,17,20,26,34,35,65) allelik

kombinasyonlar1 ve Sekans tipi belirlenememigtir [82].

OXA pozitif 20 izolatin 19 tanesi OXA-48 tiirii olarak belirlenmistir. Bunlarin
18 tanesi Turkiye ve 1 tanesi Irak orneklerine aittir. Tirkiye’deki hastalardan

izole edilen tek izolatin ise OXA-232 igerdigi belirlenmistir.

Turkiye izolatlarindan olan 4 ve 13 numarali 6rneklerin KPC pozitif olduklari
saptanmigtir. Bu orneklerin ikiside KPC-2 genine sahip olup bunlarin daha 6nce
ayni sekans tipine (ST 307) sahip olduklar1 bir tez ¢aligmasinda belirlenmigtir
[82].

25 izolatta bulunan NDM geninin 22 tanesi NDM-1 beta-laktamaz oldugu
belirlenmigtir. Bunlardan 17 tanesi Irak oOrneklerine 5 tanesi ise Turkiye
orneklerine aittir. Farkli sekans tiplerinde NDM-1 geni mevcut iken Turkiyeye
ait iki oOrnekte tespit edilen NDM-5 geni ST16 tipine sahip bakterilerde
gorulmugtir. NDM-2 Turkiye’ye ait tek bir izolatta tespit edilmistir.



34

e STI15 sekans tipine sahip 16 ornekte gorilen GES geninin tamami GES-20
olarak karakterize edilmigtir. Bunlarin 11 tanesi Turkiye ve 5 tanesi Irak

izolatlarindandir.

e SHV-244 geni toplamda 13 ornekte tespit edilmistir (9 Turkiye ve 4 Irak). Diger
4 izolat farkli sekans tiplerine ve farklt SHV tirlerine sahiptir (SHV-167, SHV-
60, SHV-253, SHV-89).

e En yiksek frekansta saptanmis olan TEM beta laktamaz geninin 32 tanesi TEM-
1 olarak belirlenmigstir. (19 Turkiye ve 13 Irak). Diger 2 tanesi TEM-171, TEM-
145 tagimakta olup Tirkiye izolatlarindandir. TEM-183 geni saptanan tek 6rnek

Irak izolatidir.

e Porin genlerinin dizi analizi ile elde edilen verilere gére OmpK35 ve OmpK36
genlerinin varligr tiim izolatlarda tespit edilmistir. Ancak tim OmpK36

dizilerinde stop kodonlar1 oldugu gorilmistiir.

Izolatlar arasindaki genetik iliskiyi ve gen aligverisini tespit etmek igin tiim direng
genlerinin dahil edildigi bir dendrogram yapilmistir (Sekil 3.3). En ust dalda bulunan
Turkiye izolatlarindan (1, 73, 12, 44, 46) olup, ayni sekans tipine (ST15) sahip olduklar1
daha once yapilan bir tez caligmasinda belirlenmigtir [82]. Ayrica bu izolatlar ortak
olarak OXA ve TEM genlerine sahiptir. Bu gruba en uzak en alttaki dalda ise yine
Turkiye izolatlarindan olan 4 ve 13 numarali 6rnekler KPC genine sahip olup, ayni
sekans tipine (ST307) sahip olduklar1 daha once yapilan bir tez caligmasinda
belirlenmistir [82]. Ayni grupta yer alan Irak izolatlarindan 39, 40 ve 70 numarali
ornekler ortak NDM geni tagirlar ve ayni sekans tipine (ST15) sahip olduklar:1 daha 6nce

yapilan bir tez ¢aligmasinda belirlenmistir [82].

Ompk35 ve OmpK36 porin genlerinin dizileri kullanilarak yapilan analizin (Sekil 3.4)
ilk hattinda yer alan 26 adet izolat (1, 2, 5, 6, 7, 11, 12, 15, 16, 18, 21, 27, 31, 32, 33,
39, 40, 43, 44, 45, 46, 50, 51, 68, 70, 73) baska bir tez caligmasinda ayni sekans tipine

(ST15) sahip oldugu ve housekeeping genleri ile yapilan filogenetik agacta bu
izolatlarin yine ayn1 dal iizerinde yer aldig1 belirlenmistir. Bu 26 izolatin 16” s1 Turkiye

10 tanesi Irak 6rnekleridir [82].
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3.4. Plazmid Tiplemesi

Calisma i¢in secilen 25 Klebsiella pneumoniae susunun antimikrobiyal direngten
sorumlu plazmidlerinin dagilimmni ve sikligin1 arastirmak i¢in Plazmid bazli replikon
tipleme (PBRT 2.0 kit-Diatheva, Italya) kiti kullanilmistir. Plazmid Bazli Replikon
Tiplemesi ve amplikon buytiklikleri agagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo3.4).

