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OZET
Klebsiella pneumoniae morbidite ve mortaliteden en ¢ok sorumlu tutulan ve
hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen Klebsiella tiiriidiir. Beta laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta laktamaz enzim iiretimi
basta Klebsiella pneumoniae olmak iizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en 6nemli
diren¢ mekanizmalarindan birisidir. Enzimatik yolla olusan bu direncin yam
sira son yillarda diren¢ gelisiminde atim pompa sistemleri 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada Eyliil 2013-Temmuz 2015 tarihleri arasinda 100
farklh hastanin cesitli klinik orneklerinden izole edilen 100 GSBL iireten
Klebsiella pneumoniae izolatimn ¢oklu ila¢ direncinde rol alan acrA, ketM,
kdeA, kexD ve kpnEF pompa genlerinin antibiyotik direncindeki etkinliklerinin
arastirllmas1 amaglanmistir. Otomatize sistemle tiir tayini ve bu izolatlarin
GSBL iiretimi kombine disk testi ile dogrulanmistir. Antibiyotik duyarhhklar:
disk difiizyon testi ile incelenen izolatlarin %72’si seftazidime, %79’u
aztreonama, %354’ii siprofloksasine, %32’si ertapeneme, %?74’ii tobramisine,
%65’ tetrasikline ve tamam ampisilin, seftriakson ve sefotaksime direncli
bulunmustur. acrA, ketM, kdeA, kexD ve kpnEF gen bdlgelerinin ekspresyon
seviyeleri gercek zamanh PZR yontemi ile belirlendi. acrA gen ekspresyonu
siprofloksasine duyarh izolatlarda direnclilere gore anlamh bir sekilde artis
gostermistir. RND tip pompa proteini olan kexD gen ekspresyonu ise
tobramisine ve aztreonama direngli izolatlarda duyarhlara gore anlamh bir

sekilde artis gostermistir.

Anahtar sozciikler: Klebsiella pneumoniae, Antibiyotik direnci, Attm pompalari



DETERMINATION OF EFFECTS OF EFFLUX PUMPS ON
RESISTANCE IN EXTENDED SPECTRUM BETA LACTAMASE (ESBL)
PRODUCING Klebsiella pneumoniae
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May 2016
ABSTRACT
Klebsiella pneumoniae is held the most responsible for morbidity and mortality
and the most frequently isolated Klebsiella species from hospital infections. Beta
lactamase enzyme production that inactivates beta lactam antibiotics by
hydrolyzing them is one of the most important resistance mechanism among
many types of bacteria especially in Klebsiella pneumoniae. Efflux pump systems
plays an important role in recent years as well as resistance occuring by
enzymatic pathway. In this study it is aimed to study the effectiveness of acrA,
ketM, kdeA, kexD and kpnEF efflux pump genes that involved in multidrug
resistance in various clinical samples of 100 ESBL producing Klebsiella
pneumoniae isolated between September 2013-July 2015. Determintation of
identification of isolates was done by automated system and ESBL production
was confirmed by combined disk test. Antibiotic susceptibility was done by disk
diffusion test and 72% of these isolates resistant to ceftazidime, 79% to
aztreonam, 54% to ciprofloxacin, 32% to ertapenem, 74% to tobramycin, 65%
to tetracycline and all isolates resistant to ampicillin, ceftriaxone and
cefotaxime. Expression levels of acrA, ketM, kdeA, kexD and kpnEF was
determined by real time PCR. Expression level of acrA in ciprofloxacin
susceptible strains is significantly increased as compared to resistant strains.
Expression of RND type pump protein of kexD gene is significantly increased in

tobramycin and aztreonam resistant strains as compared to susceptible strains.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Antibiotic resistance, Efflux pump
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1. GIRIS

Giliniimiizde uygulanan enfeksiyon kontrol dnlemlerindeki gelismelere karsin hastane
enfeksiyonlart 19. asirdan beri O6nemli bir saglhk sorunu olma 6zelligini
korumaktadir. Gelismis Ttlkelerde yatarak tedavi goren hastalarin %5-10’unda
hastane enfeksiyonu goriiliirken bu oran gelismekte olan iilkelerde %25’lere kadar
¢cikmaktadir [Kogulu, 2010].

Klebsiella pneumoniae insan sagligi agisindan Onemli olan nozokomiyal
enfeksiyonlar, iist solunum yolu enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve yara
enfeksiyonlar1 olusmasinda rol alan firsatg1 gram negatif bir patojendir. Insan kalin
barsaginda ve %5-10 oraninda da {ist solunum yollar1 mikroflorasinda yer
almaktadir. Bakteriyemilerin %2’sinde, pnomonilerin %12’sinde ve cerrahi yaralarin
%3 {inde etken olarak bulunmaktadir. idrar yolu enfeksiyonlarinda ikinci en fazla

goriilen bakteri tiiriidiir [Aladag, 2006].

Son yillarda birgok antibiyotik direng mekanizmasinin bir arada etki gostermesi ile
klinikte kullanilan antibiyotiklere karsi direncli bakterilere rastlanilmaktadir.
Ozellikle direng genlerinin plazmidler ile aktarilabilir olmasi ve bu plazmidler
tizerinde ¢ok sayida antibiyotik direng geninin bir arada bulunabilmesi direncin hizla
yayiliminin yaninda bir¢ok antibiyotigin de klinik kullanimdan kaldirilmasina neden
olmustur. Beta laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta
laktamaz enzimi tiretimi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere birgok bakteri
tiriniin en Onemli direng¢ mekanizmalarindan birisidir. Genis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) iireten Escherichia coli ve Klebsiella suslar1 ¢ogunlukla birden
fazla antibiyotige direngli olduklarindan bu mikroorganizmalar ile gelisen

enfeksiyonlarda tedavi segenekleri kisithidir [Abiha, 2013].

Antibiyotiklerin enzimatik yolla hidrolizi ya da modifikasyonu ve ilacin hedefi olan
molekiilde mutasyon sonucu ortaya ¢ikan degisim en ¢ok calisilan ve en iyi bilinen
antibiyotik diren¢ mekanizmalaridir. Bu mekanizmalar genellikle yapisal olarak

benzerlik gosteren antibiyotiklere karsi etkin olup substrat profilleri smirhidir.



Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin aminoglikozid grubu antibiyotiklere,
penisilin baglayan proteinlerde ortaya c¢ikan bir mutasyonun beta laktam grubu
antibiyotiklere, DNA giraz enziminde ortaya ¢ikan bir mutasyonun ise sadece
kinolon grubu antibiyotiklere karsi dirence yol agmasi bu 0Ozgil direng

mekanizmalarinin tipik 6rnekleridir [Calgin, 2012].

Ik kez 1976’da memeli hiicre membraninda yer alan P-glikoproteininin kanser
ilaglarina, daha sonra bakteri hiicre membraninda yer alan Tet pompa proteininin
tetrasiklin direncine yol ag¢tig1 belirlenmistir. Bunu takiben yapilan ¢alismalar ¢oklu
ilag direncine yol acan aktif pompa genlerinin bakterilerde ve diger bir¢cok patojen

mikroorganizmada yaygin olarak bulundugunu gdstermektedir [Hasdemir, 2007].

Prokaryotlarda en son kesfedilen diren¢ mekanizmasi olarak Escherichia coli’de
tetrasiklin direncine neden olan plazmid kaynakli Tet proteini bakterilerde kesfedilen
ilk atim pompa mekanizmasidir. Daha sonraki yillarda plazmid veya kromozom
kaynakli, tek antibiyotige 6zel veya c¢oklu antibiyotik direncine Sebep oan bir¢ok
farkli gen kesfedilmistir. Amino asit dizilimlerindeki homoloji baz alinarak bu
proteinler bes siiper protein ailesinde toplanmaktadir: “ATP binding cassette” siiper
ailesi (ABC), “Major facilitator” siiper ailesi (MFS), “Small multidrug resistance”
stiper ailesi (SMR), “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE) siiper ailesi,
“Resistance-nodulation-cell division” (RND) siiper ailesi [Poole, 2005; Hasdemir,
2007].

Son yillarda antibiyotiklere karsi direng olusturan klinik izolatin hizla artmasi, buna
karsin yeni antibiyotiklerin diisiik hizda gelistirilmesi ve piyasaya siiriilmesi onemli
bir problem olarak goriilmektedir. Bu artis ve azalisa bagl olarak tedavide sorunlar
ortaya ¢ikmakta ve bir giin bakteri kaynakli patojenlere karsi “silahsiz” durumda
kalinabilecegi goz ardi edilmemelidir. Sonug olarak enfeksiyon hastaliklarina karsi
artan seviyede morbidite ve mortalite goriilecegi unutulmamalidir [Fernandez ve

Hancock, 2012].



Bu c¢alismada GSBL ireten Klebsiella pneumoniae suslarinin antibiyotik
duyarliliklariin belirlenmesi ve atim pompalarinin olusumunda gorev alan KpnEF,
kdeA, kexD, acrA ve ketM genlerinin ekspresyonlarinin ger¢cek zamanli PZR
yontemi  kullanilarak  ¢alisilmast  amaglanmuigtir.  Seftazidim,  aztreonam,
siprofloksasin, ertapenem, tobramisin ile tetrasikline direngli ve duyarli suslar
arasindaki ekspresyon miktarlar1 kiyaslanarak iki grup arasindaki ekspresyon

farkliliklarinin belirlenmesi amac¢lanmustir.

Calismamizin Klebsiella pneumoniae’de bulunan atim pompalarinin bir ¢ok tiyesinin
ayni anda aragtirilmasi ve klinik drneklerle ¢alisilmasi agisindan bu konuda mevcut

literatiir bilgilerine katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastane Enfeksiyonlar:

Hastane enfeksiyonu latince nosos (hastalik), komeion (tedavi) ve nosokomeion
(hastane) sozciiklerinden tiiretilen “nozokomiyal enfeksiyon” olarak belirtilmektedir
[Pearson, 2009]. Ayn1 zamanda “hastanede edinilen enfeksiyon™ olarak belirtilse de
11.08.2005 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriirlige giren Yatakli Tedavi
Kurumlar1 Enfeksiyon Kontrol Yonetmeliginde “yatakli tedavi kurumlarinda saglik
hizmetleri ile iliskili olarak gelisen tiim enfeksiyonlar” seklinde tanimlanmistir [T.C.
Resmi Gazete, 2005]. Fakat literatiirde ve uygulamada, farkli nedenlerle hastaneye
yatan bir hastada, hastaneye basvurdugunda inkiibasyon doneminde olmayan ve
hastaneye yatistan 48-72 saat gectikten sonra veya hasta taburcu olduktan sonra 10

giin i¢inde ortaya ¢ikabilen enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir [Aydin, 2013].

Bir enfeksiyonun hastane enfeksiyonu olup olmadigina; klinik gézlem, laboratuvar
sonugclari, hasta kayitlarinin degerlendirilmesi ve diger destekleyici bulgular dikkate
alinarak karar verilmektedir. Hastaneye yatmadan 6nce gelisen enfeksiyonlar ve bu
enfeksiyonlarin komplikasyonlari, hastaneye yatildiginda kulugka doéneminde olan
veya plasenta yoluyla gegen enfeksiyonlar hastane enfeksiyonu degildir [Doganay,

2004].

1950’11 yillarda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde hastanelerde stafilokok
enfeksiyonlarinin ve bu bakterinin penisiline direncinin artmasi saglik ¢aliganlari igin
onemli bir sorun olmaya baslamistir. Bunun iizerine 1958 yilinda ABD’de her
hastanede Hastane Infeksiyonlar1 Kontrol Komitesi (HIKK) olusturulmasinin
gerekliligi belirtilmigtir. Daha sonra Centers for Disease Control (CDC) tarafindan
pilot ¢aligmalar baslatilmigtir. Bunu izleyen Comprehensive Hospital Infections
Project (CHIP) ve National Nosocomial Infections Study (NNIS) ile temel kavramlar
belirlenmis, hastane enfeksiyonlarinin 6nemi ortaya konulmustur [Toreci, 1997;

Akhan ve Hayran, 1997].



Hastane kaynakli enfeksiyonlar hasta giivenligi ile ilgili islemlerde degisiklige neden
olmaktadir. Birlesik Devletlerde hastane kaynakli enfeksiyonlar &liim nedenleri
arasinda 6. sirada yer almaktadir ve yaklasik 99 000 olimle iliskilidir [Peleg ve
Hooper, 2010]. Cagimizin en 6nemli sorunlarindan biri olmakla beraber hastaneye
yatan her 100 kisiden servislere gore degismek lizere 3 ile 10 arasinda degisen
kisinin iyilesmeyi beklerken hastalanmasi, hastanede kalig siiresinin uzamasi, tedavi
maliyetinin artmasi, bir kismimin 6liimle yiiz yiize gelmesi, hatta kaybedilmesi bile

sorunun boyutlarini tam olarak gérmeye yetebilir [Glinaydin ve ark., 2002].

2.2. Hastane Enfeksiyonlarinin Onemi

Hastane enfeksiyonlar1 hastanede yatis siiresini 20 kat, maliyeti ise 5 kat
artirmaktadir. Fakat en onemlisi de mortaliteyi arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
hastane enfeksiyonlarinin en az {i¢te birinin onlenebilir oldugu belirtilmistir. Yiiksek
morbidite, mortalite ve artan tedavi maliyetlerine sebep olan bu enfeksiyonlardan
korunmaya yonelik tedbirlerin alinmasi ve her kurumun kendi i¢inde enfeksiyon
kontrol programini olusturmasi zorunlu olmaktadir. Ozellikle immiin sistemi zayif
olan hastalarda (yenidogan, prematiire bebekler, kanser ve AIDS hastalari, yash
hastalar, vb.) oliimlere yol agabilmektedir. Farkli iilkelerde yapilan g¢aligmalarda
yatan hastalarda 9%3,1-14,1 oraninda degisen hastane enfeksiyonu gelistigi
belirlenmistir [Hanci, 2010].

Diinya Saglik Orgiitii’'niin verilerine gére hastanelerde yatan her on hastadan birinde
hastane enfeksiyonu gelismektedir. 1980°li yillarin baslarindan itibaren ABD’de
yatan hastalarin %5-6’sinda ortaya ¢ikmakla beraber toplam hastane enfeksiyonu
vaka sayisi yilda 2,1 milyondur. Hastane enfeksiyonuna bagl 6liim sayis1 ise yilda
yaklasik 90 000 civarindadir. Ingiltere’de her yil ortalama 100 000 hastane
enfeksiyonu vakasi goriilmekle birlikte Oliimlerin %]1’inin (yaklagik 5 000)
dogrudan, %?3’iiniin ise dolayli olarak hastane enfeksiyonlar1 ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Ulkemizde ise hastane enfeksiyonu &nemli bir problem olarak

karsimiza ¢ikmaktadir. Verilere ulasim asamasinda sikintilar olmakla birlikte



Tirkiye’de hastane enfeksiyonu oranmnin %5 ile %15 arasinda oldugu kabul

edilmektedir [Sayistay Raporu, 2007].

2.3. Hastane Enfeksiyonuna Neden Olan Mikroorganizmalar

Nozokomiyal enfeksiyonlar bir¢gok mikroorganizma tarafindan olusturulmakta ve her
biri enfeksiyon olusturabilme potansiyeline sahip olmaktadir. Bakteriler
enfeksiyonlarin %90’ olustururken protoza, mantar, viriis ve mikobakterler geri
kalan kismi olusturmaktadir [Gatermann ve ark., 2005]. Yaygin olarak goriilen
mikroorganizmalar, direngli olduklari ilaglar ve yaptigi hastaliklar Tablo 2.1°de

verilmigtir.



Tablo 2.1. Mikroorganizmalar ve yaptig1 hastaliklar [Tanwar ve ark., 2014]

ilaca Direnci

Tipik Hastahk

Bakteri

Escherichia coli

Sefalosporinler ve florokinolonlar

Idrar yolu enfeksiyonu ve kan

dolagimi enfeksiyonu

Klebsiella pneumoniae

Sefalosporinler ve karbapenemler

Pnémoni, kan dolasimi ve tiriner

sistem enfksiyonu

Staphylococcus aureus Metisilin Yara ve kan dolasimi enfeksiyonu
Streptococcus pneumoniae Penisilin Pnémoni, menenjit ve kulak iltihabi
Tifoya yol agmayan . Gida kaynakli ishal ve kan dolagimi
Florokinolon .
Salmonella enfeksiyonu
Shigella tiirleri Florokinolon Ishal

Neisseria gonorrhoeae

Sefalosporinler

Bel soguklugu

Mycobacterium

Rifampisin, izoniazid ve florokinolon

. Tiiberkiiloz
tuberculosis

Mantar
Candida spp. Flukonazol ve ekinokandinler Kandidiaz

Cryptococcus neoformans Flukonazol Kriptokokkoz
Aspergillus spp. Azoller Aspergillozis
Scopulariopsis spp. Amfoterisin B, flusitozin ve azoller Onikomikoz
Viriis
Sitomegaloviriis (CMV) Gansiklovir ve fokarnet

AIDS ve onkoloji hastalarinda

Herpes simpleks viriis

(HSV)

Asiklovir, famsiklovir ve valasiklovir

Herpes simpleks

Insan Immiin Yetmezlik

) Antiretroviral ilaglar AIDS
Viriisii (HIV)
Adaman tiirevleri ve néraminidaz .
Influenza virusii Influenza
inhibitorleri
Varisella zoster viriis Asiklovir ve valasiklovir Sugicegi
Hepatit B viriisii (HBV) Lamivudin Hepatit B
Parazit
Plasmodia spp. Klorokin, artemisinin ve atovakuon Sitma

Leishmania spp.

Bes degerli antimonaller, miltefosin,

paromomisin, amfoterisin B

Leishmaniasis

Schistosomes

Prazikuantel ve oksamnikin

Sistozomiazis

Entamoeba

Metronidazol

Amebiasis

Trichomonas vaginalis

Nitroimidazoller

Trichomoniasis

Toxoplasma gondii

Artemisinin, atovakuon ve siilfadiazin

Toksoplazmosis




2.3.1. Virisler

Genellikle parental (nakil, diyaliz, enjeksiyonlar veya endoskopi) ya da fekal-oral
yolla yayilirlar. Hepatit A, B ve C, respiratuar sinsityal viriisii (RSV), rotaviriis ve
enterovirlisler onemli viriislerdir. Noroviriis 6zellikle kis aylarinda hastanede

salginlarin yaygin nedenidir [Ducel ve ark., 2002].

2.3.2. Parazit ve mantarlar

Cogu mantar ve parazit firsat¢1 patojen olarak uzun siireli antibiyotik tedavisi
sirasinda veya bagisikligr ciddi olarak zayiflamis hastalarda enfeksiyona neden
olurlar. Giardia lamblia hastanede yatan hastalar arasinda kolaylikla aktarilabilen bir
parazit Ornegidir. Aym zamanda su Kkirliligi ile baglantilidir. Enfeksiyon
asemptomatik veya semptomatik hastaliga neden olabilmektedir [Murray ve ark.,
2015]. Diinya tizerinde yaklasik dort milyar insani etkiledigi diistiniilen paraziter
etkenlerin ozellikle gelismekte olan iilkelerde ciddi halk sagligi sorunu olmaya
devam ettigi, kalabalik aile ortamlari, temiz su ve gidanin elde edilemedigi ve ¢evre
hijyeninin istenilen diizeyde olmadigi, alt yapr sistemlerinin yetersiz kaldig1
bolgelerde bakteriyel patojenlere ek olarak parazitlerin de yaygimligini ve ¢esitliligini

artirdig1 bildirilmektedir [Yula ve ark., 2011].

Mantar enfeksiyonlar1 ise son yillarda hastane enfeksiyonuna sebep olan ve 1 000
kiside ortalama 3,8 yatan hastada hastaliga neden olan firsat¢1 patojendir. Candida,
Aspergillus, Fusarium, Trichosporon ve Malassezia bunlara ornektir. Kandidiyaz
hala en yaygin fungal hastane enfeksiyonu tipidir. Immiin sistemi baskilanmis konak,
antibiyotik tedavisi, kemoterapi, intravaskiiler kateterler, noétropeni ve hemodiyaliz

mantar enfeksiyonlari i¢in 6nemli risk faktorlerindendir [Weinstein, 1998].

2.3.3. Bakteriler

Hastane enfeksiyonlarinda en fazla yer alan bakteriler Streptococcus spp.,

Acinetobacter spp., Enterokoklar, Pseudomonas aeruginosa, Koagiilaz negatif



stafilokok, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Legionella ve enterik bakteriler
olan Proteus mirablis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve Serratia

marcescens’dir [Horan ve ark., 2008].

2.3.3.1. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesinde yer alan ve dogada genis ¢apta bulunan gram
pozitif koklardir [Bannerman, 2003]. Staphylococcus aureus igin antibiyotik direnci
ilk kez 1950’lerde bu bakteriye ait suslarin penisilinleri pargalayan beta laktamaz
enzimi tiretmelerini saglayan genler edinmeleriyle ortaya ¢ikmistir [Cookson, 2000].
Staphylococcus aureus’a bagli enfeksiyonlar 1940’larda penisilin ile tedavi edilirken
bir zaman sonra bakterinin penisiline diren¢ kazanmasiyla tedavide basarisizliklar
goriilmeye baslanmustir. 1950°lerde eritromisin ve tetrasikline direng gelistirmis ve
1961°de Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) tanimlanmistir
[Kurutepe ve ark., 2007].

Staphylococcus aureus suslari hem hastane hem de toplumdaki bakteriyemi,
pnomoni, endokardit, osteomiyelit ve toksik sok sendromu gibi morbidite ve
mortalitesi yliksek ciddi enfeksiyonlarin 6nemli bir nedeni olarak tanimlanmiglardir
[Lowy, 1998]. Ozellikle MRSA ve ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren suslarin
meydana getirdigi enfeksiyonlarin tedavisinde biiylik sikintilar yasanmaktadir
[Maranan ve ark., 1997]. Bu bakterilere hastanelerde yatan hastalarda toplumdaki
hastalara oranla daha sik rastlanilmaktadir. Uzun siiren hastanede kalis, yashlik, altta
yatan ciddi hastaliklar, yogun antibiyotik kullanimi1 ve invazif islemler bu bakterilerle
gelisen enfeksiyonlar ig¢in baslica risk faktorleridir [Derbentli, 2005]. European
Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) verilerine gére MRSA
oranlar1 kuzey Avrupa iilkelerinde %5’in altinda, ispanya, Ingiltere, Italya, Tiirkiye
ve Yunanistan’da %?25’in uzerinde, Malta ve Portekiz’de ise %50 civarinda

seyretmektedir [Kock ve ark., 2010].
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2.3.3.2. Koagiilaz negatif Stafilokok

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) insanlarin deri ve mukoza florasinin énemli
elemanlarindandir. Basta Staphylococcus epidermidis olmak tizere biitiin tiirleri son
yillarda hastane enfeksiyonlarinin onemli etkeni olmaktadir. Staphylococcus
haemolyticus insanda dogal kapak endokarditi, septisemi, peritonit, {iriner sistem
enfeksiyonu, yara, kemik ve eklem enfeksiyonlarina yol agabilen ikinci en sik
goriilen KNS'dir [Bannerman, 2003]. KNS’ler gogiis ve kalp cerrahisi sonrasi gelisen
sternal osteomiyelitler, protez eklemin etrafindaki kemik enfeksiyonlar1 ve enfekte
hemodiyaliz santlarindan kaynaklanan hematojen osteomiyelitlerin  6nemli
etkenlerindendir. Bu grupta yer alan Staphylococcus epidermidis goz cerrahisi
sonrasinda gelisen enfeksiyonlarin en O6nemli nedenlerindendir. Staphylococcus
saprophyticus ise ozellikle dogurgan yastaki saglikli kadinlarda komplike olmayan
akut iiriner sistem enfeksiyonu etkenleri arasinda Escherichia coli’den sonra ikinci

siray1 alir.

2.3.3.3. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesine ait klinik orneklerden en sik izole edilen bakterilerin
basinda gelmektedir. insanda barsak flora konugu olan Escherichia coli iiriner sistem
enfeksiyonlari, hemolitik iiremik sendrom (HUS), pndmoni, sepsis, menenjit, ishal,
apse, peritonit, sinilizit gibi onemli hastaliklara yol agmaktadir [Duman ve ark.,
2010]. Escherichia coli hayvanlarin bagirsaklarina da yerlesebilmektedir. Dolayisiyla
igme sularinin ve gidalarin fekal kontaminasyonunun bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Aslinda zararsizdir ancak toplumsal kaynakli baktereminin en
yaygin etkeni iken nozokomiyal baktereminin ise en yaygin goriilen besinci etkenini
olusturmaktadir [Friedman ve ark., 2002]. Escherichia coli tim beta laktam
antibiyotiklere hassas iken ilk defa 1987°de GSBL iirettigi bildirilen Escherichia coli
suslar1 tespit edilmistir [Bauernfeind ve Horl, 1987].
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Escherichia coli bakteri biyolojisinin anlasilmasi1 nedeniyle tizerinde ¢ok sik calisilan
ve mikrobiyolojik “rol model” olarak gosterilen bakteri tiiridiir [Leichert, 2011].
Bakterilerde gerceklesen konjligasyon, genetik rekombinasyon, operon terimlerinin
ortaya ¢ikarilmasinda, DNA'nin ¢ogalmasi, klonlama ve protein sentezi gibi dnemli
olaylarin gézlenmesinde Escherichia coli bakterisi yaygin bir sekilde kullanilmistir
[Phornphisutthimas ve ark., 2007].

Hastane ortaminda birgok farkli susu goriilmesinin yani1 sira Escherichia coli
O157:H7 serovar1 gida kaynakli patojen bakterilerin basinda gelmektedir. EHEC
(Enterohemorajik Escherichia coli) grubunda yer alan Escherichia coli O157:H7’nin
neden oldugu hastaliklar hemorajik kolit (kanamali diyare), hemolitik iiremi
sendromu (bobrek yetmezligi) ve trombotik trombositopenik purpuradir (trombosit

eksikligine bagli kanama) [Cosansu ve Ayhan, 2000].

2.3.3.4. Vankomisine direncli Enterokok

Enterokoklar sik izole edilmeleri, kuruluk, yiiksek 1s1 gibi ¢evresel kosullara ve bazi
antiseptiklere dayanikli olmalari, cansiz yiizeylerde canliliklarin1 uzun siire
koruyabilmeleri, ¢oklu antibiyotik direnci ve tiire 6zgii diren¢ gostermelerinin yani
sira yeni direng gelistirme yeteneklerinden dolay1 kolonizasyonlari sonrasinda
ozellikle bagisiklik sistemi bozuk olan hasta gruplarinda nozokomiyal enfeksiyon
etkenleri arasinda sayilmaktadir [McGeer ve Low, 2000]. Bugiine kadar tanimlanan
35 tip enterokok igerisinde klinikte en Onemlileri Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium’dur. Enterokok enfeksiyonlarmin %80’inden bu iki

mikroorganizma sorumludur [McGeer ve Low, 2000; Celik ve Alhan, 2008].

Enterokoklarin antibiyotiklere diren¢ seviyelerindeki bu degisikligin nedeni
immiinsiiprese hastalarin sayisinin artmasi, yasam ve hastanede yatig siirelerinin
uzamasi, sefalosporinler ve kinolonlar gibi enterokoklarin direng gosterdigi
antibiyotiklerin daha fazla oranda kullanilmasi, direngli fenotiplerin goériilmesi ve
yeni diren¢ mekanizmalarinin gelisebilmesi gibi faktorler énemli rol oynamaktadir

[Tiinger, 2012]. ilk Vankomisine Direngli Enterokok (VRE) tiirleri 1986’da



12

Avrupa’da bildirilmistir [Uttley ve ark., 1988]. ABD'de ise 1989’da New York
kentinde saptanmis ve bu bildirimden sonra VRE hizla tim iilkeye yayilmistir
[Frieden ve ark., 1993]. Ulkemizde ise ilk VRE susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi’nden bildirilmis, bunu 1999 yilinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
ve Ankara Giilhane Askeri Tip Akademisi’nden bildirilen diger olgular takip etmistir
[Vural ve ark., 1999; Basustaoglu ve ark., 2000].

2.3.3.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa doga, toprak ve su gibi dis ortamlarda bulunan, nemli
ortamlarda uzun siire canli kalabilen ve insanlar i¢in patojen olan bir bakteridir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen gram negatif ¢omaklarin
yaklagik beste birini olusturmaktadir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin %10-
15’inden sorumludur [K&se ve ark., 2014]. Immiin sistemi zayiflamis olan hastalarda
solunum sistemi, iiriner sistem, yanik, dis kulak yolu, gbz ve yara enfeksiyonlarina
neden olan firsatg1 patojen olarak yer almaktadir. Hastanelerde solunum destek
tinitelerinde, temizleme soliisyonlarinda, ila¢ ve dezenfektanlarda iireyebilmektedir

[Akduman Alasehir ve ark., 2013].

Pseudomonas aeruginosa ile olusan enfeksiyon tedavilerinde sik¢a karbapenemler,
sefalosporinler, antipsddomonal penisilinler ve kinolon grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Aminoglikozidler enfeksiyonlarda kombinasyon tedavisinde
onerilen fakat tek baslarina kullanilmalari tercih edilmeyen antibiyotiklerdendir [Paul
ve ark., 2004]. Antibiyotiklere karsi gelisen direng mekanizmalarinin basinda beta
laktamaz enzimlerinin salinmasi, dis membran gecirgenliginin azalmasi ve aktif
pompalama sistemlerinin bulunmasiyla olusur. Aktif pompa sistemleri kromozomal
beta laktamazlar ile beraber ya da ayr olarak aktif hale gelirse karbapenemler de
dahil bir¢ok antibiyotige kars1 tekli ya da ¢oklu dirence neden olur. Daha da dnemlisi
bu sistem tedavi sirasinda aktif hale gelebilmekte ve bdylece coklu ilaca direngli

suslar ortaya ¢ikabilmektedir [Giir, 1999].
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2.3.3.6. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii 6zellikle son yillarda hastane ortaminda yaygin olarak
bulunan, 6nemi giderek artan ve ¢oklu ilaca karst direng gelistirmis bir bakteri olup
yeni antibiyotiklere karsi hizla direng gelistirebilmesinden otiirii tedavide zorluklar
yasanmaktadir. Hastane kliniklerinde ve 6zellikle yogun bakim iinitelerinde genis
capta yayillim gosterip pnomoni, ventilatorle iligkili pnémoni, iiriner enfeksiyon,
kateter infeksiyonlari, kan dolagim yolu enfeksiyonlar1 ve menenjitlere yol agabilir

[Bergogne-Berezin ve Towner, 1996].

Genellikle yaygin olarak kullanilan aminopenisilinlere, birinci ve ikinci kusak
sefalosporinlere ve kloramfenikole kars1 dogal diren¢ gdsterir. Bununla birlikte genis
spektrumlu beta laktamlara, aminoglikozidlere, florokinolonlara ve tetrasiklinlere
karst kolaylikla direng gelistirme yetenegine sahiptir [Dijkshoorn ve ark., 2007].
Karbapenemler Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde, bakteri
tarafindan iretilen beta laktamaz enzimlerinin hidrolizine karsi stabil olmalari
nedeniyle iyi bir segenek olmustur [Marques ve ark., 1997; Fishbain ve Peleg, 2010].
Fakat imipenem direncinin goriilmeye baslandigi zamandan bu yana bu bilesiklere
direng oranlar1 da tiim diinyada hizla artmaktadir. Bu nedenle tedavisinde alternatif
antibiyotik kombinasyonlarinin kullanimi giindeme gelmektedir [Choi ve ark., 2004,
Song ve ark., 2007].

Acinetobacter baumannii tiirleri hem antibiyotiklere karsi yiiksek oranda direng
gelistirebilme hem de hastane ortaminda uzun siire canli kalabilme 06zellikleri
nedeniyle hastalarda kolaylikla kolonize olabilmekte, hastane personeli araciligiyla
ve solunum cihazlar1 gibi ekipmanlar vasitasiyla diger hastalara yayilarak
epidemilere neden olabilmektedirler. Antibiyotik diren¢ profilleri hastaneden
hastaneye, hatta ayni hastanenin farkli klinikleri arasinda bile degisiklik

gosterebilmektedir [Goziitok ve ark., 2013].
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2.4. Enterobacteriaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae igerisinde ¢ok sayida bakteri cinsini barindiran, ayn1 zamanda
onemli hastane enfeksiyonlarinin olugsmasina neden bircok tiirii igeren bakteri
familyasidir. Bu bakteriler sadece barsakta bulunmaz ya da barsakta bulunan
bakterilerin hepsi Enterobacteriaceae familyasmna ait olmayabilir. Insan ve
hayvanlarla daima iliski i¢inde olan bu familya ¢esitli hastaliklarin olusmasina yol
acmakla birlikte barsak florasinda siklikla bulunurlar fakat floranin kiigiik bir kismini
olustururlar. Patojen bakteri olma potansiyeline sahip bu bakteriler insanlarda
septisemi, menenjit, yara enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni gibi

organ ve dokularda gelisebilen enfeksiyonlara neden olurlar [Kilig, 2013].

Enterobacteriaceae familyasi spor olusturmayan, fakiiltatif anerobik ¢omak
yapisinda gram negatif bakterilerin olusturdugu familyadir. Genellikle homojen
boyanan, endospor olusturmayan, 2-3 um boyunda, 0,3-1,0 um eninde, uglari
yuvarlak goriiniimlii, comak sekilli (basil) bakterilerdir. Glikozu karbon kaynagi
olarak kullanirlar. Seker fermente ederek asit ve gaz olusturabilirler, nitrati nitrite
indirgerler, oksidaz negatif ve katalaz pozitiftir. 25-37°C arasi sicaklikta kolaylikla
gelisebilmektedirler. Bircogu epitelyum hiicrelere adhezyonu saglayan tip 1
fimbriaya ve bazilar1 ise hareket kabiliyeti saglayan flagellalara sahiptir [Abbott,
2011]. Zenginlestirici madde icermeyen besiyerlerinde kolaylikla {ireyebilirler.
37°C’de 8-12 saat arasinda buyyon besiyerinde bulaniklik olustururlar. Merkezi
kabarik diizgiin kenarli “S” tipi koloni olustururlar. Bazilar1 “R” tipi koloni
olusturabilirler. Klebsiella cinsi ise belirgin bir kapsiil olusumu ve “M” tipi koloni
olusturur [Toreci, 2002; Farmer ve ark., 2009]. Laboratuvara génderilen bir 6rnegin
kiiltiirti i¢in kanli agara ekiminin yapilmasi yeterli olmakla birlikte MacConkey agar
ya da EMB agar gibi secici besiyerleri de kullanilip sonraki asamalarda bakterinin

identifikasyonunda kolaylik saglanabilmektedir [Kili¢, 2013].

Aile igerisindeki bakteri tiirlerinin bdcek, bitki, hayvan ve insanlar olmak {izere genis
bir yayilim alani vardir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarina enfeksiyon etkeni ile

gelen mikroorganizmalarin  %50’sini, gram negatif c¢omaklarin ise %80’ini
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olusturmaktadir. %701 iiriner sistem enfeksiyonlarina, %50’si septisemiye ve barsak
enfeksiyonlarinin  ciddi bir kismindan sorumludur. Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Serratia, Providencia, Morganella, Hafnia,
Edwardsiella, Yersinia, Shigella ve Salmonella klinik agidan ©nemli baslica
patojenlerdir [Kilig, 2013].

Birgok Enterobacteriaceae iiyesinde belirli antibiyotiklere kars1 dogal direng vardir.
Antibiyotik direnci intrinsik ve kazanilmis olmak tizere iki bashk altinda
toplanmistir. Intrinsik tip bakterinin dogal yapisi geregi bulunan kromozomal
direnctir. Bu aile igerisindeki bir¢ok tiirlin ampisiline, sefazoline ve polimiksine
dogal direngli oldugu bilinmektedir. Kazanilmis direngte ise yogun antibiyotik
kullaniminin selektif baskist sonucu suslarin ¢cogunun sonradan kazandigi direng
tipidir. Bu asamada antibiyotiklere karsi olusan direncin yayilimi plazmid araciligi
ile olmaktadir. Bu ve bunun gibi diren¢ genlerinin aktarim mekanizmalar
Enterobacteriaceae ailesinde ¢ok yaygindir ve direng kolaylikla yayilip tehlikeli
boyutlara ulasabilmektedir. Ozellikle yogun antibiyotik kullanilan hastane ortaminda
enfeksiyonlarda siklikla rastlanan bakteriler olan Enterobacteriaceae iiyelerinde
direngli bakterilerin seleksiyonu hizla artan bir problem haline gelmistir. Bu
bakterilere karsi antibiyotiklerin duyarliginin belirlenmesinde kolay uygulanabilen,
diisiik maliyetli ve dogru sonug veren disk difiizyon testi kullanilmaktadir [Kilig,

2013].

2.5. Klebsiella spp.’nin Genel Ozellikleri

19. ylizyil sonlarinda Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafindan
isimlendirilmistir. Genusun 6nemli bir tiirii olan Klebsiella pneumoniae 1882 yilinda
Carl Friedlander tarafindan bronkopndmonili hastanin balgamindan izole edilmistir.
Ayrica pnomoninin Friedlander tarafindan tanimlanmas: nedeniyle Klebsiella
pneumoniae uzun zaman “Friedlander basili” adiyla anilmistir [Gouby ve ark., 1994;
Aydogan ve Basustaoglu, 2000]. Nozokomiyal Klebsiella enfeksiyonlarinin g¢ogu
genusun en Onemli tiirleri olan Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca

kaynaklidir [Podschun ve Ullmann, 1998]. Klebsiella pneumoniae disinda Klebsiella
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genusu Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozanae, Klebsiella rhinoscleromatis,
Klebsiella planticola, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella terrigena olmak iizere

toplamda 7 tiiri igerisinde barindirmaktadir (Tablo 2.2) [Alves ve ark., 2006].

Tablo 2.2. Farkli taksonomik sistemlerde Klebsiella genusunun siniflandirilmasi
[Podschun ve Ullmann, 1998]

Cowan Bascomb Qrskov

Klebsiella aerogenes Klebsiella aerogenes/oxytoca/edwardsii | Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae
subsp. ozaenae

subsp. rhinoscleromatis

Klebsiella edwardsii Klebsiella pneumoniae Klebsiella oxytoca
subsp. edwardsii sensu stricto
subsp. atlantae sensu lato

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella ozaenae Klebsiella ozaenae Klebsiella terrigena
Klebsiella rhinoscleromatis | Klebsiella rhinoscleromatis Klebsiella planticola
Klebsiella “isimlendirilmeyen grup” Klebsiella ornithinolytica

Enterobacter aerogenes

2.5.1. Mikrobiyolojik ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan bu bakteriler 0,3-1,0 um ¢apinda ve
0,6-6 pm uzunlugunda tekli, ikili ya da kisa zincir halinde bulunurlar. Etrafinda genis
bir kapsiil bulunmakla birlikte gram negatif, fakiiltatif anaerob ve boyalarla iyi
boyanirlar. Optimal 37°C ve pH 7’de irerler. Hareketlilik 6zelliklerinin olmamasi
nedeniyle diger Enterobacteriaceae iiyelerinden ayrilirlar. Kuruluga karsi oldukg¢a
direngli olup ozellikle organik maddeler igerisinde uzun siire canli kalabilme
ozelligindedirler. Istya karst dayaniksiz olup 55°C’de yarim saatte Oliirler. Buna
karsin oda sicakliginda haftalarca, +4°C sogukta aylarca canli kalabilirler.

Kemoterapik ajanlara karsi direngleri oldukga gelismistir [Kogulu, 2010].
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Resim 2.1. MacConkey agarda mukoid ve laktoz pozitif Klebsiella pneumoniae
goriintiisii [Internet-1]

2.5.2. Biyokimyasal 6zellikleri

Bir¢ogu sekeri fermente etmelerine ragmen kokenler arasinda bu konuda bir uyum
yoktur. Ozellikle nisastay1 en ge¢ 4 giin icerisinde pargalayarak gaz olusturmalari
diger barsak florasindaki bakterilerden ayrilmalarina neden olur. Malonat ve sitrati
karbon kaynagi olarak kullanirlar. Klebsiella rhinoscleromatis ise sitrati1 kullanamaz.
Oksidaz negatiftirler. Deoksiriboniikleaz (DNAse) enzim aktivitesi yoktur.
Enterobacter, Hafnia ve Serratia cinsi bakterilerden ayriminda hareket yetenekleri
ve DNAse aktiviteleri dnemli belirtegtir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
genel besiyerlerinde kolaylikla gelisirler. Cogaldiklar1 ortama bol miktarda kapsiil
maddesi birakirlar. Kat1 besiyerindeki kolonileri tipik mukoid nitelikte biiytik,
sarimtrak gri renkte ve akict kolonilerdir. Uygun olmayan ortam sartlarinda S ve R
kolonilerine doniisebilirler. Ornegin MacConkey agarda tipik olarak biiyiik, mukoid
ve kirmizi renkte goriiliir. Sivi besiyerlerinde homojen bir bulaniklik ve dipte miikoz
bir ¢okelti yaparak tiremektedirler. Klebsiella pneumoniae indol negatif ve Klebsiella
oxytoca indol pozitiftir. Klebsiella pneumoniae’nin IMVIC testleri (--++)’tir (Tablo
2.3) [Yilmaz, 2009; Aydogan ve Basustaoglu, 2000].
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Tablo 2.3. Klebsiella cinsine ait biyokimyasal reaksiyonlar [Farmer, 1999]

Klebsiella Klebsiella | Klebsiella | Klebsiella Klebsiella
pneumone oxytoca terrigena | planticola | ornithinolytica
subsp. subsp. subsp.
pneumoniae | ozaenae | rhinoscleromatis
Ozellikler
indol - - - + - D +
Ornitin
- - - - - - +
dekarboksilaz
Lizin
+ D - + + + +
dekarboksilaz
Pektat
- - - + - - -
degraniilasyonu
Laktozdan gaz
+ = e 4 5 - -
olusumu
10°C'de iireme - - - + + + +
D-melezitozdan
- - - D + - -
asit olusumu
L-sorbozdan asit
D + + +
olusumu
m-hidroksibenzoat
- - - + + - -
olusumu
Hidroksi-L-
D D D +
proline olusumu
Malonat olusumu + - + + + + +
Metil kirmizist
- + + - + D +
testi
Voges-Proskauer
- - - + + + +
Reaksiyonu

(D) Degisken (+) Pozitif (-) Negatif

2.5.3. Antijen yapilar1 ve viriilans faktorleri

Polisakkarit yapida hiicre ylizeyinde 2 tip antijen bulunur. Bunlar O ve K
antijenleridir. Giiniimiizde K antijenine bagli tiplendirme; tiplendirmenin kolay
olmasi, K antijenlerinin O antijenlerinin tepkimelerini inhibe etmesi ve K antijen
sayisinin O antijenine gore sayica fazla olmasidir. 82 tip K antijenine karsilik sadece

12 tip O antijeni tanimlanmasinin nedeni olarak K antijenlerinin O antijenlerinin
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istiinli kaplayarak O antijenlerinin tayininin zor olmasi gdosterilmektedir. O ve K
antijenine kars1 olusturulmus antiserumlarla lam ve tlip agliitinasyonlari, kiiltiir
sliziintiisti ile presipitasyon ve Neufeld’in kapsiil sisme reaksiyonu ile Klebsiella
cinsi tiplendirebilir [Bilgehan, 2000; Yilmaz, 2009]. Klebsiella patojenitesinde
hayvan modellerinin kullanimi in vitro ¢alismalardan elde edilemeyen temel
bilgilerin elde edilmesini saglamaktadir. Ozellikle hayvan modelleri iiriner sistem
enfeksiyonlarint olusturan Klebsiella cinsinde virulans c¢alismalarinin ortaya

konmasini saglamistir [Aydogan ve Basustaoglu, 2000].

Kapsiiler yap1 Klebsiella cinsinin viriilansinda temel teskil etmektedir. Kapsiiler form
bakterinin yiizeyini kalin bir tabaka halinde kaplayan fibriloz yapidan olusmustur
[Aydogan ve Basustaoglu, 2000]. Bakterilerin genis polisakkarit kapsiilii bakteri
hiicresini fagositozdan koruyan 6nemli bir viriilans faktordiir [Kirag, 2011]. Kapsiil
polisakkaritlerinin makrofajlarin fonksiyonel kapasitelerini ve farklilagmalarini
engelledikleri ayrica enfeksiyon olusmus bolgeye l6kosit gogilinii geciktirdikleri
rapor edilmistir [Isik, 2007].

Fimbrianin "adhezyon" denen yapisma yetenegi de virulans ile ilgilidir. Genellikle
gram negatif bakterilerde bulunmasina karsin gram pozitif bakterilerde de
goriilebilirler. Bakterinin yiizeylerde ve tibb1i ekipmanlar iizerinde biyofilm
olusturabilmesinde ilk asama olan adhezyon Klebsiella tiirlerinde fimbrialar ile
gerceklesir. Klebsiella cinsi genel olarak 2 tip fimbria olustururlar. Tip 1 fimbria en
yaygin olant ve Enterobacteriaceae familyasinda bulunan bir¢ok klinik susta
goriilmektedir. Tip 3 daha az yayginlikta goriilmektedir [Podschun ve Ullmann,
1998; Yilmaz, 2009]. Tip 3 piliye sahip suslar endotelyal hiicrelere, solunum
sisteminin epiteline ve tiroepitelyal hiicrelere yapisir [Gouby ve ark., 1994]. Kirilgan
bir yapiya sahip olan fimbrialar bir dongii igerisinde kaybedilir ve yenileri yapilir.
Fakat idrar yolu enfeksiyonuna yol acan bazi bakteriler buna ragmen yeni fimbrialar
yaparak konagin immun yanitin1 asabilirler. Cogu Klebsiella pneumoniae’de tip 1
fimbrialar bulunur [Podschun ve Ullmann, 1998; Yilmaz, 2009].
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Demir bakterilerin biiyiimesi, ¢cogalmasi ve konakta kalic1 enfeksiyon olusumunda
temel rol alir. Patojen bakteriler konaktaki proteinlere bagli demiri kullanabilmek
icin cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Bunlarin i¢inde en bilineni sideroforlardir.
Sideroforlar demir baglama yetenegi olan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir.
Bagirsak bakterilerinde enterobaktin (fenolat) ve aerobaktin (hidroksamat) olmak
tizere iki tip siderofor tanimlanmistir. Klebsiella tiirlerinin her iki tip sideroforu

sentezledikleri gosterilmistir [Kaleli ve ark., 2006].

2.5.4. Yaptig1 hastaliklar

Saglikli bireylerin solunum yolunda ve diskida %5-10 oraninda bulunurlar. Hem
hastane ortamindan hem de toplumdan kazanilan bir bakteri olmasina karsin firsatgi
bir enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilebilir ve pndmoniden bagka {iriner yol, yara
enfeksiyonu ve bakteremilere yol acar. Yeni dogan iinitelerinde plazmid aracili coklu
ilaca direngli Klebsiella cinsine bagli hastane enfeksiyonlar1 sik goriiliir. GSBL
iiretmeleri ve ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmalar1 klinik agidan 6nemlidir.
Klebsiella pneumoniae disindaki Klebsiella tiirleri daha az oranda hastane
enfeksiyonlarina yol agar. Ulkemizde ise Klebsiella suslarinin GSBL iiretiminin %80

seviyesini astig1 gozlenmektedir [Isik, 2007].

Insanda bogazda, balgamda ve diskida bulunmaktadir. Bu bakteri dzellikle viicut
direncinin diisiik oldugu durumlarda, seker hastalarinda, alkoliklerde, akcigerinde
stiregelen enfeksiyon bulunanlarda basta pndmoni olmak {izere ¢esitli enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Bu bakteri anjin, menenjit, sepsis, endokardit, idrar ve tireme yolu
enfeksiyonlari, seyrek olarak hepatit, kolesistit, peritonit, osteomiyelit, artrit, beyin
apsesi etkeni de olabilmektedir. Bu bakterinin termolabil ve termostabil enterotoksin

yapan kokenleri de bulunmustur [Unat, 1987].

Gram negatif bakteri pnomonileri icerisinde seyrek olarak Klebsiella pnémonisi
goriiliir fakat Oliim oran1 diger gram negatif pnomonilerden iki kat fazladir.
Genellikle akciger enfeksiyonlarinda K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip K tipleri
izole edilmektedir [Bilgin, 2006].
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2.5.5. Epidemiyoloji ve korunma

Hastane ortaminda olusan direngli suslar epidemiyolojik olarak énemli bir yer teskil
etmektedir. 1970 ve 1980 yillarinda aminoglikozid direnci gosteren suslarin yerine
GSBL ve florokinolonlara kars1 direng gelismistir. Gliniimiizde ise ilk secenek olarak
kullanilan karbapenem direnci yaygindir. Bu suslarin  yayilimmin = Oniine
gecilebilmesi i¢in risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi, hastanelerde temas
noktalarinin 6nlemlerinin alinmasi, hastalarin izolasyonu, antibiyotik kullanimina
sinir konulmasi, el hijyenine dikkat edilmesi, ¢evresel yiizeylerin temizligi ve saglk
personelinin egitimi gibi enfeksiyonun dagilimi ve kontrol onlemlerinin alinmasi

gerekmektedir [Ciftgi, 2015].

2.5.6. Tedavi

Klebsiella pneumoniae nin iirettigi ve salgiladigi beta laktamaz enzimi nedeniyle
beta laktam grubu antibiyotiklere kars1 direng gelismektedir. En sik genis spektrumlu
beta laktamaz iireten bakteri olup penisilinler ve sefalosporinlerin kullanimina sinir
getirmektedir. Enfeksiyon tedavilerinde GSBL’den etkilenmeyen karbapenem grubu
antibiyotikler kullanilmalidir. Fakat son yillarda bu antibiyotik grubuna karsi da
direng gelismektedir ve karbapenem direngli suslar ortaya ¢ikmaktadir. Karbapenem
direngli Klebsiella pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili antibiyotikler
kolistin, tigesiklin ve fosfomisindir. Bunlara ek olarak aminoglikozidler de etkin
olabilmektedir. Bu organizmalara kars1 farkli antibiyotiklerin kombinasyon
calismalar1 sonucu tigesiklin, karbapenemler, rifampisin ve doksisiklin gibi
antibiyotiklerin kolistin ile kombinasyonunun karbapenemaz iireten Klebsiella

pneumoniae’ye karsi sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir [Ciftgi, 2015].
2.6. Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Gelisimi
Bir mikroorganizmanin antibiyotiklerin oldiiriicii veya tiremeyi engelleyici etkisine

diren¢ denir. Genel olarak gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimi direncin

yaytliminda o&nemli bir faktordiir. Fakat 1940°li yillarda antibiyotiklerin
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kullanilmadig1 bazi adalarda bulunan toprak ve digki orneklerinde streptomisin ve

tetrasiklin direnci olugsmus bakterilerin izole edildigi belirtilmistir. Bu sebeple

direncin yayilimi sadece yogun antibiyotik kullanimi ile degil, mikroorganizmanin

elverissiz sartlarda kendi yasamim siirdiirebilmesi ve savunma siirecinin bir parcasi

olarak da degerlendirilmektedir. Ancak antibiyotiklerin yogun sekilde kullanima

girmesi ile birlikte yillar i¢inde ¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmig

ve bunlarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde biiyilk sorunlar yasanmaya

baslanmustir (Tablo 2.4) [Tenover ve Hugles, 1996; Cohen, 1992].