Tablo 3.6. Izolatlarin plazmid bazli replikon tipleri ve molekiiler biiyiikliikleri

Escherichia coli

L IncL. Klebsiella pneumoniae pOXA-48 854

IncIly S.enterica typhimurium R621a

R belirsiz Klebsiella pneumoniae Pk245 248

FIB KN IncFIlk Klebsiella pneumoniae pKPN-IT 631
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Calisilan 14 replikonun tamami Klebsiella spp. suslarinda tesbit edilmigtir. 25
Klebsiella Pneumoniae izolatlarinin tiimiinde birden fazla plazmid replikonu tespit
edilmistir. Orneklerin en az 3 plazmid en fazla 9 ayr1 plazmid tasidiklar1 goriilmiistiir.
PBRT testi ile 25 sustan 24’intn 11y (Inclly) tasgidiklari, 20°sinin FIIk (IncFlIIk), 18
‘inin A/C (Inc A/C) ve en az HI2(IncHI2) plazmidlerini tagidiklart belirlenmistir.

Tablo 3.7. Izolatlarin tagidiklar1 plazmid tipleri

ID H2 M 12 FIB L X3 Ily A/IC R FIk FIBKN FIBKQ HIB-M FIB-M

1 + + o+ 4+

2 + + o+ o+ o+ +

3 + + + + + +
4 + o+ + 4+ + + +

6 + + o+ o+

8 + + o+ + +

13 + o+ + 4+ + + +

15 + + o+ + o+ o+

17 + + + o+ + +

19 + + 4+ +
23 + o+ + 4+ + + + + +
26 + o+ + o+ + + + +
29 + o+ + + o+ + +
30 + + +

31 + |+ + + 4+ o+ + +

33 + + | + + + +

34 + + o+ + +

= + + + + +

36 + + | + +
43 + + + + + + +
45 + + + + + +
43 + + + + o+ o+
49 + + + +
51 + + | + + +



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Karbapenemler, ¢oklu ilaca direngli Gram negatif bakterilerin etkilerine karst kullanilan
son segenek beta-laktam antibiyotiklerdir. Fakat 1980°li yillardan sonra diinyada hizla
yayilan geniglemis spektrumlu beta-laktamaz enzimleri nedeniyle karbapenemlerin
kullanim miktar1 ¢ok fazla artmigstir. 1990’11 yillarin basindan itibaren plazmid kaynakli

karbapenem hidrolize eden enzimler tanimlanmaya baglanmigtir [91-92].

Ulkemizde son yillarda yapilan calismalarda en ¢ok saptanan direng geninin OXA
oldugu ortaya konmustur ve bununla birlikte NDM geni artis1 dikkat ¢ekici bulunmustur
[93]. Gram-negatif bakterilerdeki karbapenem direnci, beta-laktamaz tiretiminin, efluks
pompalarinin ekspresyonunun, porin kaybinin ve PBP'lerde degisikliklerin sonucu
olabilir. Karbapenem benzeri bilesiklerde dahil olmak Uzere beta-laktamlar, cesitli
bakteri ve mantarlarin dogal irtinleri oldugundan, hayatta kalmak i¢in kendi i¢ beta-
laktamazlarini Gretmeye bagladiklar1 varsayilmaktadir [63-85]. Direncin bu evriminden
bir sonraki adim, karbapenemaz kodlayan genlerin mobil genetik elemanlara
(plazmidler, transpozonlar) kagmasiydi ve bu da direng genlerinin farkli cinsler arasinda

bile bagaril1 bir sekilde yayilma olasiligini saglamigtir [86].

Kahraman ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada RT-PCR yontemi ile 100
K.pneumoniae izolatinin 45’inde blaOXA-48 benzeri gen bolgesi pozitif saptanmus,
OXA-48 varyantlarini belirlemek i¢in pozitif bulunan 45 izolat HRMA yontemi ile
degerlendirilmistir. Sonrasinda dizi analizi ile 41 (%91.2) izolatin aynm1 baz dizilimine
sahip olan blaOXA-48/blaOXA-245 gen bolgelerini igerdigi, ikiser (%4.4) izolatin
blaOXA-181 ve blaOXA-244 gen bolgelerini i¢erdigi tespit etmiglerdir [83].