Tablo 2.4. Antibiyotiklerin ve direng olusumunun degisim siireci

[Kumar ve Singh, 2013]

Siire Antibiyotiklerin Girisi Tespit Edilen Direng
Antibiyotik ¢agindan 6nce Murra
1930'dan h y
} Penisilinin kesfi (1929) koleksiyonundaki suslar bazi antibiyotiklere karsi
once
direng gosterdi
1930-1940 Siilfonamidlerin girisi Insanlarda penisilinin etkinligi goriildii
Streptomisin, kloramfenikol ve
1941-1950 Penisilin kullanim1 uygun hale geldi
klortetrasiklin'in girisi
Eritromisin, vankomisin ve Penisilin direnciden kaynaklanan enfeksiyonlar
1951-1960 o
metisilinin girisi goriilmeye bagland1
Gentamisin, ampisilin, sefazolin Gentamisin direngli Pseudomonas, metisilin
1961-1970 o
ve amikasinin girisi direngli stafilokokkal enfeksiyonalar ortaya ¢ikti
o o Ampisilin direncinden kaynaklanan enfeksiyonlar
Karbenisilin, sefoksitin ve
1971-1980 siklasti. Firsatc1 patojen enfeksiyonlart artmaya
sefaklorun girisi
basladi
Sefotaksim, klavulanik asit,
amoksisilin, imipenem, Metisilin direngli stafilokokkal enfeksiyonunun
1981-1990 .
norfloksasin ve aztreonamin dagilimi goriildi
girisi
Oral genis spektrumlu Vankomisin direngli enterokok ve ¢oklu ilaca
1991-2000 ) ] )
sefalosporinlerin girisi direngli Mycobacterium tuberculosis ortaya ¢ikti
. . o Vankomisin direngli stafilokokkal enfeksiyonlar,
Florokinolonlar, telitromisin ve
2001-2010 GSBL ve metallo beta laktamaz iireten gram negatif

tigesiklinin girisi

bakteriler tespit edildi
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Bir antibiyotige veya birden fazla antibiyotige direnclilik gelisimi 6zellikle bakteriler
arasinda gecis yapabilen plazmid ve transpozon gibi ekstrakromozomal genetik
yapilar ile yaygmlasmistir. Ozellikle son 20 yilda insan ve hayvanlardaki bakteri
enfeksiyonlarinin tedavisi ile tarim ve hayvancilik alaninda antibiyotik kullaniminin
hizla yayginlasmasi bakteriler arasindaki antibiyotik direngliligini artirmistir [Levy,
1998; Guardabassi ve ark, 1998]. Bakterilerde farkli diren¢ mekanizmalari
kesfedilmis olup bu mekanizmalarin tek birine sahip olabilecegi gibi birden fazla
mekanizmaya da sahip olabilirler. Diren¢ mekanizmasi iki ana baslik altinda

incelendiginde [Davies ve Davies, 2010];

1. Dogal direng
2. Kazilmis direng

2.6.1. Dogal (intrinsik) direnc

Bir bakteri tiirlinlin baz1 antibiyotiklerden etkilenmemesi durumuna “intrinsik
direnc”, “dogal diren¢” veya “duyarsizlik” denmektedir. Bu sekilde gozlenen direng
bakterinin temel 6zelligi olup ila¢ kullanimi ve kalitsal iliskisi yoktur. Bu tip direng
ozelligini gosteren bakteriler ilacin hedefi olan yapiy1 tasimayabilir veya ilacin
hedefine ulasmasimi engelleyecek dogal engellere sahip olabilir. Ornegin gram
negatif mikroorganizmalarda vankomisin dis membrandan gecememektedir.

Klebsiella cinsi igin ise ampisilin, amoksisilin, karbesilin ve tikarsilin

antibiyotiklerine kars1 dogal direng s6zkonusudur (Tablo 2.5) [Yiice, 2001].



24

Tablo 2.5. Baz1 bakteri ve bakteri gruplarindaki dogal direng [Kumar ve Singh, 2013]

Organizma Antibiyotik Mekanizma
Gram pozitif o o
) Aztreonam Penisilin baglayici proteinlerin olmamasi
bakteri
Gram negatif o Biiyiik molekiil olan vankomisinin dis
i Vankomisin )
bakteri membrandan gegememesi
] o Penisilin baglayici proteinlere ulasamadan beta
Klebsiella spp. Ampisilin . o
laktamaz enzimleri tarafindan yok edilmesi
Stenotrophomonas . Penisilin baglayici proteinlere ulasamadan beta
. Imipenem i i ) .
maltophilia laktamaz enzimleri tarafindan yok edilmesi
Lactobacillus spp. o
Vankomisin Hiicre duvar prekiirsoriine baglanamamasi
Leuconostoc spp.
Pseudomonas Sulfonamid, trimetoprim, Antibiyotigin yetersiz alinimi sonucu hiicre
aeruginosa tetrasiklin ve kloramfenikol icinde simnirli konsantrasyonda olmasi

) A Elektron tagima zinciri ile aminoglikozidin
Aminoglikozidler
sinirlt alinmasi

Enterococcus spp. Penisilin, sefalosporin ve
monobaktam gibi beta Penisilin baglayici proteinlerin olmamasi

laktamlar

2.6.2. Kazanmilmis (Kalitsal) direnc

Bakterilerin sonradan kazandigi bir direng tipidir. Popiilasyon antibiyotik ile ilk defa
kars1 karsiya geldiginde ilag mikroorganizma iizerine etkilidir ancak temas siiresinde
veya tekrarlanan tedaviler sirasinda mikroorganizma popiilasyonunda antibiyotige
kars1 direng gelismektedir. Gelisen direnc esas olarak bu yolla olmakta ve genetik
degisim sonunda seleksiyonla direngli kokenler ortaya ¢ikip yayilmaktadir [Oztiirk,
2002]. So6z konusu direng tipi kromozomal veya ekstrakromozomal kaynakli

olabilmektedir [Yiice, 2001].
2.6.2.1. Kromozomal direng
Bakteride kendiliginden (spontan) olusan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan direng

tipidir. Bu mutasyonlar fiziksel veya kimyasal faktorlerle olusabilir ve sonucta

bakteride yapisal degisiklikler gdzlemlenebilir. Bu sebeple ilaca karst hiicrenin
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gecirgenligi azalabilir veya ilacin hiicre i¢indeki hedefinde degisiklikler olabilir.
Streptomisin, aminoglikozidler, eritromisin ve linkomisine karsi bu tiir direng
goriilebilir. Spontan kromozomal mutasyon orani 107-10"?dir. Bu nedenle klinikte

bu tip direng tipine az rastlanilir ve nadiren sorun yaratir [Yiice, 2001].
2.6.2.2. Ekstrakromozomal direng

Ekstrakromozomal diren¢ cesitli yollarla aktarilan plazmid ve transpozon gibi

hareketli genetik yapilar araciligi ile ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.1.) [Yiice, 2001].

prm———— -
— W
e

Plazmid

Transpozon ___ T T T TR W W
i i %
Insersivon 5elamslar f '1.‘
Ll

Sekil 2.1. Mobil genetik elementler [Gongalves, 2015]
Intl: integron AB'": antibiyotik direng geni IS: insersiyon sekansi
Tn: transpozon int: integraz P: promoter attl: yerlesme bolgesi
attC: rekombinasyon bolgesi

2.6.2.2.1. Plazmidler

Plazmidler kendi kendine replike olabilen, genellikle 1 500 ile 400 000 baz gifti arasi
biiyiikliigiinde olan, sirkiiler ve ¢ift sarmal yapida olan ekstrakromozomal yapilardir.

Replikasyon orjininin olmasi ve hayatin1 devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan
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genlere sahip olmasi nedeniyle konak igerisinde rahatlikla kalabilmektedir.
Cogunlukla antibiyotik direng genleri, virulans genler ile plazmidin kendi
replikasyonu ve aktarimi i¢in gerekli proteinler kodlanir. Klinik agidan bakildiginda
genellikle enzimatik olarak ilaglarin par¢alanmasina neden olan genleri igerirler. Bir
mikroorganizmada plazmidin bir kopyasi bulunabilecegi gibi farkli 6zelliklere sahip
plazmidlerde bulunabilir. Genellikle icinde bulundugu bakteriye kazandirmis
olduklar1 6zellikler gbz Oniine alinarak adlandirilirlar (F plazmidi, R plazmidi vs.)

[Kuyucu, 2007; Yiice, 2001].

2.6.2.2.2. Transpozonlar ve insersiyon dizileri

Transpozonlar bakteri kormozomunda farkli yerlere yerlesebilen veya kromozomdan
plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA’ya veya bakteriyofaja
aktarilabilen hareketli genetik elementlerdir. 2-30 kilobaz biiyiikliiklerinde olan
transpozonlar plazmidler gibi kendi kendilerine replike olamazlar fakat aktarildigi
kromozom veya plazmidlerle birlikte replike olabilirler [Uysal, 2013]. Transpozonlar
insersiyon dizi elemanlarindan daha biiyiiktiir ve transpozisyon i¢in gerekli olan
genlerin yani sira antibiyotik diren¢ genlerini de tasirlar [Rice ve ark., 2003]. Direng
genleri arasinda plazmid kokenli beta laktamazlar, tetrasiklin direng genleri ve
aminoglikozid yapisini degistiren enzimler gibi bircogu aslinda transpozonlar i¢inde
bulunmaktadir. Konak ozgiilliiklerinin genis olmasi nedeniyle diren¢ genlerinin

degisik tiirler arasinda aktariminda da 6nemlidir [Giilay, 1999].

Insersiyon dizileri ise iki ucunda tekrarlanan ve birbirinin komplementeri olan kisa
diziler ile ortasinda yer degistirmeyi saglayan (transpozisyonu) diziler bulunur. Yer
degistirmede etkili olan faktor ortada bulunan ve transpozas olarak adlandirilan
enzimin sentezini kodlayan DNA dizileridir. Uzunluklar1 yaklasitk 2 500 baz
ciftinden daha az civardadir [Mahillon ve Chandler, 1998].

Transpozonlar ve IS  elemanlart genom  iizerinde farkli  bdlgelere

yerlesebilmelerinden dolay1 gen ekspresyonunda degisiklige neden olabilirler. Gen
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bolgesine baglanarak gecgici bir siire genin inaktif olmasmi saglarlar ya da

bulunduklar1 bélgede bulunan genleri aktive edebilirler [Madigan ve ark., 2000].

2.6.2.2.3. Integronlar

Integronlar gen ifade elementleri olarak tanimlanmustir. Direng genlerinin
kazanilmasindan sorumlu o6zel genetik elemanlardir. Halkasal formdaki gen
kasetlerinin eklenip kazilmasi i¢in bdlge spesifik rekombinasyon kullanma yetenegi
ile diger biitiin genetik elemanlardan ayrilmaktadir [Collis ve Hall, 1992]. Ayrica gen
kasetlerinin ekspresyonu i¢in bir promotor olarak is goriirler ve bu nedenle dogal
klonlama sistemi ve ekspresyon vektorleri olarak davranirlar [Hall ve Collis, 1995].
Iki korunmus bélge (5'-3' korunmus bélge) ve bunlarin arasinda yer alan ve genelde
antibiyotik direng¢ genlerini igeren gen kasetlerinden olusur [Collis ve Hall, 1995].
Genel olarak integraz (intl1) genini ve antibiyotik diren¢ gen kasetlerini barindiran,
integrasyon kaset alanlarini (attl) iceren ve agik okuma kapilar1 (ORF) ile birleserek
onlar1 fonksiyonel hale getiren genler olarak tanimlanmaktadir [Lapierre ve ark.,
2008]. Bir bolgeden diger bir bolgeye kendini transfer etmek igin gerekli
mekanizmaya sahip degildir. Insersiyon dizileri, birlesik transpozonlar veya
plazmidlerle baglantili bulunmaktadir. Bu baglant1 integronlarin hareketini saglar ve
bdylece siklikla gen kasetleri {izerinde bulunan antibiyotik direng genlerinin tiir i¢i ve

tiirler arasinda transferi gergeklesebilir [Boucher ve ark., 2007].

2.7. Antibiyotik Diren¢c Mekanizmalari

Antibiyotiklerin enzimatik yolla hidrolizi ya da modifikasyonu ve ilacin hedefi olan
molekiilde mutasyon sonucu ortaya ¢ikan degisim bugiine degin ilizerinde en c¢ok
calisilan ve en iyi bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalaridir. Bunlardan bir kismi
intrinsik olarak bakterinin dogal direncine katkida bulunurken 6nemli bir boliimii
mutasyon sonucu ya da direng determinantlarinin ekzojen yolla kazanilmasi sonucu
ortaya ¢ikmakta ve bugiin klinikte sorun olusturan antibiyotiklere karsi direngte
onemli rol oynamaktadir (Tablo 2.6) [Hasdemir, 2007].
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Tablo 2.6. Antibiyotiklerin hedef bolgeleri ve direng mekanizmalari
[Li ve Nikaido, 2004]

Antibiyotik

Bakterideki Hedefi

Diren¢ Mekanizmasi

Beta laktamlar

Hiicre duvar sentezi (PBP'ler)

Beta laktamazlar, PBP'lerin degisimi, gegirgenlik

bariyeri, atim pompalar1

Aminoglikozidler

Protein sentezi

(30S ribozom inhibitorleri)

Aminoglikozid modifiye eden enzimler, ribozomlarin

degisikligi, gegirgenlik bariyeri, atim pompalar1

Katyonik
. Hiicre membrani Hedef degisikligi, atim pompalar1

Peptidler
Kumarinler DNA sentezi (DNA giraz B) Hedef degisikligi, atim pompalari

Kloramfenikol

Protein sentezi

(50S ribozom inhibitérleri)

Asetiltransferaz, atim pompalari

1zoniazid

Yag asit sentezi

Ilag aktivasonunun kaybi, hedef degisikligi, atim

pompalar1

Glikopeptidler

Hiicre duvari sentezi

Hedef degisikligi

Makrolidler

Protein sentezi
(508 ribozom inhibitorleri)

Hedef degiskligi, atim pompalari

Oksazolidinon

Protein sentezi

(508 ribozom inhibitdrleri)

Hedef degiskligi, attm pompalari

Polimiksinler Hiicre membrant Lipolisakkaritlerde degisiklik
. DNA sentezi DNA giraz ve topoizomeraz'daki degisim, atim
Kinolonlar . .
(DNA giraz ve topoizomeraz V) pompalari
. RNA sentezi RNA polimeraz f alt iinitesinin degisimi, atim
Rifamisinler )
(DNA'ya bagimli RNA polimeraz) pompalari
. Protein sentezi L
Streptograminler Hedef degisimi

(508 ribozom inhibitorleri)

Sulfonamidler

Folik asit metabolizmasi

Hedef modifikasyonu, hedef atlama, atim pompalar1

Tetrasiklinler

Protein sentezi

(308 ribozom inhibitorleri)

Aktif efluks, ribozomlarin degisikligi, ilag

modifikasyonu

Trimetoprim

Folik asit metabolizmasi

Hedef atlama, atim pompalari

2.7.1. Antibiyotik inaktivasyonu

Aktif antibiyotik molekiiliiniin direkt olarak inaktivasyonu kategorisinde incelenen
bu savunma mekanizmasi antibiyotigin kendisini degistiren ya da bozan enzimin
liretimini icermesine bagli olarak gelismektedir. Antibiyotik inaktivasyonu; hidrolitik
enzimler, grup transferi ve redoks mekanizmasi ile gerceklesmektedir [Ciftgi ve
Aksoy, 2015].
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Antibiyotiklerin bir kismi hidrolize duyarli ester ve amidler gibi kimyasal baglar
icermektedir. Bircok enzim ise bu baglar1 hedef alip yikima neden olmaktadir. Bu
enzimler siklikla bakteri tarafindan iretilerek antibiyotiklerin hedeflerine
baglanmadan Once inaktive edilirler. Beta laktamazlar etkilerini penisilin ve
sefalosporin  antibiyotiklerinin  beta laktam halkalarii  hidroliz ~ ederek
gerceklestirirler. Enzimatik aktivite sonucu bir antibiyotigin ilk defa hidroliz
edilmesi Staphylococcus aureus bakterisinde belirlenmistir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda penisilinleri hidrolize edenler “penisilinaz”, sefolasporinleri hidrolize
edenlere ise “genis spektrumlu beta laktamaz” denmistir. Fakat gliniimiizde ortak
isim olan “beta laktamaz” adi ile tanimlanmaktadir [Ciftgi ve Aksoy, 2015].
Glintimiizde 200°den fazla beta laktamaz geni tanimlanmigtir ve bunlar kromozomal
olabilecegi gibi plazmidler tarafindan da kodlanmaktadir. Genis spektrumlu beta
laktamazlar tiim penisilinlere, tiglincii nesil sefalosporinlere (seftazidim, sefotaksim,
seftriakson) ve aztreonam’a orta seviyede diren¢ saglamakta iken, sefamisin
(sefoksitin ve sefotetan) ve karbapeneme etki etmemektedir. Bunlar genellikle
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis’te saptanmistir ve

ayrica diger enterobakterlerde de bulunmaktadir [Cift¢i ve Aksoy, 2015].

Antibiyotiklerin hidrolizi ayn1 zamanda esterazlar ile gergeklesebilir. Escherichia
coli’deki ereB eritromisin esteraz II’yi kodlayarak eritromisin A ve oleandomisindeki
lakton halkasini pargalar. Enterobacteriaceae tiirlerinde yaygmdir [Kim ve ark.,
2002].

Aminoglikozidler, kloramfenikol, streptogramin, makrolidler ve rifampisin gibi
antibiyotikleri fosforil, adenil ya da asetil gruplarimi antibiyotik molekiiliiniin
ylzeyine eklemek suretiyle kimyasal yapisini inaktive ederek etki gosteren enzim
gruplari transferazlardir. Aminoglikozid modifiye eden enzimler modifiye edilmis
molekiiliin affinitesini distirerek 30S ribomozal alt birime baglanmasini engeller,
aminoglikozidlere ve florokinolonlara dirence sebep olur [Giedraitiené ve ark.,
2011]. Bu enzimlerle inaktive edilen kloramfenikol, asetil transferaz enzimiyle

hidroksil grubunun asetillenmesi sonucunda 50S ribozoma baglanmaz. Dolayisiyla
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bakterinin protein sentezi kloramfenikole ragmen devam eder [Cift¢i ve Aksoy,
2015].

Oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlar1 da patojen bakteriler igin antibiyotik
direncinin olusmasina neden olmaktadir. Streptomyces virginiae virginiamisin M
olarak adlandirilan kendi tirettigi antibiyotikten bu mekanizma ile korunmaktadir ve
bu diren¢ 16. pozisyondaki keton grubunun alkole indirgenmesi sonucunda

olusmaktadir [Giedraitiené ve ark., 2011].

2.7.2. Hedef molekiiliin degismesi

Antibiyotik ile hedef molekiiliin birlesmesi c¢ok spesifik bir olaydir ve hedef
molekiilde olusacak kiiciik degisimler antibiyotigin hedefine baglanamamasina neden
olmaktadir. Hiicre duvari sentezinin inhibisyonunda beta laktam antibiyotikleri
(penisilin, sefalosporin, karbepenem, monobaktam, vankomisin, teikoplanin) yer
almaktadir [Giedraitiené ve ark., 2011]. Bakteriyel hiicre duvarinin peptidoglikan
yapisi antibiyotikler i¢in ¢ok uygun hedefleri igermektedir. Bu hedef bolgelerin en
onemlilerinden birisi olarak bakteri hiicre duvari yapisinda bulunan penisilin
baglayict proteinler (PBP) gosterilmektedir [Ghuysen, 1994]. PBP’ler biri
sitoplazmik membrana gomiilii, digeri ise periplazmik bosluga uzanan iki béliimden
olusurlar. Beta laktam antibiyotikler PBP’lerin substrat analoglaridir ve bu nedenle
PBP’ler beta laktamazlar gibi beta laktam antibiyotiklere baglanmak suretiyle
hidrolize neden olmaktadirlar. Ancak hidroliz hizlarinin ¢ok yavas olmasi nedeniyle
geri donilisemeyen bir agil-enzim bilesigi olusmaktadir. Bu bilesikten ayrilamayan
enzim hiicre duvari sentezindeki gorevini yapamaz duruma gelir ve siire¢ hiicre
duvari sentezinin durmasi ve hiicre duvar1 yikiminin meydana gelmesi ile sonuglanir.
PBP’lerin penisilin baglayan halkalarinda mutasyonlarin olusmasi beta laktam
antibiyotik baglanmalarinda affinitenin azalmasi ile sonu¢lanmaktadir [Cift¢i ve
Aksoy, 2015]. PBP’lerdeki degisimler Enterococcus faecium’da ampisilin direnci ve
Streptococcus pneumoniae‘de penisilin direnci ile sonuglanmaktadir [Nagai ve ark.,
2002]. mecA penisilin baglayict protein olan PBP2a’y1 kodlar ve beta laktam

antibiyotiklerine yiliksek oranda direng olusturur. Ayrica oldiiriicii seviyede beta
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laktam konsantrasyonuna karsi hiicre duvarmin olusmasini saglamaktadir. Metisiline
direngli olan Staphylococcus aureus suslari ¢apraz direng ile tiim beta laktam
antibiyotiklere, streptomisine ve tekrasikline direng gostermektedir [Grudmann ve
ark., 2006].

Bircok antibiyotik protein sentezini ¢esitli seviyelerde engelleyerek etki
etmektedirler. Aminoglikozidler, tetrasiklinler, makrolidler, kloramfenikol, fusidik
asit, mupirosin, streptogramin ve oksazolidinonlara karsi protein sentezinin
engellenmesi ile direng saglanirken, rifamisinlerde ise RNA polimeraz yolu ile
transkripsiyon sonucu spesifik hedefin modifikasyonu ile direng gelismektedir
[Walsh, 2000]. Makrolid, linkozamid ve streptogramin B grubu antibiyotikler
bakterilerin 50S ribozomal alt tinitesine baglanarak protein sentezini bloke ederler.
Daha sonra 50S alt {inite transkripsiyon sonrasi modifikasyona ugrar (metilasyon),
RNA metiltransferaz baglanma bolgesine veya yakina bir yere yerlesir ve 23S rRNA
mutasyonu ile bu antibiyotiklere karsi direng olusur [Dzidic ve ark., 2008]. DNA
giraz (topoizomeraz 1l) ve topoizomeraz IV (parC ve parE) ezimlerinin
modifikasyonu ile de diren¢ saglanmaktadir. gyrA ve parC genlerinde olusan
mutasyon kinolon/florokinolonlarin baglanmasina engel olur [Kim ve ark., 2002].
Genellikle kinolonlara karsi olusan direng kromozomda meydana gelen mutasyon ile
meydana gelmektedir. Fakat plazmid aracili ve gyrA ve parC genlerinde gergeklesen
nokta mutasyonlar kinolonlara karsi direncin olusumunda rol aldigi belirlenmistir
[Martinez-Martinez ve ark., 2003; Anderson, 2005].

2.7.3. D1s membran gecirgenligi

Gram negatif bakterilerde dis membran i¢ tarafta fosfolipitler, dis tarafta ise lipid
A’dan  olusmaktadir. Dis membran kompozisyonu ilaglarin  alinmasinm
yavaslatmaktadir [Dzidic ve ark., 2008]. Peptidoglikan tabaka genis araliklari
nedeniyle antibiyotiklerin bakteri hiicresine girisine engel olusturmaz. Ancak gram
negatif bakterilerin dis zar1 antibiyotikler ve ortamdan alinacak diger molekiiller i¢in
yar1 gecirgen bir engel olusturmaktadir. Bu nedenle dis zar yapisi tiim gram negatif

bakterilere gram pozitiflerden farkli bir avantaj saglar [Nikaido, 2000].
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Antibiyotiklerin porinlerden gegisi; sekli, biiyiikliigii, yiikii ve hidrofilik 6zelliklerine
bagli olarak belirlenir. Antibiyotiklerin dig membrana penetrasyonu porinler boyunca
difiizyon, iki tabaka boyunca diflizyon ya da kendilerince gelistirilen alim
yollarindan birisi ile gergeklesebilir [Dzidic ve ark., 2008]. Kiigiik hidrofobik
molekiiller (beta laktam ve kinolonlar) dis membrandan sadece porinler ile gegebilir.
Aminogikozidler ve Kolistin hiicrede bulunan porinler vasitasiyla degil, dis
membranda bulunan lipopolisakkaritlere baglanarak alinimi gergeklesir [Lambert,
2002]. Beta laktam antibiyotiklerin ¢ogu hidrofilik yan zincirler igerdikleri i¢in porin
proteinlerdeki degisimlerden etkilenmektedir. Ornegin Pseudomonas aeruginosa
suslarinda karbapenemler i¢in 6zel bir porin olan OprD’nin kaybi sonucunda bu
antibiyotik sinifina karsi direng gelismektedir. Escherichia coli suslarinda dis
membran porinlerinden OmpF ve OmpC’nin kaybi sonucunda beta laktam MIiK

degerlerinde 8-16 kat artis goriilmektedir [Cift¢i ve Aksoy, 2015].

2.7.4. Atim pompalari

Gilinlimiize kadar yapilan caligmalar bakterilerin dogal ve kazanilmis ¢oklu ilag
direncinde 6nemli bir yere sahip olan bir bagka mekanizmanin varligini agik¢a ortaya
koymaktadir. Ik kez 1976’da memeli hiicre membraninda yer alan P-
glikoproteininin kanser ilaclarina, daha sonra bakteri hiicre membraninda yer alan
Tet atim pompa proteininin tetrasiklin direncine yol agtiginin gosterilmesini takiben
yapilan ¢alismalar ¢oklu ilag direncine yol agan aktif pompa genlerinin bakterilerde
ve diger bir ¢ok patojen mikroorganizmada yaygin olarak bulundugunu

gostermektedir (Sekil 2.2.) [Hasdemir, 2007].
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Sekil 2.2. Atim pompa protein aileleri [Blanco ve ark., 2016]
DM: Dis membran IM: i¢ Membran DMP: Dis membran proteini
ABC: ATP binding cassette SMR: Small multidrug resistance
MFS: Major facilitator RND: Resistance nodulation cell division
MATE: Multidrug and toxic compound extrusion

Bakterilerde sitoplazmik membranda bulunan atim pompalar1 proteinlerden
olusmaktadir. Bu pompalarin birincil gorevi farklt metabolit ve kimyasallarin
sitoplazma icindeki seviyelerini normalin altinda tutmak veya molekiilleri hiicre
ylzeyine transfer etmek veya hiicre dist ortamin fonksiyonlarini yiirtitmektir.
Sitoplazmik atim pompa proteinleri birlikte ¢alisabildikleri gibi gram negatif
bakterilerde oldugu gibi ii¢lii yapida dis membran porin proteini ve periplazmik
adaptor proteinleri ile birlikte caligsabilir. Bazi atim pompa sistemleri hiicreden
antibiyotikleri disar1 atar ve hiicre i¢i antibiyotik konsantrasyonunu oldiriicii
seviyenin altinda tutar. Eger atim pompa sistemleri {i¢ veya daha fazla antibiyotik
grubuna kars1 diisiikk diizeyde diren¢ kazandirtyorsa bunlara ¢oklu ilaca direngli
pompa sistemi denir [Blair ve Piddock, 2009]. Asir1 eksprese olma durumunda klinik
acidan kullanigh olan antibiyotiklere kars1 yiiksek derecede direng gelistirebilirler.
Bazilar1 kisith substrat 6zgiilliigline sahip olabildikleri gibi (Tet pompalar1) bazilari
ise genis ¢apta substrat 6zgiilliigiine sahiptir [Blair ve ark., 2015]. Bakteri ¢oklu ilag

direncine sebep olan bu proteinleri kromozomal olarak kodlasa da bazilari plazmidler
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ile de aktarilabilmektedir ve bakteriden bakteriye gecis yapabilmektedir. Bu tarz
direncin yayilmasi kaygi verici bir gelisme olmasinin yani sira direncin aktarilabilir

olmasi diger patojenlere gegisle birlikte sorun yaratmaktadir [Blair ve ark., 2015].

Antibiyotigin hiicre disina atilmasini saglayan atim pompa sistemlerinin varligir 20
yil kadar once tetrasiklinler i¢in belirlenmistir. Giinlimiizde ise bu mekanizmanin
beta laktamlarin da aralarinda bulundugu birgok antibiyotik sinifina kars1 direncte
onemli oldugu anlagilmistir. Hatta gram negatif bakterilerde gesitli antibiyotiklere
kars1 dogal dirence Onceden sanildigi gibi dis membranin degil aktif pompa

sistemlerinin neden oldugu belirlenmistir [Van Bambeke ve ark., 2000].

Aktif pompa sistemleri 6zellikle makrolidler, tetrasiklinler ve florokinolonlar olmak
lizere tiim antibiyotik smiflarimi etkilemektedir. Ciinkii bu antibiyotikler protein ve
DNA biyosentezini farkli agamalarda engellemektedirler ve bu nedenle de etkilerini
gostermek igin hiicre i¢inde olmalar1 gerekmektedir [Webber ve Piddock, 2003;
Cift¢i ve Aksoy, 2015].

Pompa proteinlerinin regiilasyonundan sorumlu elemanlarin mutasyona ugramasi
sonucunda ise artan bir gelisim s6z konusu olabilmektedir. Buna 6rnek olarak
Pseudomonas aeruginosa’daki MexAB-OprM pompa sistemi Ornek verilebilir.
MexR regulatér gende meydana gelen mutasyon MexAB-OprM’in asir1 eksprese
olmasmma ve beta laktam gibi antibiyotiklere karsi direncin artmasina sebep

olmaktadir [Poole, 2001].

Klebsiella pneumoniae tiiriinde giiniimiize kadar tanimlanan atim pompa sistemleri
acrAB, kexD, kdeA, kmrA, kpnEF, kpnGH ve ketM olmak {izere karakterize
edilmistir (Tablo 2.7).
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Tablo 2.7. Klebsiella pneumoniae’de atim pompa proteinleri

Protein Ad1 Ailesi Referans
acrAB RND [Li ve ark., 2008]
kexD RND [Ogawa ve ark., 2012]
kdeA MATE [Ping ve ark., 2007]
kmrA MFS [Ogawa ve ark., 2006]
KpnEF SMR [Srinivasan ve Rajamohan, 2013]
kpnGH MFS [Srinivasan ve ark., 2014]
ketM MATE [Ogawa ve ark., 2015]

Bakterilerde atim pompalar1 kullandiklar1 enerji kaynagi, yapisal ozellikleri ve

substrat profillerine gore 5 sinifa ayrilirlar (Tablo 2.8). Bunlar;

e Major facilitator (MFS) siiper ailesi

e ATP binding casette (ABC) siiper ailesi

e Resistance nodulation division (RND) siiper ailesi
e Small multidrug resistance (SMR) siiper ailesi

e Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) siiper ailesi

Tablo 2.8. Atim pompa ailelerine ait proteinlerin 6zellikleri [Hasdemir, 2007]

Protein Ailesi Enerji Kaynag | Membran Topolojisi | Tipik Protein Bakteri Tiirii
12 transmembran .
ABC Siiper Ailesi ATP . LmrA Lactococcus lactis
segmenti
12 veya 14
o NorA Staphylococcus aureus
MFS Siiper Ailesi PMF transmembran o )
) EmrB Escherichia coli
segmenti
L 12 transmembran oo .
MATE Siiper Ailesi | Sodyum gradienti . YdhE Escherichia coli
segmenti
4 transmembran Smr Staphylococcus aureus
SMR Siiper Ailesi PMF . o ]
segmenti EmrE Escherichia coli
o 12 transmembran AcrB Escherichia coli
RND Siiper Ailesi PMF . .
segmenti MexB Pseudomonas aeruginosa

PMF: Proton hareket kuvveti
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2.7.4.1. ATP Binding Casette (ABC) siiper ailesi

ABC transport proteinleri en genis protein ailesi olmasi, prokaryot ve dkaryotlarda
bulunmasi ve ¢ok genis substrat genisligine sahip olmasiyla bilinmektedir. Bu primer
tasiyici sistemler diger atim pompa sistemlerinden farkli olarak molekiillerin hiicreye
alinmas1 veya atilmasinda gerekli olan enerjiyi ATP hidrolizinden elde ederler. Her
biri alti helikaz igeren iki transmembran segmentine sahiptir. Bu pompalar
homodimer veya heterodimer olarak gorev yapabilirler. Lactococcus lactis’te LmrA
bu simifa 6rnek olarak verilebilir. ABC tasiyicilar prokarotlarda aktiviteleri igin Mg
iyonuna ihtiya¢ duyarlar [Van Bambeke ve ark., 2000]. Primer tasiyici proteinler
besinlerin alinmasinda, hiicresel metabolitlerin atilmasinda, ksenebiotiklere, ozmotik
stres ve lipit tasinmasinda koruyucu olarak gorev alirlar. Bu tastyicalarin substratlar
arasinda kii¢iik iyon ve molekiillerden (amino asit, seker, vitamin, vb.) biyiik
yapidaki bilesiklere (peptidler, protein ve polisakkaritler) kadar genis bir spektrum
bulunmaktadir [Kdhler ve ark., 1999].

2.7.4.2. Major Facilitator (MFS) siiper ailesi

MEFS ailesi sekonder tasiyicilar kategorisi altinda bulunurlar. Bilinen prokaryot
membran proteinlerinin yaklagik %25’ini olustururlar. Glinlimiize kadar yaklasik
olarak 15 000 MFS pompasi tanimlanmistir [Saier ve ark., 1999]. MFS ailesine ait
membran tasiyicit proteinler bakteriden yiiksek Okaryotlara kadar bir¢ok canlida
bulunmaktadir. Cok genis substrat profiline sahip olmakla birlikte sekerler, krebs
donglisii ara basamaklaria, organofosfatlar, oligosakkaritler ve antibiyotiklerin
taginmasi gorevinde yer alirlar [Pao ve ark., 1998]. MFS pompalart RND ailesine
benzemekle birlikte proton hareket kuvvetini kullanirlar ve bir hidrojen iyonu i¢in bir
substrat degistirirler. 12 transmembran segmentine sahiptirler [Piddock, 2006]. Bu
smifa ait bilinen en iyi drnek Staphylococcus aureus’a ait NorA proteinidir. 388
amino asitten olusan membran proteini hidrofilik bilesiklere direng gostermesinin
yani sira az veya yok derecede hidrofobik kisimlara diren¢ gostermektedir. Yapilan
calismalar sonucunda ise NorA’nin ger¢ek anlamda g¢oklu ilaca direng gosteren

tagtyict bir protein oldugunu gostermektedir. Yapisal olarak farkli tiirlere ait
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proteinlerin homolojileri birbirine benzemektedir. Ornegin Bacillus subtilis’e ait
Bmr, Lactococcus lactis’e ait ImrP, Escherichia coli’deki MdfA ve Streptococcus

pneumoniae’deki PmrA 6rnek gosterilebilir [Putman ve ark., 2000].

2.7.4.3. Small Multidrug Resistance (SMR) siiper ailesi

SMR atim pompalar1 yaklasik 110 aminoasitten olusan ve 4 alfa helix transmembran
segmentinden olusmaktadir. Bu familyaya ait ilk pompa Staphylococcus aureus’da
tasiyici gorevi olan Smr ile kesfedilmistir [Paulsen ve ark., 1996]. Gram negatif
bakterilerde ise bu familyaya ait pompalar bakteri kromozomunda kodlanmaktadir.
Ornek olarak Escherichia coli’deki EmrE [Nikaido, 2009], Bacillus subtilis’ten EbrA
ile EbrB ve Mycobacterium tuberculosis’e ait Mmr verilebilir [Putman ve ark.,
2000].

2.7.4.4. Resistance-Nodulation-Division (RND) siiper ailesi

RND ailesine ait pompalar sekonder tastyicilar olmakla birlikte {i¢lii bir yapiya
sahiptir. Ic membran pompa proteini, periplazmik protein ve dis membran porin
proteini olmak {izere 3 kisimda incelenirler. RND sistemi proton hareketi ile antiport
olarak gdrev yapar ve bir hidrojen ile bir molekiiliin yer degistirmesiyle taginmay1
gerceklestirirler. Cok genis substrat 6zgiilliikleri vardir. 12 transmembran segmenti
igerirler. Bir¢ok Enterobactericeae iiyesinde bulunan AcrAB pompa geni en iyi
Escherichia coli’de aydinlatilmistir ve asir1 ekspresyon durumunda ¢oklu ilaca direng
fenotipi gostermektedir [Yang ve ark., 2003]. Firsat¢1 patojen olan Pseudomonas
aeruginosa’ya ait MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN proteinleri, Neisseria
gonorrhoeae’ya ait MtrRCDE o6rnek verilebilir [Putman ve ark., 2000].

2.7.4.5. Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) siiper ailesi
MATE pompalar1 da RND ve MFS pompalar1 gibi sekonder tasiyicilardir ve 12 veya

14 transmembran segmentine sahiptirler. Enerji kaynagi olarak proton hareket

kuvvetini kullanirlar. Fakat bazi MATE pompalart sodyum iyon gradientini
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kullanabilmektedir [Nishino ve ark., 2006]. ilk agiklanan MATE familyasina ait
tastyict Vibro parahaemolyticus bakterisinde goriilen NorM tastyicisidir [Omote ve
ark., 2006].

2.8. Attm Pompalarmn Fizyolojik Rolleri

Gergekten de atim pompa genlerini igeren biitiin bakteriler, lokal veya global
regiilatorler ile kontrollii bir ekspresyon seviyelerine sahip olsalar da, 6zellikle stres
durumunda adaptasyonlari, gelisim, patogenez ve viriilansta 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Yapilan caligmalar ve kanitlarla attim pompalar1 bakterinin fizyolojik

stirecinde detoksifikasyona neden olmaktadir [Sun ve ark., 2014].

2.8.1. Patojenite ve viriilanstaki rolleri

Escherichia coli’de ¢oklu ilaca direngli ve antibiyotik diren¢ determinanti olarak
AcrAB-TolC atim pompa geninin taninmasi ile atim pompalari sadece antibiyotikler
tizerinde degil, zehirli safra tuzlarimi hiicre disina atarak bakterinin hayvan
barsaginda yagamini devam ettirdigi rapor edilmistir. Ayni rol bu pompa ile benzer
homoloji gosteren Pseudomonas aureginosa, Neisseria gonorrhoeae ve Salmonella
Typhimurium’da goriilmiistiir. Ayn1 zamanda pompalarin konak tarafindan tiretilen
antimikrobiyal bilesikleri disa pompalayarak bakterinin yasadig1 ortamda gelismesini
saglamaktadir. Bu bilgilere dayanarak atim pompalarindaki meydana gelen kusurlu
mutasyonlar bazi patojenlerde viriilansin azalmasina neden olmaktadir [Sun ve ark.,
2014]. Ornegin Klebsiella pneumoniae’de acrB geninin susturulmas: ve Enterobacter
cloacae’da acrA ve tolC genlerinin susturulmast bu patojenlerin  hayvan
modellerinde enfeksiyon yapma seviyesini diisiirmektedir ve boylece AcrAB-TolC
pompa sisteminin bu iki bakteri tiirlinde viriilans olusumunda 6zel bir yap1 oldugu

belirlenmistir [Padilla ve ark., 2010; Perez ve ark., 2012].

Pseudomonas aureginosa’da ise en fazla calisilan atim pompalarindan MexAB—
OprM, MexCD-Oprd, MexEF-OprM ve MexXY—-OprM ile yapilan calismada
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MexCD-OprJ hari¢ diger genlerin delesyonu bakterinin MDCK hiicrelerini istila
yeteneklerinde belirgin bir diisiis goriildigi belirtilmistir [Hirakata ve ark., 2002].

2.8.2. Hiicreler arasi iletisim

Hiicreleraras: iletisim bakterilerde stres cevabinda ve topluluk icinde davranista
onemli bir rol oynamaktadir. Hiicrelerarasi iletisimde ise en 6nemli mekanizmadan
biri de quorum sensing sistemidir. Bakteri otoindiiser olarak bilinen sinyal
molekiillerini {iretir ve ortama birakir. Esik degeri seviyesine ulastigi zaman bu
molekiiller transkripsiyon diizenleyicisi olarak 6zel reseptdrlere baglanir ve gen
ekspresyon profilinin degismesini saglar. Quorum sensing hiicrede antimikrobiyal
peptidlerin  iiretiminde, metabolitlerin degisiminde, motilitede, polisakkarit
sentezinde ve birgok viriilans faktoriin aktivasyonunda gorev alir. Diger bakteriler
tarafindan bu molekiillerin algilanmasi i¢in hiicre dis1 alana birakilmalar1 gerekir.
Otoindiiserler arasinda difiize olabilme farkliliklar1 olsa da Vibrio fischeri’e ait N-agil
homoserin laktan (AHL), Pseudomonas aeruginosa’ya ait 3-okzohekzanoil
homoserin lakton (30Cs-HSL) ve N-butyryl homoserin lakton (C4-HSL) kolaylikla
difiize olabilirler. Fakat N-(3-oxododecanoyl) homoserin lakton (30Cj,-HSL) ve 2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) yiiksek molekiil agirliklar1 ve hidrofobik
yapilarindan dolayr kolaylikla gegemezler. Dolayisiyla membrandan geciste atim

pompalar1 6nemli bir rol Gistlenmektedir [Sun ve ark., 2014].

2.8.3. Biofilm olusumundaki rolii

Bir¢ok kronik ve kalici enfeksiyon biofilm ile iliskilidir ve c¢oklu ilaca direncin
yayiliminda Onemli bir faktordiir. Planktonik hiicrelere gore biofilm {ireten
bakterilerin bakterisidal antibiyotiklerle yok edilmeleri daha zordur [Sun ve ark.,
2014]. Atim pompa inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda pompa inhibitérlerinin
kullanilmas1 ile inaktive olan pompalar Escherichia coli ve Klebsiella

pneumoniae’de biofilm olusumunu azalttig1 belirtilmektedir [Kvist ve ark., 2008].
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2.9. Atim Pompalari ile Olusan Direncin Onlenmesi

2.9.1. Pompa mekanizmasim atlama

Atim pompalar1 vasitasiyla antibiyotiklerin taninmasindan sorumlu molekiiler
etkenler tam olarak aydinlatilmamis olsa da antibiyotik gruplarinda antibiyotiklerin
transportunda bir farklilik s6z konusudur. Onciil antibiyotik yapisindan yeni
molekiillerin sentezlenmesiyle eskiye gore daha az tanimmmakta ve bakteride
duyarlilik olusturmaktadir. Ornegin 3. ve 4. kusak kinolonlarm 1. ve 2. kusaga gore,
ketolidlerin makrolidlere ve glisinlerin tetrasiklinlere oranla daha az oranda hedef
olmalar1 6rnek verilebilir. Bir molekiiliin yapisinin bakterinin duyarliligini dikkate
alarak optimize edilmesi element dizayninda 6nemli goériilmektedir [Van Bambeke
ve ark., 2006; Aygiil, 2015].

2.9.2. Biyolojik inhibisyon

Atim pompa aktivitesinin inhibisyonu asamasinda uygulanan strateji proteinlerin
antikor kullanilarak inhibe edilmesi veya antisense yaklagimlardir. Antisense
oligoniikleotidler (pompay1 kodlayan genlerin transkripsiyonunu engelleyerek) veya
siRNA’lar kullanilarak (pompa genini transkripsiyonunu veya translasyonunu
engelleyerek) veya geleneksel olmayan antisense molekiiller ile olabilmektedir.
Fakat bu strateji patojenlerde atim pompalarinin roliinii arastirmak i¢in in vitro olarak
kullanilmakta olup terapotik olarak kullanilmamaktadir [Van Bambeke ve ark., 2006;
Aygiil, 2015].

2.9.3. Farmakolojik inhibisyon

Genis capta kullanilan yontemlerden biri de atim pompalarinin inhibitorler
gelistirilerek 6zel antibiyotik ile birlesik tedavide kullanilmasidir. Farmakolojik
olarak atim pompalarinin inhibisyonunda farkli mekanizmalar kullanilmaktadir.
Atim pompasini yonlendiren enerjinin gradientinin dagilimi 6zel olmayan bir

stratejidir [Van Bambeke ve ark., 2006; Aygil, 2015]. Phenyl-arginine beta-
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naphthylamide (PABN) [MC-207,110] ilk tanimlanan attm pompa inhibitori olmakla
birlikte Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Klebsiella pneumoniae’de
bulunan AcrAB-TolC iizerinde inhibitér bir etkiye sahiptir. inhibitérler yardimiyla

pompalarin inhibisyonu;
1.Pompa ekspresyonu igin gereken diizenleyici kisimlarla etkilesime girerek

2.Antibiyotik yapisinda degisiklik olusturarak ve dolayisiyla pompa ile

etkilesimini engelleyerek
3.Pompa bilesenlerinin bir arada olmasini1 bozarak

4 Farkli bilesikler kullanarak yarismali veya yarigmasiz olarak antibiyotigin

hedefe baglanmasini engelleyerek

5.Hiicre membranindaki porlar1 bloke ederek

6.Pompa aktivitesi icin gerekeli olan enerjiyle miicadele ederek gerceklestirirler

[Van Bambeke ve ark., 2006; Aygiil, 2015].

2.10. Pompa Aktivitesini Arastirma Yontemleri

Antibiyotiklerin etkileri atim pompalarinin ¢oklu ilaca direngli fenotipler
olusturmasiyla tehlikeli boyutlara ulasmaktadir. Bu bakteriler tarafindan olusturulan
enfeksiyonlar saglik alaninda onemli bir sorun olusturmaktadir ve bazi terapotik
problemlere neden olmaktadir. Bu sorunlari 6nlemek i¢in ¢oklu ilaca direngli
bakterileri erken teshis etmek onemlidir [Lomovskaya ve ark., 2007]. Bununla
birlikte bu mekanizmay1 daha iyi anlayabilmek i¢in metotlar gelistirmek 6nemlidir.
“Genomik cag” denilen siire boyunca transport proteinlerin varligini belirlemek icin
kullanilan en yaygin metot bakteri genomunu sekanslamak ve homolog bakteri
genomlartyla karsilastirip muhtemel pompa kodlayan sekanslari belirlemektir.
Ayrica gen susturma islemi de alternatif bir yontem olarak goriilmektedir [Ryan ve

ark., 2001; Smith ve ark., 2007].



42

Farkli bir metot olarak agar plakalar1 kullanarak bakterilen davranislarini ve
duyarliligin1 belirleyerek atim pompa aktivitesinin belirlenmesi saglanmaktadir.
Ethidium Bromide-agar Cartwheel metotu denilen bu yontemde agar plaga etidyum
bromiir’iin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak bakteri inokule edilir. Ardindan bir
gecelik inkiibasyondan sonra UV 151k altinda goriintiilenir ve en az konsantrasyonda

1sima yapan plaka kaydedilir [Martins ve ark., 2006].

Bir bagka atim pompa aktivitesini belirleme yontemi ise flow sitometridir. Bu metot
ile hiicre i¢i hedeflere baglanabilen floresan boyalar kullanarak ger¢eklesmektedir.
Bu asama identifikasyonu kolaylastirmakla beraber hiicrenin farkli kisimlarindan
ayirt edilmesini saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu teknik bakterilerin belirlenmesinde
ve sayillmasinda, aym zamanda antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde

kullanilmaktadir [Jernae ve ark., 1994; Paixao ve ark., 2009].

Farkli bir metot ise basartyla gelistirilmis yar1 otomatik florometrik metottur. Bu
yontemde etidyum bromiir gibi floresan madde kullanilmaktadir. Etidyum bromiir
taginma kinetigi atim pompa aktivitesini belirlemede kullanilir. S1vi soliisyonlarda
diisiik floresan yayar, gram negatif bakterilerin periplazmik bosluklarinda ve gram
pozitiflerin sitoplazmasinda hiicresel bilesiklere baglanarak kuvvetli floresan
yayarlar. Florometri yardimiyla floresan substratin hiicre membran boyunca
transportu stirekli takip edilir. Bilgisayar yardimiyla kolay takip edilebilmesi,
kusursuz ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle bu metot yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem ile ayrica atim pompa inhibitorlerin etkinligi ve asir
ekspresyon yapan ¢oklu ilaca direngli bakterilern atim pompa aktivitelerinin

6lgtilmesinde kullanilabilir [Viveiros ve ark., 2008].

2.11. GSBL Dogrulama Testleri

GSBL dogrulama testleri klavulanik asit ve indikator sefalosporin veya monobaktam
arasindaki sinerjinin gosterilmesini temel almaktadir. Ayni zamanda bu testler
GSBL’leri beta laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen AmpC tipi enzimlerden

ayrrmaktadir [Ozsoy ve ark., 2001].
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Sik kullanilan yontemler arasinda;

e Kombine disk testi
e Cift disk sinerji testi
e E-test yontemi

e Mikrodiliisyon testi
e Ug boyutlu test

e Otomatize sistemler

e Molekiiler teknikler gibi yontemler bulunmaktadir.

2.11.1. Kombine disk testi

Kombine disk yonteminde klavulanik igceren ve icermeyen saftazidim ve sefotaksim
antibiyotik diskleri kullanilir. Standart 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan
bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerine yayilir. Ardindan
klavulanik asit iceren ve icermeyen seftazidim ve sefotaksim antibiyotik diskleri
yerlestirilir. 35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra kombinasyon diskleri etrafindaki
zon, klavulanik asit igermeyen disk etrafindaki zona kiyasla 5 mm veya daha fazla
ise izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilmektedir [CLSI, 2014].