Samasti ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada ise: Karbapenem direngli suslarda blaOXA-

48 pozitifligi %55, blaNDM-1 pozitifligi %37,4, blaKPC ve blaVIM-1 pozitifligi %1,1
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olarak tespit edilmistir. Toplam 10 susta farkli diren¢ genlerinin birlikteligi tespit
edilmigtir. Caligmaya dahil edilen suslarin 73’tinde klonal iligkiye bakilmig olup 16
farkli grup saptanmustir. Yirmi sus ise baska hi¢bir sus ile klonal olarak iliskili
bulunmamuistir. Karbapenem direncine neden olan en yaygin direng geni ise Turkiye’de

endemik oldugu bilinen blaOXA-48 geni oldugu kanisina varilmigtir [84].

Lee ve arkadaglarinin yaptigi calisma ile NDM-1 ilk kez K. pneumoniae ST15'te tespit
edilen Asya tlkelerinin izolatlarinda tanimlamistir [78]. Rimrang ve arkadaglart NDM-

I’in genellikle GSBL genleri ile birlikte bulundugunu belirtmistir [79].

Duin ve Doi’nin yaptig1 ¢calisgmada KPC ABD’de en ¢ok rastlanan direng geni oldugu
tespit edilmis. Yunanistan ve Italya gibi Avrupa ilkelerinde de yaygin olarak
gozlenmistir. NDM-1’in ise Hindistan basta olmak iizere, Danimarka, polonya gibi

Avrupa ulkelerindede siklig1 yiiksek olarak nitelendirilmigtir [9].

Su ve arkdaslarinin tlkemizde yaptigr c¢aligmada, 152 karbapenem direngli izolatin
113'ande (% 74,3) en az 1 karbapenemaz geni tespit edilmistir. OXA-48 (% 69.7) en
yaygin karbapenemaz olarak bulunmus ve bunu ardindan VIM, NDM ve IMP izlemistir,
test edilen izolatlarin higbirt KPC-pozitif saptanamamuistir. Seksen alt1 izolatta (% 56.6)
CTX-M ve 65 izolatta hem OXA-48 hem de CTX-M tespit edilmistir. Enterobacterales

karbapenemaz tretiminin yillar i¢inde 6nemli 6lgiide arttigint savunmuglardir [88].

Villa ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, K. pneumoniae ST307, son bes yil i¢inde
diinya ¢apinda ortaya ¢ikmasindan bu yana yaygin yiiksek riskli ve klinik olarak uygun
klonlardan biri olmaya aday gosterilmistir. K. pneumoniae ST307 soyu genellikle
kapsilli oldugu, kompleman aracili 6ldirmeye karsi daha yiksek direng gosterdigi,
yeni virtlans dizilerine sahip oldugu ve KPC kodlayan plazmidlerle iligkili oldugu

saptanmustir [77].

Calismamizda Klebsiella pneumoniae suslarinin arasinda en az rastlanilan ST307
sekans tipine ait 2 izolatta gorilen KPC (%4) genidir. KPC pozitif saptanan drnekler
Turkiye-Kayseri’ den izole edilmistir. Bu iki izolatin tagidig1 plazmid tiplerinin de ayni

oldugu tespit edilmistir.

Bizim c¢alismamizda Klebsiella pneumoniae suslari arasinda en sik rastlanilan

karbapenemaz geni NDM geni olmustur. 25 (%50) izolatta bulunan NDM genlerinin
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%48’1 ST15 sekans tipine aittir. Bunlardan 17 tanesi Irak oOrneklerine 8 tanesi ise

Turkiye orneklerine aittir.

OXA geni Orneklerimizin %40’ inda tespit edilmistir. Ancak, Turkiye’ye ait 25
Klebsiella pneumoniae sugunun 19 unda (%76) OXA geni saptanmis ve Turkiye suslart
arasinda en ¢ok rastlanilan karbapenemaz geni olmustur. ST15 sekans tipine sahip 16
(%32) susta gorilen GES geninin tamami GES-20 olarak karakterize edilmistir.
Bunlarin 11 tanesi Turkiye ve 5 tanesi Irak izolatlarindandir. Calisilan suslar icinde IMP

ve VIM tiri karbapenemaz enzimlerine rastlanilmamaigtir.