2.11.2. Cift disk sinerji testi

Temeli disk difiizyon yontemine dayanir. Ayn1 sekilde 0,5 McFarland yogunlugunda
hazirlanan bakteri silispansiyonu MHA plagima yayilir. Plagin tam ortasina
amoksisilin-klavulanik asit diski, etrafina ise merkeze uzakliklar1 25-30 mm olacak
sekilde seftazidim, seftriakson, sefotaksim, aztreonam veya sefpodoksim diskleri
yerlestirilir. 35°C’de bir gece inkiibasyondan sonra antibiyotiklere ait inhibisyon
zonlarimin klavulanik aside dogru genislemesi veya arada bakteri liremedigi bir

sinerji alaninin bulunmast GSBL pozitif olarak yorumlanir [Giilay, 2004].
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2.11.3. E-test yontemi

Bir ucunda seftazidim, diger ucunda ise seftazidim/klavulanik asit gradienti igerecek
sekilde hazirlanan stripler kullanilir. Stripler disk difiizyon prosediirlerine uygun
olarak ekim yapilan petrilere yerlestirilir. inkubasyon sonucunda elips bir sekilde zon
elde edilir ve zonun stripi kestigi noktada okunan deger antibiyotik icin MIK
degerini verir. Seftazidim ve seftazidim/klavulanik asit degerleri birbirine
oranlandiginda seftazidimin MIK degeri seftazidim/klavulanik asit MIK degerine
oranla 8 kat veya daha fazla olmasi GSBL varligimi isaret eder [Cormican ve ark.,
1996].

2.11.4. Mikrodiliisyon testi

Pratikte pek uygulanan bir test olmamasma karsin bu testle GSBL varligi beta
laktamaz inhibitérleri varhiginda sefalosporinlerin MIK degerlerindeki azalma sivi
mikrodiliisyon teknigi ile de belirlenebilir. Buna gore seftazidim veya sefotaksim
MIK degerleri hem tek baslarina hem de klavulanik asit varhginda saptanir.
Klavulanik asit varliginda MIK degerlerinde 8 kat ve iizeri azalma GSBL pozitif
olarak kabul edilir [Thomson ve ark., 1999].

2.11.5. Ug boyutlu test

0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan bakteri siispansiyonu MHA plagina yayilir.
Petrinin orta kismima yarik acilir ve antibiyotik diskleri 3 mm uzaklikta olacak
sekilde yerlestirilir. Yarigin igerisine de hazirlanan bakteri siispansiyonundan
konulur. Seftazidim, sefotaksim, seftriakson ve aztreonam diskleri yarik etrafina
yerlestirildikten sonra inkiibasyona birakilir. Bu disklere ait inhibisyon zonlarinin
dairesel bigiminde bozulma, kesintiye ugrama veya bakterinin inokiile edildigi kesi
cizgisi yakininda birbirinden ayr1 kolonilerin iiremesi GSBL pozitif olarak

degerlendirilir [Giilay, 2004].
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2.11.6. Otomatize sistemler

Cesitli firmalar tarafindan (VITEK 2 (bioMerieux, Marcy [I’Etoile/Fransa) ve
Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, MD/ABD)) gelistirilen otomatize sistemler
yardimi ile GSBL {ireten suslar saptanabilmektedir. Bunlarin bir kismi
spektrofotometrik  ve/veya baska bir dizi Ol¢im yoOntemini kullanarak
mikroorganizmalarin tiplendirilmesini de saglamaktadir. Bu iki parametre disinda
bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng profillerini de goriintiilemek igin
kullanilmaktadir. Ureticinin firmanin onerilerine gdre uygulamalar yapilmaktadir

[Drieux, 2008].

2.11.7. Molekiiler teknikler

Molekiiler yontemler enzimlerin tanimlanmasinda arastirma amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu amacgla DNA problari, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
oligotiplendirme, ligaz zincir reaksiyonu (LCR), izoelektrik odaklama gibi yontemler
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin ¢ogunda sadece enzim ailesi
gosterilebilmektedir. Enzimin kesin olarak tanimlanmasi bu konuda altin standart
yontem olarak kabul edilen niikleik asit dizi analizi ile miimkiin olmaktadir

[Bradford, 2001; Stiirenburg ve Mack, 2003].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri ornekleri

Calisma kapsaminda GSBL iireten Klebsiella pneumoniae suslart Samsun Egitim ve
Aragtirma Hastanesi servislerinde yatan veya ayakta tedavi olan hastalarin farkl
kiltlir 6rneklerinden (kan, idrar, balgam vs.) izole edildi. GSBL iiretimi ve tiir tayini
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesin Mikrobiyoloji Laboratuar1 biinyesinde
bulunan BD Phoenix (Becton Dickinson, USA) otomatize sistem tarafindan
belirlenen 100 Klebsiella pneumoniae izolati ¢alismaya dahil edildi.

3.1.2. Cihazlar

Otoklav (Hiclave Hv-110L, Hirayama), Etiiv (UN160, Memmert), Ger¢ek Zamanli
PZR Cihaz1 (Piko Real 96, Thermo Scientific), PZR kabini (UVP), Buz makinasi
(FM-150KE, Hoshizaki), Spektrofotometre (UV-Visible Evolution 201, Thermo
Scientific), Mikroplaka okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), -20°C derin
dondurucu (Vestel), -80°C derin dondurucu (Forma 8800 Series, Thermo Scientific),
Masa lstii sogutmali santrifiij (Z216 MK, Hermle), Hassas terazi (UW1020H,
Shimadzu), Kaba terazi (TXB6201L, Shimadzu), Ultra saf su cihazi (Direct-Q 8UV,
Merck), pH Metre (Orion Star AL11, Thermo Scientific), Kuru blok 1sitict (Dri-
Block DB-4D, Techne), Isiticili manyetik karistirici (C-MAG HS7, IKA), Vorteks
(Vortex 4, IKA), Densimetre (DEN-1, Biosan), Mini santrifiij (mini G, IKA),
Thermal cycler (Techne Prime), Calkalamali su banyosu (BS-06, Jeio Tech),
Otomatik pipetler (Thermo Scientific), Mikrodalga firin (Vestel), Gorilintleme cihazi
(Fusion FX, Vilber Lourmat), Gii¢ kaynagi (EC1000XL, Thermo), Elektroforez tanki
(OWL Easycast B1, Thermo)
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3.1.3. Sarf malzemeler

Steril 2 ml santrifiij tiip (Axygen), Steril PZR tiipii 0,2 ml (Axygen), Steril 5 ml pipet
(Corning), Pipet uglar1 (Axygen), Steril ekiivyon ¢ubuklar (Lp italiana), Steril 6ze
(Isolab), Steril petri kutusu (100-150 mm) (Lp Italiana), Saklama kutusu (Thermo
Scientific), Falcon tiip (Isolab), Vinil eldiven (Isolab), Otoklav poseti (Lp Italiana),
Cam tiip, Beher, Cam sise (Isolab)

3.1.4. Kimyasallar

Gliserol (Sigma), Lizozim (Sigma), B-mercaptoethanol (Amresco), Etanol (Merck),
Tris HCL (Sigma), EDTA (Sigma), Trisma Base (Sigma), Boric Acid (Sigma),
EDTA (Sigma), Agaroz (Prona), dNTP Mix (Thermo), 50 bp DNA Ladder
(Thermo), Tag DNA Polymerase (Thermo), Ethidium Bromiir (Sigma), Primer
(Integrated DNA Technologies), Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit
(Thermo Scientific), Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific), Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
(2X) (Thermo Scientific)

3.1.5. Antibiyotik diskleri

Ampisilin (AM) (10 pg) (Bioanalyse), Seftazidim (CAZ) (30ug) (Bioanalyse),
Sefotaksim (CTX) (30ng) (Bioanalyse) , Seftriakson (CRO) (30pg) (Bioanalyse),
Aztreonam (ATM) (30ug) (Oxoid), Siprofloksasin (CIP) (5 pg) (Bioanalyse),
Ertapenem (ETP) (10 pg) (Bioanalyse), Tobramisin (NN) (10 pg) (Bioanalyse),
Tetrasiklin (TE) (30ug) (Bioanalyse), Seftazidim/klavulanik asit (CZC) (30ug/10ug)
(Bioanalyse), Sefotaksim/klavulanik asit (CTC) (30pg/10pg) (Bioanalyse)
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3.1.6. Referans suslar

KWIK-STIK 2 Pack Escherichia coli ATCC 25922 (Microbiologics)
KWIK-STIK 2 Pack Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (Microbiologics)
Klebsiella penumoniae ATCC 700721 (MGH 78578) (ATCC)

3.1.7. Besiyeri ve cozeltiler

Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid)

Icerik (g/L)

Pancreatic digest of casein 15,0
Enzymatic digest of soya bean 50
Sodium chloride 5,0
Agar 15,0

pH: 25°C’de 7,3+ 0,2

Hazirlamisi: 40 g toz besiyeri 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢ozliniinceye
kadar kaynatildi. 1M NaOH ve HCI ¢ozeltileri ile pH ayarlamasi yapildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’lik su banyosunda 30 dakika
sogumaya birakildi. Daha sonra steril petrilere yaklasik 20 ml olacak sekilde dagitildi

ve +4°C’de saklamaya alind1.



Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck)

Icerik (g/L)

Peptone from casein

Peptone from soymeal

D(+) glucose monohydrate

Sodium chloride

Di-potassium hydrogen phosphate

pH: 25°C’de 7,3 £ 0,2

17,0

3,0

2,5

5,0

2,5
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Hazirlamisi: 30 g toz besiyeri 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢6ziinene kadar

karistirildi. 1M NaOH ve HCI ¢ozeltileri ile pH ayarlamasi yapildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’lik su banyosunda 30 dakika

sogumaya birakildi. Daha sonra steril 15 cm’lik tiiplere 5’er ml olacak sekilde

dagitild1 ve +4°C’de saklamaya alindi.

Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck)

Igerik (g/L)

Meat infusion

Casein hydrolysate

Starch

2,0

17,5

1,5
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Agar-agar 13,0

pH: 25°C’de 7,4 £ 0,2

Hazirlamisi: 34 g toz besiyeri 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢oziinene dek
kaynatildi. 1M NaOH ve HCI c¢ozeltileri ile pH ayarlamasi yapildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’lik su banyosunda 30 dakika
sogumaya birakildi. Daha sonra steril petrilere yaklasik 4 mm yiikseklikte olacak
sekilde dagitildi ve +4°C’de saklamaya alindi.

Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Merck)

Icerik (g/L)

Nutrient substrate 27,5
D(+) glucose 2,0
Sodium chloride 5,0
Di-potassium hydrogen phosphate 2,5

pH: 25°C’de 7,4 +£ 0,2

Hazirlamisi: 37 g toz besiyeri 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢6ziinene kadar
karistirtldi. 1M NaOH ve HCI ¢ozeltileri ile pH ayarlamasi yapildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’lik su banyosunda 30 dakika
sogumaya birakildi. Stok besiyeri olarak kulanilacak sekilde 2 ml’lik ependorf

tiiplere dagitildi ve +4°C’de saklamaya alind.
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Serum fizyolojik

Icerik (g/L)

NaCl 9

Hazirlamisi: 9 gr NaCl 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢oziinene dek karigtirildi.
Her bir tiipe 5’er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Soguduktan sonra +4°C’ de saklamaya alind.

1M NaOH

Icerik (g/L)

NaOH 40

Hazirlamisi: 40 g NaOH 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢oziinene kadar

karistirildi. Oda sicakliginda saklamaya alindi.

1M HCI

Icerik (g/L)

HCL 36,46

Hazirlamisi: 36,46 g HCI 1 litre distile su igerisinde tamamen ¢oziinene dek

karistirildi. Oda sicakliginda saklamaya alindi.
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Tris-EDTA (TE) Tamponu

Icerik (g/L)
Tris HCI (10 mM, pH:8,0) 1,57
EDTA (1mM) 0,3

Hazirlamisi: 1,57 g Tris HCI bir miktar saf suda ¢6ziildii. pH:8,0’a ayarlandiktan
sonra 0,3 g EDTA eklenip 1000 ml’ye saf su ile tamamland.

10X TBE Tamponu

Icerik (g/L)

Trisma base 107,81
Borik asit 55,02
EDTA 7,444

Hazirlamisi: Kimyasal maddelerin hepsi tartilip bir siseye konulduktan sonra 1 litre
distile su iginde ¢oziildii. Iyice ¢dziinen karisgimin pH's1 8,4'e ayarlanarak ¢ozelti

hazir hale getirildi.

1X TBE Tamponu

Hazirlamisi: 10X TBE ¢ozeltisinden 100 ml alinip saf suyla 1 litreye tamamlanarak

hazirlandi.
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3.1.8. Primerler

Integrated DNA Technologies firmasi tarafindan sentezlenen primerler 1000 uM
olacak sekilde sulandirildi. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 1:990 seyreltme yapilarak 10
uM’lik primer stogu elde edildi ve ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°C’de

saklamaya alindu.

3.2. Metot

Calisma kapsaminda GSBL iireten Klebsiella pneumoniae suslari, Samsun Egitim ve
Arastirma Hastanesi servislerinde yatan veya ayakta tedavi olan hastalarin farkl
kiiltiir 6rneklerinden (kan, idrar, balgam vs.) izole edildi. GSBL iiretimi ve tiir tayini
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesin Mikrobiyoloji Laboratuari biinyesinde
bulunan BD Phoenix (Becton Dickinson, USA) otomatize sistem tarafindan
belirlenen 100 Klebsiella pneumoniae izolati ¢alismada kullanildi. Cihaz tarafindan
tanimlanan izotlar tek koloni pasaji yapilarak TSA (Triptik Soy Agar)’da
cogaltildiktan sonra %20 gliserol iceren Brain Heart Infusion (BHI) sivi besiyeri
iginde -20°C’de depolandi.

3.2.1. Suslarin saklanmasi

Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nden temin edilen suslar1 saklamak i¢in % 20
gliserol iceren Brain Heart Infusion Broth hazirlanip 2 ml’lik steril ependorf
tiiplerine 1,5 ml olacak sekilde aktarildi. Ug kopya olacak sekilde hazirlanan suslarm
iki kopyas1 -20°C’de, bir kopyasi ise -80°C’de saklandx.

3.2.2. Antibiyotik duyarhhk testi

Tanimlanan suslarin antibiyotik duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) kriterlerine gore Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile ticari
antibiyotik diskleri kullanilarak yapildi. Klebsiella pneumoniae olarak tanimlanan
suslar TSA besiyerinde 37°C’de 24 saaat inkiibe edildi. Taze bakteri kiiltiirlerinden
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%0,9’luk steril fizyolojik tuzlu su igerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda
stispansiyonlart hazirlandi. Siispansiyona steril pamuklu ekiivyon batirild1 ve
ekiivyon tiipiin kenarina bastirilarak fazla siv1 uzaklastirildi. Onceden hazirlanmis 4
mm kalinliginda dokiilmiis MHA besiyeri ylizeyine yayma ekim yapildi. Antibiyotik
diskleri uygun bir sekilde steril pens ile besiyeri yiizeyine yerlestirildi. Tiim plaklar
35°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi inhibisyon zon gaplar1 dlgiildii.
Sonuglar CLSI’mn 6nerdigi zon ¢aplarina gore direngli (R), ara duyarl (I) ve duyarlt
(S) olarak degerlendirildi (Tablo 3.1). Kalite kontrol susu olarak Escherichia coli
ATCC 25922 kullanild: [CLSI, 2014].

Tablo 3.1. Calismada kullanilan antibiyotikler, kodlari, disk igerigi ve zon caplari

Antibiyotik Kisaltmas1 Disk Icerigi Zon Capi (mm)
Duyarh (S) Ara duyarh (I) Direncli (R)

Ampisilin (AM) (10 pg) >17 14-16 <13
Seftazidim (CA2) (30pg) >21 18-20 <17
Sefotaksim (CTX) (30ug) >26 23-25 <22
Seftriakson (CRO) (30ug) >23 20-22 <19
Aztreonam (ATM) (30pg) >21 18-20 <17
Siprofloksasin (CIP) (5 ng) >21 16-20 <15
Ertapenem (ETP) (10 pg) >22 19-21 <18
Tobramisin (NN) (10 pg) >15 13-14 <12
Tetrasiklin (TE) (30pg) >15 12-14 <11

3.2.3. Kombine disk testi

GSBL tespitinde kullanilan yontemlerden biride fenotipik dogrulama testlerinden
kombine disk testidir. TSA besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilen ve tiremis olan
bakteri kolonilerinden bir miktar alinarak %0,9’luk steril serum fizyolojik icerisinde
0,5 McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde hazirlandi. Bu siispansiyon steril
ekiivyon yardimiyla MHA besiyeri yiizeyine inokiile edildi. Bu besiyeri iizerine
seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftazidim/klavulanik asit (30 pg/10 pg) ve
sefotaksim/klavulanik asit (30 pg/10 pg) diskleri yerlestirildi. 35°C’de 18 saat
inkiibasyondan sonra sefotaksim ve seftazidim diskinin inhibisyon zon ¢apinin CLSI

onerileri dogrultusunda klavulanik asit ile test edildiginde tek basina test edilmesine
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gore >5 mm artmasi GSBL pozitif olarak degerlendirildi. Kalite kontrol susu olarak

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 kullanildi [CLSI, 2014].

3.2.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin -20°C’de stok halde bulunan bakteriler TSA besiyerine
ekimi yapildi ve 37°C’de 24 saaat inkiibe edildi. Bakteriler daha sonra 5 ml’lik TSB

besiyerine inokiile edilerek 37°C’de logaritmik faza (ODggo:0,5-1) ulasmalari
sagland1 ve izole edildi. Total RNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET RNA

Purification Kiti protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

On Hazirlik:

Izolasyona baslamadan 6nce Wash Buffer 1’¢ 10 ml %100’lik etanol
eklenerek son hacmi 50 ml’ye tamamlandi. Wash Buffer 2’ye ise 39 ml
etanol eklenerek son hacmi 62 ml’ye tamamlandi.

0,4 mg/ml iceren TE (10 mM Tris HCI, ph:8,0, 1 mM EDTA) tamponu
hazirlandi.

Her 1ml Lysis Buffer’1 i¢in 20 pl beta-mercaptoethanol eklendi ve ¢alismada
kullanildi.

Protokole gore;

1,5 ml bakteri kiiltiirii 1,5 ml’lik santrifiij tlipline aktarildi. 12 000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi ve slipernatant atilip pellet kullanildu.

100 pl taze hazirlanmis 0,4 mg/ml lizozim iceren TE tamponu eklendi. Tiip
ters diiz edilerek karistirildi.

Siispanse edilen hiicreler 25°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

-mercaptoethanol eklenmis Lysis Buffer’dan 300 pl eklendi ve homojen bir
karisim goriilene kadar 15 saniye vortekslendi.

%100’liik 180 pl etanol eklendi ve pipetaj yapildi.
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Tiip igindeki karisimdan 700 pl alinarak Genejet RNA Purification Colomn’a
aktarildi ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan akan sivinin
bulundugu tiip atilarak kolon yeni steril 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi.
Wash Buffer 1’den 700 pl kolonun igene aktarildi ve kolon igeren tiip 12 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan toplama tiipiine akan siv1 atild1 ve
kolon tekrar tiipe yerlestirildi.

Wash Buffer 2’den kolona 600 pl eklendi ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Kolondan akan siv1 atild1 ve kolon tiipe yerlestirildi.

Tekrar Wash Buffer 2°den 250 pl kolona eklendi ve 12 000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Kolon steril yeni bir 1,5 ml’ lik tiipe aktarildu.

Son olarak 100 pl Water nuclease free eklendi ve 12 000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolon atilarak kalan sivi PZR ¢alismalart i¢in -20°C’de

saklandi.

3.2.5. Total RNA miktarinin ve safiginin dl¢iilmesi

RNA miktar1 ve saflifi spektrofotometre cihazi kullanilarak 260/280 nm dalga

boyunda izolasyon kitininde bulunan water nuclease free blank (kor) okutularak

olgtldii.

3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Izolasyon sonunda elde edilen ve miktarlar1 belirlenen bakteri total RNA 6rnekleri

cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

kullanilarak c¢cDNA’ya c¢evrildi. Total RNA’dan cDNA sentezlenmesi igin kit

iceriginde bulunan Oligo (dT)1g primer kullanilmas: tercih edildi. Ayrica 100 ng total
RNA her bir 6rnek i¢in farkli hacimlerde kullanildi.

Protokole gore;

Ik asamada asagidaki reaksiyon karisimi 0,2 ml’lik PZR tiipiinde hazirlanda.
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Herbir 6rnek i¢in 100 ng total RNA olacak sekilde hesaplanarak uygun
hacimde alind1.

Oligo (dT)is primerlerinden her bir tiipe 1 pl eklendi toplam hacim 12 pul
olacak sekilde nuclease free water ile tamamlandi.

Nazikee karistirildi ve 3-5 saniye santrifiijlendi.

5X Reaction Buffer’dan 4 pl, RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul)’den 1 pl,
10 mM dNTP karisimindan 2 pl ve RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul)
enziminden 2 ul eklendi.

Toplam hacim 20 ul olacak sekilde santrifiij edilerek bilesenler ¢oktiiriildii.
Karistm PZR cihazinda 42°C’de 60 dakika ardindan 70°C’de 10 dakika
isleme tabi tutuldu. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.2.7. Primer dizileri

Uretici firmanin &nerisi dogrultusunda sulandirilan primerler hazirlanan 10 pM’lik

stoklardan kullanildi. Kullanilan primerler ve biiyiikliikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Primer dizileri ve amplikon uzunluklari

Primer Sekans (5'- 3) Amplikon Uzunlugu Referans
kdeA-F  GTTGTTCCCGTTATGTCTGGTGC

170 bp [Ping ve ark., 2007]
kdeA-R CCAGCAGCCACTGTAAAAACATGC
kexD-F ACCGGTTGCGCAATACCCTGA

184 bp [Ogawa ve ark., 2012]
kexD-R CGTAATTGACGCCATCCCTG
kpnE-F ATTGCTGAAATTACCGGCAC

172 bp [Srinivasan ve Rajamohan, 2013]
kpnE-R AAATACCGATCCCTTCCCAC
ketM-F TTGGCAGAGAAGGCGGTTGG

123 bp [Ogawa ve ark., 2015]
ketM-R CATGACCATCCCGGGCTTG
16S-F AGGCCTAACACATGCAAGTC

326 bp [Ping ve ark., 2007]
16S-R TGCAATATTCCCCACTGCTG
acrA-F GTCCTCAGGTCAGTGGCATTA

257 bp [Li ve ark., 2008]
acrA-R ATTGCTCTGCTGCGCCGTT
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3.2.8. Primer baglanma sicakhik optimizasyonu

PZR calismalarinda 16S, kpnEF, kdeA, kexD, acrA ve ketM gen boélgelerine ait
spesifik primerlerin baglanma sicakliklarinin tespiti i¢in farkli sicaklik optimizasyon
denemeleri yapildi. Bu baglamda toplam hacim 25 pl olacak sekilde karigim
hazirlandi. Her bir gen i¢in ayn1 karisim ve aym1 PZR programi uygulandi. 16S gen
ve kdeA bolgesi icin 49-57°C, ketM i¢in 50-58°C, acrA icin 48-56 °C, kpnEF i¢in
46-54 °C ve kexD i¢in 50-58 °C sicaklik derecesi gradientli PZR cihazinda ¢alisildi.
Optimizasyonda kontrol susu olarak atim pompa genlerini eksprese ettigini
bildigimiz Klebsiella pneumoniae ATCC 700721 susu kullanildi. Gen bolgelerine ait
PZR karisim Tablo 3.3’de, PZR kosullar1 Tablo 3.4’de verildi.

Tablo 3.3. PZR karisimi

Kullanilan Malzeme | Stok Konsantrasyonu | Hacim | Son Konsantrasyon
10X Taq DNA buffer 10X 2,5 ul 1X
MgCl, 25 mM 1 ul 1 mM
dNTP mix 10 mM 0,5 ul 200 nM
Forward primer 10 mM 1,2 ul 0,5 mM
Reverse primer 10 mM 1,2 ul 0,5 mM
Tag DNA Polimeraz 5U/ul 0,2 ul 1U
cDNA - 2ul 5ng
dH0 - 16,3 ul -
Toplam Hacim: 25 ul

Tablo 3.4. PZR kosullar1

Reaksiyon Basamagi Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 95 °C 3dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Primer Baglanmasi 49-57 °C aras1 (16S igin)

49-57 °C aras1 (kdeA i¢in)
50-58 °C aras1 (ketM igin)
48-56 °C arast (acrA igin)
46-54 °C aras1 (kpnEF i¢in)
50-58 °C aras1 (kexD igin)
Primer Uzamasi 72 °C 30 saniye

30 saniye 35

Son Uzama 72°C |5 dakika |1
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3.2.9. PZR iiriinlerinin elektroforezi

PZR reaksiyonu sonrasi olusan amplifikasyon iriinleri %2’lik agaroz jelde
yiriitiildi. 100 ml 1X TBE tamponu ile 2 g agarozun mikrodalga firinda eritilmesi ile
hazirlanan jele 25 pl iirtin ile 5 pl 6X yiikleme soliisyonu karistirilarak toplamda 25
ul kuyucuklara yiiklendi. 100 V 90 dakika siireyle bantlar yiiriitildi. Yiriitme
isleminin ardindan %10’luk etidyum bromiir ile 20 dakika boyandi. Olusan bantlarin
molekiiler biiyiikliikleri goriintiilleme cihazinda 50 bp DNA Ladder Plus kullanilarak

belirlendi.

3.2.10. Gergek zamanh PZR ile gen ekspresyonlarinin belirlenmesi

Izolatlarm 168, kpnEF, kdeA, kexD, acrA ve ketM transkripsiyon diizeyleri Thermo
Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) ticari kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Toplam hacim 10 pl olacak sekilde karisim hazirlandi. Her bir gen
bolgesi icin farkli sicaklik degeri kullanilip ayni karigim ve PZR programi kullanildi.
Gergek zamanli PZR karisimi Tablo 3.5’de, ger¢cek zamanli PZR kosullar1 Tablo
3.6°da verildi.

Tablo 3.5. Gergek zamanli PZR karigimi

Kullanilan Malzeme Stok Konsantrasyonu | Hacim Son
Konsantrasyon
SYBR Green _qPZR Master 2% 5l 1X
Mix

Forward Primer 10 mM 0,5 ul 0,5 mM
Reverse Primer 10 mM 0,5 ul 0,5 mM

cDNA - 1wl 5ng

dH,0 - 3ul -
Toplam Hacim 10 pl
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Tablo 3.6. Gerg¢ek zamanli PZR kosullari

Reaksiyon Basamagi Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 95 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye
Primer Baglanmasi 52 °C (16S i¢in)
53°C (kdeA igin)
51°C (ketM '1(;'1n) 30 saniye 40
50°C (acrA i¢in)
51°C (kpnEF i¢in)
53°C (kexD igin)
Primer Uzamasi 72 °C 30 saniye

3.2.11. Erime egrisi analizi ve agaroz jel elektroforezi

PZR reaksiyonu sonrast iiriinlerin 6zgiilliiglinii dogrulamak i¢in gercek zamanli PZR
cihazinda erime egrisi analizi yapildi. Her 1 saniyede 0,2°C’lik sicaklik artis
90°C’ye kadar yavas yavas yiikselir, artan sicaklifa bagl olarak ¢ift sarmal zincirler
ayrilmaya baglar ve floresans 1s1ma miktarinda azalma olur. Bu asamada belirli
araliklarla tiipteki floresans miktar1 dl¢iiliir. Erime egrisi analizi ile her amplikonun

Tm derecesi saptanir ve primer dimer olusup olugmadigi izlenebilir.

Erime egrisi analizi sonrast 100 ml 1X TBE tamponu ile 2 gr agarozun mikrodalga
firinda eritilmesi ile hazirlanan jele 9 pl irlin ile 2 pl 6X yiikleme soliisyonu
karigtirtlarak toplamda 9 pl kuyucuklara yiiklendi. 100 V 90 dakika siireyle bantlar
yuritiildi. Yiriitme isleminin ardindan %10’luk etidyum bromiir ile 20 dakika
boyandi. Olusan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri goriintiileme cihazinda 50 bp

DNA Ladder Plus kullanilarak goriintiilendi.
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3.2.12. Gen ekspresyonunun kantitasyonu

Izolatlara ait kpnEF, kdeA, kexD, acrA ve ketM genleri ger¢ek zamanli PZR
cihazinda ¢alisilarak gen ifade diizeyleri yani Ct degerleri elde edildi. Ct degeri her
Oornegin 1s1ma degerinin artmaya basladigr dongiiyli belirtmektedir. Ct degeri gen
anlatim seviyesi ile ters orantihidir ve kiiciik Ct degerleri ¢ogalmanin erken
dongiilerde basladigini gostermektedir. Her bir gen i¢in her bir 6rnekte belirlenen o
gene ait Ct degeri ayn1 Ornege ait referans gen Ct degerinden cikarildi ve ACtf
hesaplandi. Ayn1 sekilde referans susta hedef genin referans gen ile arasindaki fark
ACt™" olarak hesaplandi. Sonraki asamada AACt degerini elde etmek igin
ACt™® L ACHO™ formiilii kullamldi. 2-**“' degeri ile klinik izolatlarda eksprese olan

genlerin referans susa gore kac kat arttig1 veya azaldigi, diger bir ifadeyle genler icin

rolatif katsayi (fold change) hesaplandi [Livak ve Schmittgen, 2001].

Normalizasyon i¢in referans gen olarak 16S rRNA geni kullanildi. Referans susta her
bir genin ekspresyon orani 1 kabul edildi. Normalizasyon sonucu izolatlarin gorece
gen ekspresyonlar1 teorik olarak bu hedef genleri normal seviyede eksprese ettigi

bilinen Klebsiella pneumoniae ATCC 700721 susu ile karsilastirildi.
3.2.13. istatistiksel analiz

Gen ekspresyon verileri GraphPad (Prism 7 for Windows) bilgisayar yazilimi
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Student’s t Testi testi ile gruplar
arasinda gen ekspresyonlar1 agisindan anlamli fark olup olmadig1 degerlendirildi.

Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. p<0.05 ise fark anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Bu c¢alismada Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde Eyliil 2013-Temmuz 2015
tarihleri arasinda yatan veya ayakta tedavi goren 100 farkli hastanin ¢esitli klinik

orneklerinden izole edilen 100 GSBL iireten Klebsiella pneumoniae susu kullanilda.
4.2. izolatlarin Gonderildigi Servislere Gore Dagilimi

Izolatlarin izole edildigi servislere gére dagilimi say1 ve yiizde olarak; acil yogun
bakim 4 (%4), beyin ve sinir cerrahi 1 (%1), cerrahi yogun bakim 9 (%9), ¢ocuk
cerrahi 1 (%]1), dahiliye yogun bakim 26 (%26), enfeksiyon 13 (%13), genel cerrahi
5 (%S5), genel yogun bakim 4 (%4), goglis cerrahisi 1 (%1), gégiis hastaliklar1 5
(%5), hematoloji 1 (%1), hemodiyaliz 2 (%?2), i¢ hastaliklar1 6 (%6), koroner yogun
bakim 1 (%1), nefroloji 6 (%6), radyasyon onkolojisi 1 (%1), tibb1 onkoloji 1 (%]1),
tiroloji 12 (%12) ve yanik 1 (%1) servisinden izole edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Servislere gore hastalarin dagilimi

Servisler Hasta Sayisi Yiizde (%)
Acil Yogun Bakim 4 4
Beyin ve Sinir Cerrahi 1 1
Cerrahi Yogun Bakim 9 9
Cocuk Cerrahi 1 1
Dabhiliye Yogun Bakim 26 26
Enfeksiyon 13 13
Genel Cerrahi 5 5
Genel Yogun Bakim 4 4
Gogiis Cerrahisi 1 1
Goglis Hastaliklart 5 5
Hematoloji 1 1
Hemodiyaliz 2 2
I¢ Hastaliklar 6 6
Koroner Yogun Bakim 1 1
Nefroloji 6 6
Radyasyon Onkoloji 1 1
Tibb1 Onkoloji 1 1
Uroloji 12 12
Yanik 1 1




63

4.3. izolatlarin Elde Edildigi Materyallerin Dagihm

Calismada c¢esitli klinik orneklerden izole edilen 100 GSBL iireten Klebsiella
pneumoniae izolatlarinin materyallere gére dagilimu ise; abse 3 (%3), balgam 8 (%8),
dren 1 (%1), idrar 55 (%55), kan 12 (%12), katater 5 (%5), plevra 1 (%1), trakeal
aspirat 6 (%6) ve yara 9 (%9) seklindedir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Klinik materyallere gore dagilim

Klinik Materyal Say1 Yiizde

Abse B 3
Balgam 8 8
Dren 1 1

Idrar 55 55

Kan 12 12
Katater 5 5
Plevra 1 1
Trakeal Aspirat 6 6
Yara 9 9

4.4. Hastalarin Cinsiyet ve Yas Ozellikleri

Calismaya dahil edilen Klebsiella pneumoniae suslarinin izole edildigi hastalarin 55
(%55)’1 erkek, 45 (%45)’i ise bayandir. Tim hastalarin yas ortalamas: 66,40,
bayanlarin yas ortalamasi 65,85 ve erkeklerin yas ortalamasi 66,87 dir. Bayanlarda
en kiiciik yas 16, en biliyiik yas 90; erkeklerde en kiiclik yas 1, en biiylik yas 96;
toplam hastalarda ise en kiiciik yas 1, en biiylik yas 96’dur.
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4.5, Tzolatlarin Antibiyotik Duyarlihik Sonuglar

Calismaya alinan suslarin seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX), seftriakson (CRO),
aztreonam (ATM), siprofloksasin (CIP), ertapenem (ETP), tobramisin (NN),
ampisilin (AM) ve tetrasiklin (TE)’e duyarhiliklar1 Kirby Bauer disk difiizyon

yontemiyle elde edilen zon ¢aplarina gore degerlendirilmistir.

Resim 4.1. Farkli antibiyotiklere karsi olusan zon caplari

Yapilan antibiyogram test sonuglarina gore izolatlarin seftazidime 72 (%72)’si
direngli, 10 (%10)’u ara duyarl ve 18 (%18)’i ise duyarhdir (Sekil 4.1). 100 izolatin
44’iinde zon olusumu goriilmezken 1 tanesi 8-10 mm arasi, 5 tanesi 10-12 mm arasi,
7 tanesi 12-14 mm arasi, 9 tanesi 14-16 mm arasi, 6 tanesi 16-18 mm arasi, 7 tanesi
18-20 mm arasi, 7 tanesi 20-22 mm arasi, 2 tanesi 22-24 mm arasi, 5 tanesi 24-26
mm arasi, 3 tanesi 26-28 mm arasi, 3 tanesi 28-30 mm arasi ve 1 tanesi 32-34 mm

arasi zon degeri gosterdi (Sekil 4.2).



65

Seftazidim
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Sekil 4.1. Izolatlarin seftazidime kars1 duyarlilik oranlar
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Sekil 4.2. Seftazidime kars1 olusan zon degerlerinin dagilimi

Diger bir sefalosporin olan sefotaksime ise 100 (%100)’i direnglidir (Sekil 4.3). 100
izolatin 81’inde zon olusumu goriilmezken 1 tanesi 6-8 mm arasi, 4 tanesi §-10 mm
arasi, 8 tanesi 10-12 mm arasi, 2 tanesi 12-14 mm aras1 ve 4 tanesi 14-16 mm arasi

zon degeri gosterdi (Sekil 4.4).
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Sefotaksim
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Sekil 4.3. Izolatlarin sefotaksime karsi duyarlilik oranlari
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Sekil 4.4. Sefotaksime kars1 olusan zon degerlerinin dagilimi

Ayn sekilde sefalosporin grubundan olan seftriaksona da 100 (%100)’t direnglidir
(Sekil 4.5). 100 izolatin 81’inde zon olusumu goriilmezken 2 tanesi 6-8 mm arasi, 10
tanesi 8-10 mm arasi, 3 tanesi 10-12 mm arasi, 3 tanesi 12-14 mm arasi1 ve 1 tanesi

14-16 mm arasi1 zon degeri gosterdi (Sekil 4.6).
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Seftriakson
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Sekil 4.5. Izolatlarin seftriaksona karsi duyarlilik oranlari
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Sekil 4.6. Seftriaksona kars1 olusan zon degerlerinin dagilimi

Monobaktam antibiyotik grubundan olan aztreonama karsi izolatlarin 79 (%79)’u
direngli, 5 (%5)’i ara duyarli ve 16 (%16)’s1 ise duyarlhidir (Sekil 4.7). 100 izolatin
55’inde zon olusumu goriilmezken 3 tanesi 10-12 mm arasi, 8 tanesi 12-14 mm arasi,
7 tanesi 14-16 mm arasi, 6 tanesi 16-18 mm arasi, 4 tanesi 18-20 mm arasi, 5 tanesi
20-22 mm arasi, 5 tanesi 22-24 mm arasi, 2 tanesi 24-26 mm arasi, 2 tanesi 26-28
mm arasi, 1 tanesi 28-30 mm aras1 ve 2 tanesi 30-32 mm arasi zon degeri gosterdi

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. izolatlarin aztreonama duyarlilik oranlar
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Sekil 4.8. Aztreonama kars1 olugan zon degerlerinin dagilimi

Florokinolon grubundan olan siprofloksasine kars1 izolatlarin 54 (%54)’1 direngli, 17
(%17)’si ara duyarli ve 29 (%29)’u duyarhidir (Seki 4.9). 100 izolatin 47’sinde zon
olusumu goriilmezken 2 tanesi 12-14 mm arasi, 3 tanesi 14-16 mm arasi, 5 tanesi 16-
18 mm arasi, 9 tanesi 18-20 mm arasi, 6 tanesi 20-22 mm arasi, 3 tanesi 22-24 mm

arasi, 4 tanesi 24-26 mm arasi, 3 tanesi 26-28 mm arasi, 4 tanesi 28-30 mm arasi, 6

68

tanesi 30-32 mm arasi, 5 tanesi 32-34 mm arasi, 2 tanesi 36-38 mm arasi ve 1 tanesi

38-40 mm arasi zon degeri gosterdi (Sekil 4.10).
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Siprofloksasin

m Direngli ® Ara Duyarli = Duyarli

Sekil 4.9. izolatlarin siprofloksasine duyarlilik oranlari
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Sekil 4.10. Siprofloksasine karst olusan zon degerlerinin dagilimi

Karbapenem grubu antibiyotik olan ertapeneme ise 32 (%32)’si direngli, (%6)’s1 ara
duyarli ve 62 (%62)’si duyarhdir (Sekil 4.11). 100 izolatin 15’inde zon olusumu
goriilmezken 2 tanesi 10-12 mm arasi, 7 tanesi 12-14 mm arasi, 4 tanesi 14-16 mm
arasi, 3 tanesi 16-18 mm arasi, 1 tanesi 18-20 mm arasi, 7 tanesi 20-22 mm arasi, 3
tanesi 22-24 mm arasi, 14 tanesi 24-26 mm arasi, 9 tanesi 26-28 mm arasi, 10 tanesi
28-30 mm aras1, 15 tanesi 30-32 mm arasi, 8 tanesi 32-34 mm arasi, 2 tanesi 34-36

mm arasi zon degeri gosterdi (Sekil 4.12).



70

Ertapenem
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Sekil 4.11. Izolatlarin ertapeneme karsi1 duyarlilik oranlar
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Sekil 4.12. Ertapeneme kars1 olusan zon degerlerinin dagilimi

Aminoglikozidlerden tobramisine kars1 izolatlarin 74 (%74)’l direngli, 5 (%5)’1 ara
duyarli ve 21 (%21)’i duyarhdir (Sekil 4.13). 100 izolatin 22’sinde zon olusumu
goriilmezken 1 tanesi 4-6 mm arasi, 5 tanesi 6-8 mm arasi, 15 tanesi 8-10 mm arasi,
25 tanesi 10-12 mm arasi, 6 tanesi 12-14 mm arasi, 6 tanesi 14-16 mm arasi, 5 tanesi
16-18 mm arasi, 8 tanesi 18-20 mm arasi, 7 tanesi 20-22 mm arasi zon degeri

gosterdi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Izolatlarin tobramisine kars1 duyarlilik oranlar
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Sekil 4.14. Tobramisine karsi olusan zon degerlerinin dagilimi

Klebsiella pneumoniae’de dogal olarak dirence sahip olan ampisiline ise 100
(%100)1 direnglidir (Sekil 4.15). 100 izolatin higbirinde zon olusumu goriilmedi
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. izolatlarin ampisiline kars1 duyarlilik oranlar
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Sekil 4.16. Ampisiline kars1 olugan zon degerlerinin dagilimi

Son olarak tetrasikline izolatlarin 65 (%65)’i direngli, 10 (%10)’u ara duyarli ve 25
(%25)’1 duyarlidir (Sekil 4.17). 100 izolatin 57’sinde zon olusumu goriilmezken 1
tanesi 8-10 mm arasi, 6 tanesi 10-12 mm arasi, 7 tanesi 12-14 mm arasi, 6 tanesi 14-
16 mm arasi, 3 tanesi 16-18 mm arasi, 10 tanesi 18-20 mm arasi, 7 tanesi 20-22 mm

arasi ve 3 tanesi 22-24 mm arasi zon degeri gosterdi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Izolatlarin tetrasikline karsi duyarlilik oranlari
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Sekil 4.18. Tetrasikline kars1 olusan zon degerlerinin dagilimi

Izolatlarin ¢oklu ilaca direnglilik profilleri géz éniine alindiginda 94 izolat 3 farkl
grup antibiyotige, 80 izolat 4 farkli grup antibiyotige, 66 izolat 5 farkli grup
antibiyotige, 42 izolat 6 farkli grup antibiyotige, 21 izolat ise 7 farkli grup
antibiyotige karsi diren¢ gostermektedir. 3 veya daha fazla antibiyotik grubuna

direng gosteren izolatlar ¢oklu ilaca direngli olarak kabul edildi [Magiorakos ve ark.,

2012] (Sekil 4.19).
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Coklu Ilaca Direnc

94
80
66
42
I :

3 Farkli Grup 4 Farkli Grup 5 Farkli Grup 6 Farkli Grup 7 Farkli Grup

Sekil 4.19. izolatlarin ¢oklu ilaca direng profilleri

4.6. Kombine Disk Testi ile GSBL Dogrulama

Otomatize sistem ile GSBL iirettigi belirlenen 100 Klebsiella pneumoniae susu CLSI

tarafindan onerilen kombine disk difiizyon testi ile dogrulanmistir (Sekil 4.20).

GSBL

m Pozitif

100%

Sekil 4.20. Izolatlarin GSBL profilleri



75

Resim 4.2. GSBL iiretimi dogrulanan izolat

4.7. Total RNA Miktar1 ve Safliga

Total RNA’lara ait niikleik asit/protein oranini gosteren A260/A280 orani genel olarak
1,8-2,1 arasindadir. Bu aralik yiiksek kalitede total RNA izole edildigini
gostermektedir. Diisiik total RNA miktar: olan ve yeterli saflik oranin1 géstermeyen
izolatlardan tekrar total RNA izole edildi. izole edilen suslara ait total RNA miktar1

ve safliklar1 Tablo 4.3’de verilmistir.



Tablo 4.3. Total RNA miktar ve saflig
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izolat Miktar (pg/ml) Saflik izolat Miktar (ng/ml) Saflik
1 14,82 1,8 51 172,6 2,05
2 19,29 2,05 52 126,7 2,04
3 19,14 1,8 53 10,27 19
4 24,78 1,84 54 119,6 2,03
5 34,59 1,84 55 13,1 1,93
6 34,35 1,85 56 73,96 2,03
7 14,43 1,79 57 13,65 19
8 14,59 1.8 58 33,25 1,95
9 63,69 1,86 59 127,8 2,06
10 135,2 1,81 60 100,9 2,05
11 9,1 1,73 61 192,8 2,07
12 26,75 1,88 62 262,5 2,04
13 16,08 1,79 63 189,1 2,04
14 58,71 1,96 64 255,5 2,03
15 28,71 1,89 65 248,2 2,04
16 251 1,74 66 36,78 1,9
17 23,06 1,9 67 46,75 2,01
18 27,61 1,89 68 132,9 2,04
19 1444 2,01 69 13,02 18
20 129,6 2,02 70 103,8 2,05
21 135 2,04 71 81,49 2,02
22 96,1 2,08 72 106,6 2,01
23 25,57 1,89 73 101,3 2,06
24 44,08 1,88 74 268 2,05
25 10,43 1,82 75 188,7 2,06
26 94,98 1,91 76 303,6 2,05
27 42,2 1,94 77 10,67 1,81
28 45,25 1,96 78 44,16 1,97
29 26,9 1,85 79 325,5 2,05
30 29,18 1,93 80 103,4 2,03
31 15,53 1,85 81 120,8 2,05
32 12,55 1,88 82 17,57 1,96
33 11,53 1.8 83 9,61 1,75
34 12 1,77 84 285 2,08
35 49,8 2,01 85 132 2,06
36 13,25 18 86 307 2,07
37 22,82 2,02 87 260 2,06
38 48,63 1,97 88 285 2,06
39 3473 2,08 89 11,53 1,87
40 12,71 1,81 90 351 2,05
41 12,16 1,87 91 280 2,04
42 9,5 1,85 92 10,35 2,01
43 10,5 1,78 93 364,5 2,07
44 9,5 1,87 94 259,6 2,05
45 89,73 2,02 95 320,3 2,06
46 11,29 1,82 96 3749 2,05
47 11,29 1,81 97 28,94 2,01
48 273,9 2,08 98 25,18 191
49 45,02 2,04 99 12,78 1,87
50 209,2 2,05 100 192,3 2,02
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4.8. Primer Baglanma Sicakh@ Optimizasyon Sonuclar:

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda primer dizilerine ait sadece sekans dizileri
disinda bagka bir veriye rastlanilmadi. Primerlerin baglanma sicakligi primer

sentezleyen firmanin her bir sekans i¢in verdigi Tm degeri baz alinarak belirlendi.

4.8.1. 16S PZR primer baglanma sicaklik optimizasyonu

16S gen bolgesi icin kullanilan 16S-F ve 16S-R primerlerinin baglanma sicakligimin
belirlenmesinde 49-57°C arasi 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri arasinda
belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuglara gore baglanma sicakligi 52°C olarak

belirlendi. Bant profili Resim 4.3’de gosterilmistir.

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57
R CECOCERDEDEDEDEEDC O

326 bp

g5682843

250
200
150
100

Resim 4.3. 16S gen bdlgesi igin primer baglanma sicaklig1 optimizasyonu jel
goriintiisii (M: Marker bp: baz gifti)

4.8.2. acrA PZR primer baglanma sicakhk optimizasyonu

acrA gen Dbolgesi i¢in kullanilan acrA-F ve acrA-R primerlerinin baglanma
sicakliginin belirlenmesinde 48-56°C arast 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuglara gore baglanma sicakligi 50°C

olarak belirlendi. Bant profili Resim 4.4’de gosterilmistir.
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150
100 _
50

257 bp

Resim 4.4. acrA gen bdlgesi igin primer baglanma sicakligi optimizasyonu jel
goriintiisii (M: Marker bp: baz ¢ifti)

4.8.3. kdeA PZR primer baglanma sicakhik optimizasyonu
kdeA gen bolgesi i¢in kullanilan kdeA-F ve kdeA-R primerlerinin baglanma
sicakliginin belirlenmesinde 49-57°C aras1 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri

arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuglara gore baglanma sicakligr 53°C

olarak belirlendi. Bant profili Resim 4.5’de gosterilmistir.

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57

I —

» 170 bp

Resim 4.5. kdeA gen bdlgesi igin primer baglanma sicakligi optimizasyonu jel
goriintiisii (M: Marker bp: baz ¢ifti)
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4.8.4. ketM PZR primer baglanma sicaklik optimizasyonu

ketM gen bolgesi icin kullanilan ketM-F ve ketM-R primerlerinin baglanma
sicakliginin belirlenmesinde 50-58°C arasi 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuclara gore baglanma sicakligr 51°C

olarak belirlendi. Bant profili Resim 4.6’da gosterilmistir.

M 50 51 52 53 54 55 56 57 58

o s e s

123 bp

s3E¥YNE8888888

Resim 4.6. ketM gen bolgesi i¢in primer baglanma sicakligi optimizasyonu jel
goriintiisii (M: Marker bp: baz ¢ifti)

4.8.5. kpnEF PZR primer baglanma sicaklik optimizasyonu

kpnEF gen bolgesi i¢in kullanilan kpnE-F ve KpnE-R primerlerinin baglanma
sicakliginin belirlenmesinde 46-54°C arasi 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuglara gore baglanma sicakligi 51°C

olarak belirlendi. Bant profili Resim 4.7°de gosterilmistir.
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54

172 bp

233885883888

Resim 4.7. kpnEF gen bolgesi i¢in primer baglanma sicakligi optimizasyonu jel
goriintlisii (M: Marker bp: baz ¢ifti)

4.8.6. kexD PZR primer baglanma sicaklik optimizasyonu

kexD gen bolgesi i¢in kullanilan kexD-F ve kexD-R primerlerinin baglanma
sicakliginin belirlenmesinde 50-58°C aras1 1s1 degerleri denenmis olup 1s1 degerleri
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Bu sonuglara gore baglanma sicakligi 53°C

olarak belirlendi. Bant profili Resim 4.8’de gosterilmistir.

1000
900
800
700
600
500
400
300
250
200
150
100

50 |

184 bp

Resim 4.8. kexD gen bolgesi igin primer baglanma sicakligi optimizasyonu jel
goriintlisii (M: Marker bp: baz ¢ifti)
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4.9. Ger¢ek Zamanh PZR Amplifikasyon Egrileri

Klebsiella pneumoniae izolatlarina ait 16S, kpnEF, kdeA, kexD, acrA ve ketM atim
pompa genleri ger¢ek zamanli PZR kullanilarak analiz edildi. Gergek zamanli PZR
sonras1 her bir gen i¢in elde edilen egriler 16S icin Sekil 4.21°de, acrA ic¢in Sekil
4.22°de, kdeA icin Sekil 4.23°de, ketM i¢in Sekil 4.24°de, kpnEF i¢in Sekil 4.25’de
ve kexD icin Sekil 4.26’da verildi. X ekseninde Ct degeri, y ekseninde ise 1s1ma

miktart gosterilmektedir.