GSBL dureten suglardan ilk olarak tesbit edilen beta-laktamaz TEM [-laktamazlaridir.
TEM p-laktamaz ilk olarak yunanistanda bir hastadan izole edilen E. coli susunda

saptanmigtir. Daha sonra yapilan bir¢ok caligmada tespit edilmistir [94].

Oksiiz ve ark. [96] yapmuis oldugu bir ¢alismada K. pneumoniae suslarinda TEM, SHV
ve CTX-M p-laktamaz genleri PCR yontemi ile arastirilmistir. K. prneumoniae
suslarinda B-laktamaz oranlart TEM % 64.3, SHV % 92.9, ve CTX-M % 64.3 olarak

bulunmustur.

Esen ve ark. [95] yaptiklar1 ¢alismada 83 K. pneumoniae susunda % 69.9 TEM, % 59

oraninda SHV genlerini saptamislardir.

Feizabadi ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligma fenotipik dogrulama testi ile K. pneumoniae
oldugu tespit edilen GSBL kodlayan genlerin prevalansi su sekilde bulunmustur:
blaTEM% 54 (n = 48), blaSHV% 67,4 (n = 60), blaCTX-MI % 46,51 (n = 40) ve
blaCTX-M-II1% 29 (n = 25). Blacrx-m-n1 ve blacrxmv tespit edilememis. Tiim blaTEM
tipleri blaTEM-1 olarak karakterize edilmis ve tim blaCTX-M-I blaCTX-M-15 olarak
tanimlanmistir. SHV tipleri SHV-5, SHV-11 ve SHV-12 olarak karakterize edilmistir
[85].

Tawfik ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada % 89,1't SHV,% 70,9'u TEM ve% 36,40
CTX-M ireten K. pneumoniae suslart bulunmustur. K. pneumoniae SHV-12'nin hakim
oldugu gorilmus ve CTX-M-15'in Suudi Arabistan'da ortaya ¢ikist vurgulanmigtir [89].
Zaniani ve arkadaslarinin Iran’da yaptig1 calismada ise K. pneumoniae'nin % 56.1'inin
GSBL iirettigini bulunmustur. Izolatlarda bulunan SHV ve TEM siklig1 sirastyla% 14.4
ve % 20.6 olarak kayda gegmistir [90].
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Bizim ¢alismamizda, K. pneumoniae suslarinda %70 oraninda TEM beta laktamaz geni
saptanmigtir. 32 tanesi TEM-1 olarak belirlenmistir. (19 Turkiye ve 13 Irak). Diger 2
tanesi TEM-171, TEM-145 tagimakta olup Turkiye izolatlarindandir. TEM-183 geni
saptanan tek ornek Irak izolatidir. SHV p-laktamaz geni orami %34 (n=17) olarak
saptanmistir. SHV direng geni saptanan 17 K. pneumoniae susunun 10 u Tirkiye 7° si
Irak izolatlarina aittir. CTX-M genlerine 6zgul primerler kullanilarak yapilan PCR

sonucu 50 Klebsiella spp. izolatlarinin higbiri pozitif bulunmamaistir

Clancy ve arkadaglart; porinler, beta-laktamlarin ve diger molekillerin periplazmik aktif
bolgelere gecisine izin veren dig zar kanallaridir. Karbapenem kullanimi, K
pneumoniae mutantlarinin olusumunu tetikleyerek major dig membran porinleri olan
OmpK35 ve/veya OmpK36 ‘nin kaybina (gen ekspresyonundaki azalma) yol
acabilmektedir. OmpK36 mutasyonlar1 ile baglantili olarak yiksek karbapenem
MiK'leri gériildigiinii ve bu olusan mutasyonlar porin kanalini degistirebilir ve

karbapenem alimini azaltabilir oldugu tespit edilmistir [80].

Calismamizda yiiksek MIK degerlerine sahip olup fakat direng genleri tespit edilemeyen
t¢ izolat bulunmaktadir (29,30,31). Irak’tan elde edilen bu izolatlarda porin
mutasyonlarinin olabilecegi dustinilmustiir. Ayrica bu izolatlarin en az ti¢ farkli en fazla

yedi farkli plazmid icerdikleri tespit edilmisgtir.