RFU

1000

-1000

Sekil 4.21. 16S genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-25. ornekler b) 26-75. 6rnekler ¢) 76-100. 6rnekler

82



RFU
g

-1000 ,
1 5 10 15 20 25 20 35 40
Cycle
7000
5000
5000
4000
I 3000
&
%
1000 /
[
-1000 ,
1 10 15 20 5 20 S 40
Cycle

Sekil 4.22. acrA genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-25. ornekler b) 26-75. 6rnekler ¢) 76-100. 6rnekler



-1000

Sekil 4.23. kdeA genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-25. ornekler b) 26-75. 6rnekler ¢) 76-100. 6rnekler




Sekil 4.24. ketM genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-50. 6rnekler b) 51-100. 6rnekler
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Sekil 4.25. kpnEF genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-50. 6rnekler b) 51-100. 6rnekler
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Sekil 4.26. kexD genine ait amplifikasyon egrisi
a) 1-50. ornekler, b) 51-100. 6rnekler
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4.10. Gen Ekspresyon Diizeyleri ve Kantitasyonu

Izolatlara ait 16S, kpnEF, kdeA, kexD, acrA ve ketM ve atim pompa genlerinin Ct
diizeylerine bakildiginda 16S, KpnEF, kdeA, acrA ve ketM genlerini biitiin izolatlarin
eksprese ettigi belirlendi. kexD genini ise 2, 4, 6, 9, 18, 24, 25, 29, 31, 37, 39, 41, 42,
44, 45, 48, 49, 51, 52, 54, 56, 62, 63, 64, 78, 79, 83, 87, 89, 90, 92 ve 93 no’lu
orneklerin eksprese etmedigi goriildii. zolatlara ait Ct degerleri Tablo 4.4’de verildi.
Her bir gene ait Ct degerleri ortalama+standart hata alindiginda 16S igin 12,60+0,29,
acrA icin 23,14+0,28, ketM icin 19,56+0,18, kdeA i¢in 18,14+0,23, kpnEF icin
22,66+0,22 ve kexD i¢in ise 29,89+0,57 olarak belirlendi.



Tablo 4.4. Referans sus ve izolatlara ait Ct degerleri *ND: Ekspresyon yok
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izolat 16S |acrA | ketM | kdeA | KpnEF | kexD | izolat | 16S | acrA | ketM | kdeA | kpnEF | kexD
Referans Sus 11,1 | 19,1 | 18,5 | 19,15 | 22,05 | 30,01

1 9,89 | 20,6 18 16,86 | 20,04 | 23,22 51 11,3 | 24,1 | 20,6 | 19,8 | 23,34 ND
2 9,04 | 20,2 | 16,9 | 15,95 | 18,87 ND 52 844 | 229 | 20,2 | 18,6 | 23,28 ND
3 8,43 | 215 | 18,7 | 17,55 | 20,58 | 26,33 53 104 | 21,3 | 183 | 17,6 | 22,09 | 27,2
4 8,95 | 21,1 18 16,81 | 20,08 ND 54 8,09 | 22,7 | 19,8 | 18,1 | 22,82 ND
5 9,05 27 19,6 | 18,31 22,3 35,84 55 114 | 22,4 | 18,7 | 17,8 | 21,27 | 26,7
6 9,09 | 21,9 | 18,2 | 17,29 | 20,63 ND 56 9,38 | 28,2 | 21,3 | 19,2 | 23,18 ND
7 8,71 | 21,5 | 195 | 17,05 | 20,66 | 25,93 57 124 | 243 | 21,2 | 195 | 23,65 | 30,7
8 9,99 | 224 19 17,38 | 21,49 26,6 58 149 | 24,1 21 194 | 23,63 | 355
9 10,5 | 235 | 20,4 | 19,25 | 23,17 ND 59 124 | 21,7 | 20,2 | 175 | 22,66 | 35,6
10 941 | 234 | 20,4 | 19,08 | 23,31 | 29,04 60 12,7 | 228 | 20,3 | 18,3 | 22,97 | 28,3
11 119 | 21,2 18 17,25 | 20,73 | 36,45 61 104 | 22,1 | 19,8 | 17,7 23 28,3
12 911 | 21,4 | 19,2 | 17,94 | 22,12 | 27,24 62 11,3 | 21,1 | 188 | 17,3 | 21,74 ND
13 9,19 | 20,4 | 18,2 | 16,16 | 20,97 | 25,68 63 11 21,8 20 17,6 | 23,43 ND
14 14,1 | 22,6 | 19,5 | 17,99 | 22,74 | 27,66 64 105 | 21,1 | 19,1 | 16,9 | 21,62 ND
15 857 | 21,8 | 189 | 17,5 21,32 | 26,37 65 11,4 22 20,6 | 18,2 | 22,57 | 37,8
16 148 | 22,2 | 18,1 | 17,04 | 21,49 | 39,79 66 11,8 | 20,6 | 18,1 | 16,7 | 20,27 | 26,1
17 22,4 | 29,3 | 24,9 | 25,82 | 28,24 | 39,24 67 11,7 | 216 | 19,4 | 18,3 | 23,13 | 28,9
18 129 | 224 | 188 | 17,2 21,07 ND 68 215 | 27,8 | 258 | 24,6 | 28,12 36
19 126 | 22,8 | 18,4 | 17,97 | 22,59 | 27,26 69 12,6 | 19,3 17 16,1 | 19,61 | 23,2
20 12,7 | 22,6 | 18,3 | 17,48 | 21,88 | 27,11 70 11 215 | 19,6 18 22,58 | 28,2
21 12,7 | 22,6 | 18,8 | 18,04 21,9 27,62 71 11,7 | 199 | 19,4 | 16,9 | 22,31 | 251
22 12,3 | 23,6 | 19,4 | 18,13 | 22,46 | 27,89 72 115 | 25,2 | 19,6 | 17,6 | 23,23 28
23 13,3 | 21,7 | 16,8 | 16,82 | 20,26 | 25,25 73 10,4 22 20,7 18 22,88 | 38,6
24 12,9 | 238 | 19,1 | 18,37 | 22,24 ND 74 104 | 22,2 | 19,4 | 17,6 | 23,07 | 37,2
25 13,8 | 23,6 | 19,9 | 18,27 | 22,83 ND 75 8,28 22 19,5 18 23 27,6
26 16 31,6 | 19,3 | 18,85 | 21,06 | 35,38 76 12,2 24 19,7 | 18,2 | 23,03 | 25,2
27 136 | 205 | 184 | 17,34 | 21,36 | 32,1 77 13 22,2 | 181 | 16,9 | 20,01 | 24,1
28 139 | 22,4 | 18,3 | 18,64 | 22,34 | 38,35 78 15 21,9 | 17,7 | 17,2 | 21,09 ND
29 146 | 22,4 | 18,6 | 18,46 | 22,63 ND 79 105 | 248 | 21,4 | 20,2 | 24,57 ND
30 138 | 32,2 | 25,9 | 34,28 | 35,89 | 36,89 80 119 | 238 | 20,6 | 189 | 24,14 | 39,9
31 239 | 31,9 | 25,5 | 25,24 | 28,47 ND 81 12,4 | 28,1 | 19,7 | 18,2 | 22,74 | 27,9
32 157 | 244 20 19,45 | 23,06 | 29,51 82 14,1 | 216 | 19,1 17 21,33 | 25,9
33 155 | 22,4 | 19,5 | 18,1 22,88 | 27,95 83 244 | 386 | 259 | 23,8 | 27,84 ND
34 152 | 22,7 | 18,4 | 18,23 | 20,92 | 27,46 84 136 | 235 | 20,1 | 185 | 23,57 | 28,8
35 16,3 | 23,1 | 19,2 | 18,84 | 23,44 | 28,76 85 13 23,2 21 18,7 | 23,34 29
36 14 21,6 17 17,09 | 20,03 | 25,35 86 12,9 | 23,2 | 19,9 18 22,8 39,8
37 141 | 219 | 17,2 | 17,01 | 21,23 ND 87 115 | 242 | 20,5 | 19,3 | 23,43 ND
38 16,5 | 23,6 20 19,17 | 22,68 | 35,09 88 10,4 | 23,1 | 20,1 | 184 | 22,48 | 27,9
39 155 | 23,2 | 19,1 | 18,49 | 22,92 ND 89 15,7 | 26,7 | 23,2 | 21,7 | 26,77 ND
40 138 | 22,1 | 17,4 | 17,19 | 20,42 | 25,67 90 944 | 224 | 20,2 | 185 | 23,36 ND
41 13,1 | 218 | 17,8 | 17,26 | 21,45 ND 91 9,07 23 18,9 18 22,75 | 27,9
42 151 | 22,9 | 18,7 | 17,99 | 22,17 ND 92 125 | 251 | 22,1 | 20,5 | 25,92 ND
43 125 | 22,2 | 18,7 | 18,04 | 21,76 | 27,72 93 141 | 214 | 19,2 | 17,5 | 21,56 ND
44 143 | 22,1 18 17,46 | 21,48 ND 94 13,8 | 23,6 | 20,3 | 18,7 | 24,02 | 36,4
45 12,8 24 20,1 | 19,02 | 24,87 ND 95 115 | 20,7 | 185 | 17,1 | 22,45 | 26,2
46 128 | 22,4 | 18,4 | 18,04 | 22,65 | 27,34 96 135 | 224 | 20,6 | 18,7 24,3 29,6
a7 121 | 21,1 | 179 | 17,26 | 21,72 | 26,76 97 131 | 20,1 | 18,2 | 16,9 | 21,33 | 26,4
48 138 | 24,1 | 20,4 | 19,03 | 24,21 ND 98 142 | 216 | 195 | 17,3 22,2 27,9
49 124 | 229 | 18,1 | 17,08 | 22,46 ND 99 124 | 195 | 17,6 | 15,7 | 19,77 | 251
50 9,94 | 234 | 195 | 19,11 | 22,74 | 359 100 12,1 | 23,7 20 18,1 | 23,59 | 31,7
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Her bir gen igin her bir drnekte belirlenen 0 gene ait Ct degeri referans gen Ct
degerinden ¢ikarildi ve ACt"™*" hesaplandi. Aymi sekilde referans susta hedef genin

kontol larak hesaplanir. Sonraki asamada AACt

referans gen ile arasindaki fark ACt
degerinin elde etmek icin  ACt™®*. ACt"™ formiilii kullanildi. 2-**“" degeri ile
klinik izolatlarda eksprese olan genlerin referans susa gore ka¢ kat arttifi veya
azaldig1 hesaplandi. Referans susta her bir genin ekspresyon orani 1 kabul edildi.

Referans sus olarak Klebsiella pneumoniae ATCC 700721 kullanilda.

Elde edilen rolatif kantifikasyon degerlerine gore; acrA genini 22 izolat referans susa
gore fazla eksprese etmekte olup artis seviyesi 1,04 ile 3,25 kat arasindadir. Diger 78
izolatta aynm1 seviyede veya diisiik diizeyde acrA geni ekspresyonu goriildii. ketM
geni 54 izolatta referans susa gore fazla eksprese olmakta olup artis seviyesi 1,01 ile
58,49 kat arasindadir. 56 izolatta ise aynmi seviyede veya diisiik diizeyde ketM geni
ekspresyonu goriildii. kdeA geni 100 izolattan 82’sinde referans susa gore 1,01 ile
404,50 kat arasinda degisen seviyede artis goriildii. 18 izolatta ise ayn1 seviyede veya
diisiik seviyede ekspresyon goriildii. kpnEF genini 60 izolat referans susa gore fazla
eksprese etmekte ve artis seviyesi 1,08 ile 179,77 kat arasindadir. 40 izolatta ise ayni
seviyede veya diisiik seviyede ekspresyon goriildii. kexD geninde ise 50 izolat
referans susa gore 1,08 ile 313 kat arasi degisen seviyede artig goriildii. 32 izolatta
herhangi bir ekspresyon goriilmedi. Geri kalan 18 izolatta referans susa gore ayni

seviyede veya diistik seviyede ekspresyon goriildii (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. izolatlarin Klebsiella pneumoniae ATCC 700721 referans susuna gore kat
degisim degerleri *ND: Ekspresyon yok

izolat acrA | ketM | kdeA | kpnEF | KexD |izolat | acrA | ketM | kdeA | kpnEF | KexD
Referans Sus 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0,15 0,6 2,11 1,74 47,84 51 0,04 0,26 0,73 0,47 ND
2 0,11 0,71 2,2 2,17 ND 52 0,01 0,05 0,23 0,07 ND
3 0,03 0,13 0,48 0,44 2,01 53 0,14 0,74 1,91 0,61 4,56
4 0,06 0,31 1,14 0,88 ND 54 0,01 0,05 0,26 0,07 ND
5 0 0,12 0,43 0,2 0 55 0,12 1,01 3,03 2,04 11,63
6 0,04 0,3 0,9 0,66 ND 56 0 0,04 0,29 0,14 ND
7 0,04 0,09 0,82 0,5 3,23 57 0,07 0,37 1,92 0,81 1,48
8 0,05 0,32 1,58 0,68 4,92 58 0,44 2,36 11,16 4,56 0,31
9 0,03 0,18 0,6 0,3 ND 59 0,38 0,75 7,26 1,56 0,05
10 0,02 0,08 0,33 0,13 0,61 60 0,24 0,9 57 1,62 9,92
11 0,41 2,39 6,5 4,35 0,02 61 0,07 0,25 1,62 0,31 2,01
12 0,05 0,15 0,58 0,24 1,72 62 0,29 0,95 4,17 1,42 ND
13 0,11 0,32 2,11 0,56 5,35 63 0,15 0,32 2,81 0,36 ND
14 0,7 3,97 17,39 4,82 39,67 64 0,16 0,44 3,2 0,88 ND
15 0,03 0,13 0,54 0,29 2,16 65 0,17 0,29 2,31 0,85 0,01
16 1,51 16,8 55,72 19,03 0,01 66 0,56 2,04 8,82 5,46 23,43
17 2,19 30,7 25,11 35,02 4,26 67 0,26 0,82 2,73 0,72 3,25
18 0,34 2,79 13,27 6,77 ND 68 3,25 8,4 31,56 19,97 21,71
19 0,22 3,01 6,54 1,99 19,43 69 2,5 8,06 23,1 15,24 313
20 0,26 3,36 9,51 3,36 22,32 70 0,17 0,43 2,01 0,64 3,34
21 0,26 2,39 6,54 3,36 15,89 71 0,82 0,78 6,82 1,22 43,71
22 0,1 1,24 4,66 1,73 9,99 72 0,02 0,65 3,94 0,59 5,58
23 0,73 | 14,52 22,32 15,35 120,26 73 0,08 0,14 1,38 0,35 0
24 0,14 2,35 6,11 3,12 ND 74 0,07 0,34 1,87 0,31 0
25 0,29 2,46 11,96 3,78 ND 75 0,02 0,07 0,31 0,07 0,77
26 0,01 | 16,22 35,75 57,68 0,7 76 0,07 0,95 4,32 1,1 60,97
27 2,23 6,32 20,11 9,25 1,35 77 0,44 5,21 18 15,78 224,41
28 0,7 8,34 9,99 5,74 0,02 78 2,07 | 25,81 | 57,28 28,44 ND
29 1,15 10,78 18,25 7,57 ND 79 0,01 0,09 0,33 0,12 ND
30 0 0,04 0 0 0,06 80 0,07 0,39 2,1 0,4 0
31 1,04 | 56,49 104,69 83,29 ND 81 0 1,05 4,82 1,52 10,27
32 0,61 8,75 19,43 11,88 33,82 82 1,46 5,46 35,26 13,27 144,01
33 2,19 10,56 43,41 11,79 87,43 83 0,01 | 58,49 | 4045 179,77 ND
34 1,35 | 18,25 31,34 36,25 97,01 84 0,27 1,85 9,25 2 13,45
35 2,25 | 2171 44,32 13,64 85,04 85 0,22 0,67 5,28 1,53 7,52
36 1,25 | 20,82 30,27 29,45 183,55 86 0,2 1,28 7,57 2,06 0
37 1,15 19,84 34,78 13,93 ND 87 0,04 0,34 1,16 0,51 ND
38 1,87 14,93 40,5 26,54 1,21 88 0,04 0,21 1,01 0,45 2,68
39 1,22 13,36 32,67 11,31 ND 89 0,12 0,9 3,92 0,89 ND
40 0,85 | 14,32 25,99 20,68 135,3 90 0,03 0,1 0,5 0,13 ND
41 0,61 6,32 14,72 6,02 ND 91 0,02 0,18 0,56 0,15 1,08
42 1,16 13,83 34,78 14,32 ND 92 0,04 0,23 1,06 0,18 ND
43 0,31 2,25 57 3,23 12,91 93 1,64 4,92 25,28 11,08 ND
44 1,15 13 28,84 13,27 ND 94 0,28 1,87 8,51 1,62 0,07
45 0,11 1,13 3,63 0,47 ND 95 0,42 1,27 5,46 0,98 18,77
46 0,33 3,53 6,87 2,1 20,25 96 0,54 1,21 7,16 1,08 6,68
47 0,5 3,01 7,46 2,53 19,16 97 1,97 4,82 18,64 6,41 48,17
48 0,21 1,78 7,26 1,49 ND 98 1,52 4,47 32 7,78 37,53
49 0,18 3,256 10,06 1,8 ND 99 1,87 4,69 28,25 12,21 76,64
50 0,02 0,22 0,46 0,28 0,01 100 0,08 0,7 4,2 0,7 0,63
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4.11. Gen Ekspresyon Seviyesi ile Antibiyotik Direnci Arasindaki iliski

Izolatlarin test edilen antibiyotiklerin biiyiik bir kismma, &zellikle beta laktam
antibiyotiklerine diren¢ gostermesi nedeniyle calismaya seftazidim, aztreonam,
siprofloksasin, ertapenem, tobramisin ve tetrasiklin antibiyotik duyarlilik profilleri
g0z Oniine alinarak bu antibiyotikler ile devam edildi. Ara duyarl izolatlar direngli
olarak kabul edildi. Kat artisindaki fark gruplarin kat degisimi ortalamalarini
birbirine oranlayarak elde edildi. Her bir antibiyotige ait direnc¢li ve duyarl izolatlar
arasindaki pompa genleri ekspresyon farkininin anlamli olup olmadigini belirlemek

i¢in gruplar arasi karsilastirma analizi olan t testi kullanildi.

Seftazidime duyarli ve direngli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu géz Oniine
alindiginda; acrA gen ekspresyonunda gruplar arasinda herhangi bir degisim
goriilmedi (duyarli: 0,5417+0,2023, direngli: 0,5371+0,07526, p=0,9804). ketM
geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnglilere kiyasla 1,26 katlik artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl: 6,478+3,277, direngli: 5,116+0,9713,
p=0,5973). kdeA geninin ekspresyonu direngli izolatlarda duyarlilara kiyasla 1,09
kathk artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 15,12+6,087, direngli:
16,51+5,019, p=0,9007). kpnEF geninin ekspresyonu duyarl izolatlarda direnglilere
kiyasla 1,34 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 10,75+5,345,
direngli: 7,964+2,315, p=0,6162). kexD geninin ekspresyonu direngli izolatlarda
duyarhilara kiyasla 1,08 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl:
28,72+21,04, direngli: 31,02+6,815, p=0,8922) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Seftazidime direncli ve duyarl suslarda pompa genlerinin ekspresyon
seviyeleri
a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi

Aztreonama duyarli ve direngli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu goz Oniine
alindiginda; acrA gen ekspresyonunda gruplar arasinda herhangi bir degisim
goriilmedi (duyarli: 0,542540,195, direngli: 0,5364+0,076, p=0,9753). ketM geninin
ekspresyonu duyarli izolatlarda direnclilere kiyasla 1,33 katlik artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 6,775+3,686, direngli: 5,092+0,9491, p=0,5332).
kdeA gen ekspresyonunda gruplar arasinda herhangi bir degisim goriilmedi (duyarl:
16,55+7,172 direngli: 16,21+4885, p=0,9763). kpnEF gen ekspresyonunda gruplar
arasinda herhangi bir degisim gorilmedi (duyarli: 8,679+£5,171, direngli:
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8,424+2,335, p=0,9651). kexD geninin ekspresyonu direngli izolatlarda duyarlilara

kiyasla 3,97 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (duyarli: 8,962+6,386,
direngli: 35,61+8,353, p=0,0142) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Aztreonama direngli ve duyarl suslarda pompa genlerinin ekspresyon

seviyeleri

a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi

Siprofloksasine duyarli ve direncli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu géz oniine

alindiginda; acrA geninin ekspresyonu duyarh izolatlarda direnclilere kiyasla 1,74

katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (duyarli: 0,7707+0,1804, direncli:

0,4428+0,6579, p=0,0359). ketM geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnglilere
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kiyasla 1,57 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl: 7,249+2,263
direngli: 4,59+1,03, p=0,2218). kdeA geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda
direnglilere kiyasla 1,16 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl:
18,12+4,358 direngli: 15,545,729, p=0,7817). kpnEF geninin ekspresyonu duyarli
izolatlarda direnclilere kiyasla 1,5 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(duyarli: 11,11£3,525 direncli: 7,384+2,618, p=0,4276). kexD geninin ekspresyonu
direncli izolatlarda duyarlilara kiyasla 1,96 katlik artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (duyarli: 37,25+10,13, direngli: 18,9347,122, p=0,2072) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Siprofloksasine direngli ve duyarl suglarda pompa genlerinin ekspresyon
seviyeleri
a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi
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Ertapeneme duyarli ve direngli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu goz Oniine
alindiginda; acrA geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnglilere kiyasla 1,62
katlik artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 0,6295+0,1029, direngli:
0,3871+0,7837, p=0,0984). ketM geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnglilere
kiyasla 1,63 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl: 6,287+1,465
direngli: 3,851+0,9694, p=0,2311). kdeA geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda
direnclilere kiyasla 2,09 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli:
20,29+6,726 direngli: 9,685+1,876, p=0,2272). kpnEF geninin ekspresyonu duyarli
izolatlarda direnglilere kiyasla 1,98 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(duyarli: 10,43+3,304 direncli: 5,256+1,342, p=0,2376). kexD geninin ekspresyonu
direncli izolatlarda duyarlilara kiyasla 1,84 katlik artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (duyarli: 24,45+ 7,394, direngli: 24,45+7,394, p=0,1793) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Ertapeneme direncli ve duyarli suglarda pompa genlerinin ekspresyon
seviyeleri
a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi

Tobramisine duyarl ve direngli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu goz Oniine
alindiginda; acrA geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnclilere kiyasla 1,40
katlik artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 0,6962+0,208, direngli:
0,4958+0,071, p=0,2535). ketM geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnclilere
kiyasla 1,61 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 7,683+3,005
direngli: 4,744+0,9571, p=0,2255). kdeA gen ekspresyonunda gruplar arasinda
herhangi bir degisim goriilmedi (duyarli: 17,02+5,594 direngli: 16,06+5,183,
p=0,9273). kpnEF geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnclilere kiyasla 1,72
katlik artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 12,66+4,807 direncli:
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7,349+2,358, p=0,3096). kexD geninin ekspresyonu direngli izolatlarda duyarlilara
kiyasla 4,9 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (duyarli: 7,766+2,762,
direngli: 38,1£9,016, p=0,0021) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Tobramisine direngli ve duyarli suslarda pompa genlerinin ekspresyon
seviyeleri
a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi
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Tetrasikline duyarli ve direncgli suslarda pompa genlerinin ekspresyonu goéz oniine
alindiginda; acrA geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda direnglilere kiyasla 1,62
katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 0,755+0,1829, direngli:
0,4648+0,07161, p=0,0772). ketM geninin ekspresyonu duyarli izolatlarda
direnglilere kiyasla 1,77 katlik artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (duyarl:
7,97342,489 direngli: 4,491+1,008, p=0,1260). kdeA geninin ekspresyonu duyarli
izolatlarda direnglilere kiyasla 1,17 katlik artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(duyarli: 18,35+4,649 direngli: 15,57+5,462, p=0,7787). kpnEF geninin ekspresyonu
duyarl izolatlarda direnglilere kiyasla 1,88 katlik artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (duyarli: 13,06+4,091 direngli: 6,933+2,464, p=0,2120). kexD geninin
ekspresyonu direncli izolatlarda duyarlilara kiyasla 1,21 katlik artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (duyarli: 26,62+10,17 direngli: 32,26+9,051, p=0,7114)
(Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Tetrasikline direngli ve duyarli suslarda pompa genlerinin ekspresyon
seviyeleri
a) acrA gen ekspresyonu kat degisimi b) ketM gen ekspresyonu kat
degisimi c) kdeA gen ekspresyonu kat degisimi d) kpnEF gen
ekspresyonu kat degisimi e) kexD gen ekspresyonu kat degisimi
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4.12. Erime Egrisi Analizi ve Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclar:

Gergek zamanli PZR reaksiyonu SYBR Green [ boyasmi kullanarak iirtiniin
amplifikasyonu sirasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve detektér yardimiyla
1simanin miktar1 olgtliir. Erime egrisi analizi ger¢ek zamanli PZR reaksiyonunun
onemli bir asamasi1 olup reaksiyonunun 6zgiilliiglinii gosterir. Genel anlamda erime
egrisi analizi sonucunda her bir 6rnege ait tek bir pik goriilmesi beklenir. Beklenenin
disinda farkli bir pikin goriilmesi spesifik olmayan baglanma veya primer-dimer
olustugunun gostergesidir. Bu nedenle her bir ger¢cek zamanli PZR reaksiyonunda

reaksiyonun 0zgiilliigii i¢in erime egrisi analizi yapilmas1 gerekmektedir.

Erime egrisi analizi sonrasi {irlinlerin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi
sonucunda beklenen biiyiikliiklerde tek bir bant varliginin saptanmasi gergek zamanl
PZR’m 6zgiilliglinii dogrulamaktadir. Calismamizda her bir reaksiyonda ve her bir
iiriin icin tek bir pik goriintiilenmistir. Ger¢ek zamanlt PZR sonras iiriinlerin jelde
goriintiilenmesi ile de tek bir bant goriintiisii elde edilmis olup spesifik olmayan

baglanma veya primer-dimer olusumu gézlenmemistir.