Unlii ve arkadaslar yaptiklari calismada, gen transferi farkli bakteriyel suslar1 arasinda
antimikrobiyal diren¢ belirleyicilerinin yayilmasi i¢in ana mekanizma oldugunu ve
genellikle plazmidler igerdigini, ancak plazmidler tiim enterik bakterilerde ayni
frekansta bulunmadigini, baz1 plazmidlerin sadece bazi suslarda yitksek frekansa sahip
olabilecegini belirtmiglerdir [87].

Zhou ve arkadaglarinin yaptigi ¢caligmada, PBRT analizi ile izolatlarin ¢gogunda IncR (%
66.0) ve IncFII (% 64.9) replikon tiirlerinin varligini gosterilmis, bunu IncFIB (% 46.4)

ve IncX3 (% 16.5) takip etmistir. K. pneumoniae'de baskin replikon tipleri IncFII ve
IncR bulunmustur [97].

Barbadoro ve arkadaglarini yaptigi ¢calismada, plazmid tiplemesi yapilan K. pneumoniae

suslarinda goriilen en yaygin replikon tipleri FIIK, FIB KQ olarak bulunmustur [98].

Bizim ¢aligmamizda, 14 replikonun tamami Klebsiella spp. suslarinda tesbit edilmistir.

25 Klebsiella Pneumoniae izolatlarinin tiimiinde birden fazla plazmid replikonu tespit
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edilmigtir. PBRT testi ile 25 sustan 24 tntn 11y (Inclly), 20’sinin FIlk (IncFIIk) ve 18

‘inin A/C (Inc A/C) replikonlarini tagidigi goralmistur.

Bu Calismada elde ettigimiz bulgular tilkemizdeki ve orta dogu tlkeleri ile verilerle
benzerlik gostermektedir. Farkliliklarin ise antibiyotik direng profilinin degismesi veya
cografi nedenlerden oldugu disinilmektedir. Literatiire ve g¢aligmamiza bakildiginda

orta dogu tilkelerinde antibiyotik direncinin artig gosterdigi soylenebilir.

4.2.Sonu¢ ve Oneriler

2016 ve 2019 tarihleri arasinda c¢esitli klinik orneklerinde ureyen Klebsiella spp.
Izolatlarinda fenotipik testler sonucu 42 meropenem direngli ve 8 meropenem duyarli
toplam 50 ornegin (25 Turkiye, 25 Irak) beta-laktamaz genleri ve plazmid igerigi
molekiiler yontemler ile karakterize etmek amaciyla yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda

asagidaki veriler elde edildi.

e CTX-M, TEM, SHV, OXA, GES, VIM, KPC, NDM ve IMP GSBL direng
genleri ve OmpK35, OmpK36 porin genleri ¢aligilmigtir.

e K pneumoniae suslarinda B-laktamaz gen oranlart TEM %70, NDM %50, OXA
%40, SHV %34, GES %32, KPC %4, oraninda bulunmustur.

e Caligmamizda VIM, IMP ve CTX-M genlerine rastlanmamaigtir.

e OmpK35 ve OmpK36 porin genleri ise suglarin tamaminda beklenilen

buyuklikte amplikon Giretmigtir ve dizi anali,ziyle dogrulanmigtir.

e Karbapenemlere direngli olup herhangi bir direng geni saptanmayan 3 susta
karbapenem direncinden sorumlu mekanizmanin porin kaybi ile birlikte

olabilecegi dusiinilmugtir.

e 25 Klebsiella Pneumoniae izolatlarinin timiinde birden fazla plazmid replikonu

tespit edilmistir

Karbapenem direngli izolatlarin birden fazla karbapenemaz kodlayan gen ile direng
geligtirebildikleri tespit edilmigstir. Suslar arasindaki iligkinin incelenmesi i¢in PFGE
gibi daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica dig zar proteini (OMP) analizi

yapilmasida direngmekanizmasint belirlemek i¢in faydali olacaktir. Bu ¢aligmada



44

Klebsiella pneumoniae suglarinda karbapenem direnci molekiler yontemlerle
arastirllmig  ve plazmid tipleri belirlenmistir. Ancak bu dirence sebep olan
effluks(pompa) sistemlerinin aragtirilmasi, protein profillerinin kargilastirllmast bu
calisma kapsamina dahil edilememis olmasi arastirmamizin eksiklikleri olarak

gorilebilir.
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