4.12.1. 16S erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin 16S gen bdolgesine ait erime egrileri Sekil

4.33’de verilmistir.
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Sekil 4.33. 16S gen bolgesine ait erime egrisi analizi

a) 1-25. ornekler b) 26-75. 6rnekler c) 76-100. 6rnekler

Alaq]
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Erime egrisi analizi sonrasi rastgele segilen orneklere ait {iriinlerin 6zglinligi jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 326 bp biiyiikligiindeki 16S

gen bolgesine ait amplikonlarin jel goriintiisii Resim 4.9°da verilmistir.

M 31 32 35 37 44 48 50 51 55 58 65 68 70

M 72 75 77 83 85 89 92 95 98 100 NK NK NK

326 bp

Resim 4.9. 16S gen bolgesine ait erime egrisi sonucu olugsan amplikonlarin jel
goriintlisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)

4.12.2. acrA erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin acrA gen bdlgesine ait erime egrileri Sekil
4.34’de verilmistir.
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Sekil 4.34. acrA gen bolgesine ait erime egrisi analizi
a) 1-25. érnekler b) 26-75. 6rnekler ¢) 76-100. 6rnekler
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Erime egrisi analizi sonrasi rastgele segilen drneklere ait iirlinlerin 6zgiinliigii jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 257 bp biiyiikliigiindeki acrA

gen bolgesine ait amplikonlarin jel goriintiisii Resim 4.10°da verilmistir.

6 12 16 17 26 31 45 47 53 56 60

257 bp

M 68 69 72 78 81 82 89 92 98 99 NK NK NK

Resim 4.10. acrA gen bolgesine ait erime egrisi sonucu olusan amplikonlarin jel
goriintiisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)

4.12.3. kdeA erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin kdeA gen bolgesine ait erime egrileri Sekil

4.35°de verilmistir.
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Sekil 4.35. kdeA gen bdlgesine ait erime egrisi analizi
a) 1-25. érnekler b) 26-75. 6rnekler ¢) 76-100. 6rnekler
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Erime egrisi analizi sonrasi rastgele segilen drneklere ait iirlinlerin 6zgiinliigii jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 170 bp biyiikliigiindeki

kdeA gen bolgesine ait amplikonlarin jel goriintiileri Resim 4.11°de verilmistir.

9 10 15 17 25 31 35 39 45 48 50

M 55 58 64 68 70 72 76 83 91 96 NK NK NK izebp

Resim 4.11. kdeA gen bolgesine ait erime egrisi sonucu olusan amplikonlarin jel
goriintiisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)

4.12.4. ketM erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin ketM gen bolgesine ait erime egrileri Sekil

4.36’da verilmistir.
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10000 7000

Temperzture ('C)

Sekil 4.36. ketM gen bolgesine ait erime egrisi analizi
a) 1-50. 6rnekler b) 51-100. drnekler

Erime egrisi analizi sonrasi rastgele secilen orneklere ait iirlinlerin 6zgiinligl jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 123 bp biiylkliiglindeki

ketM gen bolgesine ait amplikonlarin jel goriintiileri Resim 4.12°de verilmistir.
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11 15 19 24 27 33 38 41 45 49

M 55 57 61 68 73 76 79 83 87 94 NK NK

123 bp

Resim 4.12. ketM gen bdlgesine ait erime egrisi sonucu olusan amplikonlarin jel
goriintiisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)

4.12.5. KpnEF erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin kpnEF gen boélgesine ait erime egrileri Sekil

4.37°de verilmistir.
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Sekil 4.37. kpnEF gen bolgesine ait erime egrisi analizi
a) 1-50. 6rnekler b) 51-100. drnekler

Erime egrisi analizi sonrasi rastgele secilen orneklere ait {irlinlerin 6zgiinliigi jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 172 bp biiytkliigiindeki

kpnEF gen bolgesine ait amplikonlarin jel goriintiileri Resim 4.13°de verilmistir.
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8 14 19 23 27 33 37 40 41 46 50

M 57 61 69 75 77 82 85 91 95 100 NK NK
’ i - 172bp

Resim 4.13. kpnEF gen bolgesine ait erime egrisi sonucu olusan amplikonlarin jel
goriintiisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)

4.12.6. kexD erime egrisi analizi ve jel elektroforez goriintiisii

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin kexD gen bolgesine ait erime egrileri Sekil

4.38’de verilmistir.
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Temperature 'C)

Sekil 4.38. kexD gen bdlgesine ait erime egrisi analizi
a) 1-50. ornekler b) 51-100. 6rnekler

Erime egrisi analizi sonrasi rastgele segilen orneklere ait iirlinlerin 6zgiinliigii jel
elektroforezi sonucu ile dogrulandi. Buna gore yaklasik 184 bp biiyikliigiindeki

kexD gen bolgesine ait amplikonlarin jel gortintiileri Resim 4.14’de verilmistir.
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8 13 15 19 23 27 33 35 36 40 47

M 61 66 69 71 76 77 82 95 97 99 NK NK

184 bp

Resim 4.14. kexD gen bdlgesine ait erime egrisi sonucu olusan amplikonlarin jel
goriintlisii (M: Marker (50 bp) bp: baz ¢ifti NK: Negatif kontrol)
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5. TARTISMA

Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi giin gegtikge artmakta ve direncgli bakterilerce
olusturulan enfeksiyonlar morbidite ve mortalite oranlarinda ciddi derecede artisa yol
acmaktadir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi olusturduklar1 direng icin en sik
kullandiklar1 mekanizmalardan biri sentezlenen enzimler ile antibiyotigin inaktive
edilmesidir. Beta laktam antibiyotikleri hidrolize eden beta laktamaz enzimleri bu tip
dirence en iyi 6rnegi teskil eder [Sirot, 1995; Jacoby ve Medeiros, 1991].

1980’11 yillardan baslayarak genis spektrumlu beta laktam ajanlarin klinik tedavide
yaygin kullanimlar1 sonucunda bu ana enzimleri kodlayan genlerdeki nokta
mutasyonlarina bagl olarak yeni enzimler gelismistir. Bu enzimler genis spektrumlu
beta laktam ajanlar1 inaktive edebildikleri igin “genis spektrumlu beta laktamazlar”

olarak adlandirilmiglardir.

GSBL’ler ilk olarak Avrupa’da, daha sonra artan oranda diinyada diger bolgelerden
bildirilmistir. Pek ¢ok patojen gram negatif bakterilerde tespit edilse de GSBL
enzimleri en yiiksek oranda Klebsiella pneumoniae izolatlarinda goriilmektedir
[Jacoby ve Medeiros, 1991]. Klebsiella pneumoniae suslarinda GSBL’lerin sik
goriilmesinin sebebi deri ve ylizeylerde diger enterik bakterilere gore daha uzun siire
canli kalabilmeleri, plazmid ile aktarilabilmeleri ve spontan mutasyonlarin daha sik

goriilmesidir [Isik, 2007].

Hastane enfeksiyonu etmeni olan Klebsiella pneumoniae Amerika ve Avrupa’da
hastanelerde yaygin olarak goriilmektedir. CDC verilerine gore enfeksiyonlarin
%6’sindan sorumludur ve viicutta farkli bolgelerde enfeksiyon yapmasina karsin en

cok idrar yollar1 enfeksiyonlarindan izole edilmektedir [Nicolle, 2008].

Tayland’da yapilan bir calismada toplamda 22 178 klinik izolatin 400 tanesi
Klebsiella pnemoniae olarak bulunmustur. Bu izolatlarin ise %26’sinin GSBL

rettigini tespit etmislerdir [Kusum ve ark., 2004].
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Ulkemizde 2003 yilinda yapilan MYSTIC adli ¢ok merkezli bir ¢alismada hastane
kaynakl1 Klebsiella pneumoniae suslarinda %48 oraninda GSBL {iiretimi saptanmistir
[Giilay, 2005].

Delialioglu ve ark. yaptigi ¢calismada toplamda 175 Klebsiella pneumoniae izolatinin
%?29,7’si GSBL iireten izolatlar olarak belirlemiglerdir [Delialioglu ve ark., 2005].

Ka¢maz ve ark. yaptigi calismada Klebsiella pneumoniae izolatlarinin %77’sinin
GSBL iirettigi belirtilmistir [Kagmaz ve ark., 2005].

Ulkemizde alt1 merkezin katilimi ile gergeklestirilen HITIT calismasma gore kan
orneklerinden izole edilen Klebsiella pneumoniae suslarinda GSBL oranit %33.3

olarak bulunmustur [Giir ve ark., 2008].

Fransa’da 88 hastanede yapilan bir ¢alismada 10872 Enterobactericeae izolatinda
%1,7 oraninda GSBL firetimi saptanmistir. Bu izolatlarin ise %14,8’i Klebsiella
pneumoniae olarak belirlenmekle birlikte bunlarin %3,71’inin GSBL iirettigi

belirlenmistir [Galas ve ark., 2008].

Khanfar ve ark. yaptigi ¢alismada yatan hastalardan elde edilen 225 Klebsiella
pneumoniae izolatinin %13,7’si, ayakta tedavi olanlardan elde edilen 955 izolatin ise
%3,1’inin GSBL iirettigini belirlemislerdir [Khanfar ve ark., 2009].

Peirano ve ark. Kanada’da yaptigi 10 yillik siirveyans ¢alismasinda 2000 yilinda
%0,1 olan GSBL iireten Klebsiella pneumoniae oran1 2009 yilinda %1,1 seviyesine

ilerlemistir [Peirano ve ark., 2012].

Japonya’da 2003 ile 2011 yillar1 arasin1 kapsayan 9 yillik ¢alismada 2003 yilinda
ayakta tedavi goren hastalardan izole edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarmin hig
biri GSBL iiretmezken 2011 yilinda bu oran %10’a ¢ikmustir [Chong ve ark., 2013].
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Yapilan c¢aligmalar neticesinde GSBL’ler tiim diinyada saptanmalarina ragmen bu
enzimi Ureten mikroorganizmalarin siklig1 bolgeden bolgeye, lilkeden iilkeye hatta

hastaneden hastaneye farklilik gostermektedir [Bell ve ark., 2002].

GSBL iireten bakteriler hastanelerde, 6zellikle yogun bakim, hematoloji, onkoloji,
iroloji, gastrointestinal cerrahi, transplantasyon ve yenidogan servislerinde yatan

hastalardan izole edilmektedir.

Yogun bakim iiniteleri (YBU), solunum ve dolasim yetmezligi gibi kritik durumlarda
hastalara yasamsal fonksiyon desteginin verildigi birimlerdir. YBU'nde enfeksiyon
gelisme oranlart diger kliniklere gore 5-10 kat daha yiiksektir. Yaygin antibiyotik
kullaniminin en 6nemli sonucu ise direngli mikroorganizmalarin neden oldugu

hastane enfeksiyonlaridir [Mizrakg ve ark., 2013].

Yakupogullart ve ark. ¢aligmasina gére GSBL iireten 35 Klebsiella pneumoniae
susunun 13’ yogun bakim, 9’u ¢esitli cerrahi klinikler, 8’1 pediatri klinigi ve geri
kalan1 ¢esitli dahili kliniklerdeki hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilmistir

[Yakupogullar1 ve ark., 2004].

Bilgin tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen 30 Klebsiella pneumoniae izolatinin
9’u gocuk, 7’si yogun bakim kliniginden ve bunu diger klinik servisler takip etmistir.
Buna ek olarak izolatlarin %331 idrar, %30’u kan, %17’si siiriintli, %10’u balgam

ve abseden izole edilmistir [Bilgin, 2006].

Yurtsever ve ark. yaptigi ¢alismada izolatlarin %22’sini yogun bakim tinitelerinden,
%18’ini genel cerrahi servisinden ve geri kalanin1 diger servislerden izole etmislerdir

[Yurtsever ve ark., 2009].
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2008 ile 2009 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi'nde yapilan bir
calismada, GSBL iireten 140 Klebsiella pneumoniae izole edildi. Bu izolatlarin
%25,8’1 genel cerrahi servislerinden, %17,2’si acil cerrahi yogun bakim birimi ve
servisinden, %14,7’si iiroloji servisinden ve geri kalaninin farkli servislerden oldugu
belirlenmistir. Ayrica izolatlarin %25,7’si idrardan, %17,1°i trakeal aspirat, %12,8’i

kandan ve diger servislerden izole edilmistir [Kogulu, 2010].

Parlak ve ark. 5 yil siiren ¢aligmasinda Klebsiella pneumoniae izolatlarinin servislere
gbre dagilimi goz oniine alindiginda %54,1°1 pediatri, %11,1°1 yogun bakim, %6,8’1
gogiis hastaliklart ve bunu diger servisler takip etmektedir [Parlak ve ark., 2011].

Saglam tarafindan yapilan farkli bir calismada kardiyoloji ve kalp cerrahi yogun
bakim iinitelerinden izole edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarinin hepsi GSBL
tiretirken dahiliye yogun bakim {initesinde izolatlarin %60°’1, pediatri yogun bakim

tinitesinde ise izolatlarin %80’inin GSBL iirettigi saptanmigtir [Saglam, 2012].

Abiha tarafindan yapilan baska bir c¢alismada Mersin Universitesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilen 24 Klebsiella pneumoniae izolatinin
11’1 pediatri ve 5’1 {iroloji servisinden izole edilmistir. Enfeksiyon servisinden ise

herhangi bir izolat elde edilmemistir [Abiha, 2013].

Calismamizda GSBL iireten Klebsiella pneumoniae izolatlarinin en fazla sirasiyla
acil yogun bakim servisi, enfeksiyon, cerrahi yogun bakim ve iiroloji servislerinden
izole edildigi gorilmistiir. Yaptigimiz calismada farkli iilke ve senelerde yapilan
calismalarla paralellik gosterdigi ve Klebsiella pneumoniae tiiriiniin yogun bakim

servislerinde daha fazla izole edildigi goriilmektedir.

Bunun en Onemli nedenleri hastanelerdeki en agir hastalarin yogun bakim
birimlerinde tedavi gormeleri, diger hastalara gére daha fazla antibiyotik tedavisi
uygulantyor olmasi ve genelde hastanede daha uzun siiresi kalmasi gosterilmektedir

[Cakar ve Tiitlinci, 1996].



118

Ozellikle yogun bakim servislerinde kullanilan genis spektrumlu penisilin veya

sefalosporinlerin kullanimi ile dogru orantilidir [Romero ve ark., 2005].

Akman yaptig1 ¢alismada Gazi Universitesi Biyoloji Anabilim Dali’nda izole edilen
167 Klebsiella pneumoniae izolatinin 146’si idrardan, 7’si kandan, 6’s1 bogaz

kiiltiiriinden ve geri kalan1 farkli kiiltiirlerden izole edilmistir [Akman, 2008].

Inci tarafindan Firat Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yapilan bir ¢calismada izole edilen
100 Klebsiella pneumoniae 6rneginin %65°1 idrardan, %16,2’si trakeal aspirattan,

%8’i yaradan ve geri kalan1 farkli 6rneklerden izole edilmistir [Inci, 2008].

Farkli mikrobiyoloji laboratuvarlarindan elde edilen ve Klebsiella pneumoniae
oldugu identifiye edilen 103 izolatin 86 tanesi idrardan, 7 tanesi yaradan, 5 tanesi

kandan, 3 tanesi balgamdan ve 2 tanesi trakeal aspirattan izole edilmistir [Y1lmaz,

2009].

Khosravi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, 550 Enterobacteriaceae klinik izolatindan 55
tanesini Klebsiella pneumoniae olarak identifiye etmislerdir. Bu suslarin %70,9’unu

idrardan, geri kalan %29,1’ini yaradan izole etmislerdir [Khosravi ve ark., 2013].

Barakzahi ve ark. Iran’da yaptiklar1 ¢alismada GSBL iireten Klebsiella pneumoniae
suslarinin %50’si idrardan, %17,85’i balgamdan, %17,85’1 irinden, %7,14’i kandan

ve yine %7,14°1 beyin omurilik sivisindan izole edilmistir [Barakzahi ve ark., 2014].

Calismamizda izole edilen servislerin yani sira izole edilen materyal géz Oniine
alindiginda ise izolatlarin %55°1 idrardan, %12’si kandan, %9’u yaradan, %8’i
balgamdan, %6°’s1 trakeal aspirattan, %5’1 kataterden, %3’li apseden, %1°1 dren ve
plevra kiiltiirlerinden izole edilmistir. Elde ettigimiz veriler ve farkli ¢aligmalarla
karsilagtirma yaptigimizda Klebsiella pneumoniae tiiriiniin en ¢ok idrardan izole

edilmekte oldugu goriildii.
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Calismamizin ilk kisminda Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na farkli servislerden gelen materyallerden elde edilen, tiir tespiti ve
GSBL iiretimi otomatize sistemle belirlenen 100 Klebsiella pneumoniae tiiriiniin disk

difiizyon testi ile antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi.

Kendi ¢alisjmamizda elde ettigimiz antibiyogram test sonuclarma gore izolatlarin
seftazidime 72 (%72)’si direngli, 10 (%10)’u ara duyarli ve 18 (%18)’1 ise duyarlidir.
Uciincii kusak sefalosporinler olan sefotaksim ve seftriaksona hepsi (%100)
direnglidir. Monobaktam antibiyotik grubundan olan aztreonama kars1 izolatlarin 79
(%79)’u direngli, 5 (%5)’1 ara duyarli ve 16 (%16)’s1 ise duyarlidir. Florokinolon
grubundan olan siprofloksasine kars1 izolatlarin 54 (%54)’1 direngli, 17 (%17)’si ara
duyarli ve 29 (%29)’u duyarlidir. Karbapenem grubu antibiyotik olan ertapeneme ise
32 (%32)’st direngli, 6 (%6)’st ara duyarli ve 62 (%62)’si duyarlidir.
Aminoglikozidlerden tobramisine izolatlarin 74 (%74)’4 direngli, 5 (%5)’1 ara
duyarli ve 21 (%21)’1 duyarhdir. Klebsiella pneumoniae’de dogal dirence sahip olan
ampisiline ise 100 (%100)’1 direnglidir. Son olarak tetrasikline izolatlarin 65 (%65)’1
direncli, 10 (%10)’u ara duyarli ve 25 (%25)’1 duyarhdar.

Delialioglu ve ark. yaptigi ¢calismada, GSBL iireten suslarda tobramisin direnci %48
iken iiretmeyenlerde herhangi bir direng goriilmemistir. Siprofloksasine ise GSBL
iireten suslarda rastlanilmamasina karsin GSBL {iretmeyen suslarin %4’{inde

goriilmistiir [Delialioglu ve ark., 2005].

Ullah ve ark. idrar kiiltiirinden elde ettikleri Klebsiella pneumoniae izolatlarinda
GSBL iireten izolatlarda siprofloksasine %74,07 oraninda direng goriiliirken

iiretmeyen suslarda bu oran %21,05 civarindadir [Ullah ve ark., 2009].

Koksal ve ark. yaptiklari ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen ve GSBL iireten
168 izolatin hepsi seftazidim, sefotaksim ve ampisiline, %33’l ise siprofloksasine

direngli goriilmiistiir [Koksal ve ark., 2009].
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Amerika’da 1998-2010 yillar1 arasinda yapilan bir siirveyans caligmasinda 1998
yilinda tetrasikline diren¢ %14,2 civarinda iken, 2010 yilinda %16,7 seviyesine
ulagmistir. Benzer sekilde tobramisin direnci 1998 yilinda %4,6 seviyesinde iken
2010 yilinda %13,8 seviyesine ulagsmustir. Seftriakson direnci ise %1,8 seviyesinden
%12,1 seviyesine kadar artmistir. Aztreonam direnci ise 1998 yilinda %7,7
seviyesinde iken 2010 yilinda %22,2 seviyesine ulagsmustir. Siprofloksasin seviyesi
1998 yilinda %5,5 iken 2010 yilinda %16,8 seviyesine gelmistir. Seftazidim ise 1998
yilinda %5,5 iken 2010 yilinda %17,2 seviyesine ulagsmistir [Sanchez ve ark., 2013].

Ocak-Aralik 2011 yillar1 arasinda yapilan bir calismada GSBL iireten 39 Klebsiella
pneumoniae izolatinin hepsi seftriaksona, seftazidime ve aztreonam direngli
bulunmustur. Siprofloksasin direnci ise %92 olarak bulunmustur. GSBL iiretmeyen
suslarda ise seftriaksona %50, seftazidime ve aztreonama %56, siprofloksasine %38

oraninda direng¢ goriilmiistiir [Karaayak Uzun ve ark., 2012].

Khosravi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 55 Klebsiella pneumoniae izolatinin 26 tanesi
GSBL pozitif olarak degerlendirmistir. Bu izolatlarin %96,3’s1 ampisiline, %45,4’s1
aztreonama, %61,8’si sefotaksime, %87,2’si seftazidime, %45,6’s1 seftriaksona ve

%32,73’1 siprofloksasine direng gostermektedir [Khosravi ve ark., 2013].

Ahmed ve ark. Misir’da yaptiklari ¢alismada farkli orneklerden izole edilen 138
Klebsiella pneumoniae izolatinin 30 tanesini GSBL pozitif olarak belirlemis ve bu
izolatlarin %63,3’11 sefotaksime ve seftazidime, %46,7’si seftriaksona, %6,7’si

siprofloksasine ve %20’si ertapeneme direngli bulunmustur [Ahmed ve ark., 2013].

Gliney Kore’de yapilan bir calismada GSBL iirettigi cift disk sinerji testi ile
belirlenen ve CTX-M genini tastyan 33 izolatin tamami ampisiline direngli olup
%93,9’u seftazidime, %84,8’1 sefotaksime, %281,8’i aztreonama ve %060,6’s1
siprofloksasine direngli bulunmustur. Uretmeyen izolatlarda ise ampisiline direng
%99, seftazidime diren¢ %351, sefotaksime diren¢ %48, aztreonama %42,9 ve

siprofloksasine %43,9 oraninda direng goriilmistiir [Shin ve Ko, 2014].
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Barakzahi ve ark. Iran’da yaptiklar1 ¢alismada, GSBL iireten izolatlarin hepsi
sefotaksime direngli olup seftazidime %89, seftriaksona %93, siprofloksasine %57

ve tetrasikline %79 direngli bulunmustur [Barakzahi ve ark., 2014].

Rahim ve Mohamed yaptiklar1 calismada izolatlarin hepsi ampisiline, %76,9’u
sefotaksime, %76,9’u siprofloksasine, %46,16’s1 ertapeneme, %30,8’1 tetrasikline ve

%61,53’1 tobramisine direngli bulunmustur [Rahim ve Mohamed, 2014].

Haciseyitoglu ve ark. yaptiklari ¢alismada, GSBL iireten Klebsiella pneumoniae
izolatlarinin tamamu seftrikasona direngli bulunmustur. Seftazidime karsi %97.,6,
siprofloksasine karsit %066,2, ertapeneme karsi ise %I11,6 oraninda direng
goriilmiistiir. Uretmeyen izolatlarda ise seftriakson ve seftazidime kars1 %1,4,
siprofloksasine karsi %38,8 ve ertapeneme karst ise direng gOriilmemistir

[Haciseyitoglu ve ark., 2014].

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada GSBL fireten suslardan %90,54’ii ampisiline,
%93,24’1i aztreonama, %78,38’1 sefotaksime, %67,57’si seftazidime, %79,73’i
seftriaksona ve %72,97’si siprofloksasine diren¢li bulunmustur [Shaikh ve ark.,
2015].

Malezyada bir hastanede yapilan ¢alismada beta laktam antibiyotiklerinden olan
sefotaksime izolatlarin %35,5’1, seftazidime %34,5’i, ertapeneme %4,5’i direngli
bulunmustur. Beta laktam antibiyotikleri diginda ise siprofloksasine karsi %20’si

direngli bulunmustur [Mohsen ve ark., 2016].

Calismamizdaki antibiyotiklerin direng seviyeleri géz 6niine alindiginda seftazidim,
sefotaksim ve seftriaksona kars1 yliksek diizeyde direng goriilmektedir. Bu
antibiyotiklerin direng seviyeleri beta laktam iiretmeyen izolatlarda daha az seviyede
goriilmektedir. Fakat yapilan caligmalarda GSBL {ireten suslarda da sefalosporinlere
kars1 duyarlilik goze ¢arpmaktadir. Bunun sebebi GSBL enzimleri diginda farkl

diren¢ mekanizmalarinin sefalosporin direncinde rol aldig1 sdylenebilir.
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Aztreonama kars1 diren¢ GSBL iireten suslarda iiretmeyenlere gore daha fazladir.
Calismamizda elde ettigimiz verilerle diger yapilan ¢alismalar karsilastirdigimizda

benzer sonuglar gérmekteyiz.

Ertapenem direnci %32 olarak bulunmasi bu antibiyotigin tedavilerde kullanilmasina
olanak saglamaktadir. Son yillarda karbapenemlere direncte 6nemli bir artis olsa da
GSBL iireten bakterilerin tedavisinde ilk sirada kullanilmaktadir. Ertapenem metallo-
beta laktamaz ve baz1 diger karbapenemazlar hari¢ genis spektrumlu beta laktamaz
ve ampC tipi beta laktamaz iiretenler de dahil olmak tizere beta laktamaz iireten gram

negatif bakterilere oldukca etkili bulunmustur [Lee ve ark., 2007].

Siprofloksasine karsi GSBL {ireten suslarda iiretmeyenlere gore yiiksek oranda
direng goriilmektedir. Literatiirde yapilan diger c¢alismalarla karsilastirdigimizda

benzer sonuglar goriilmektedir.

Calismamizda tobramisine karsi yiiksek seviyede direng goriilmektedir. Yapilan
stirveyans ¢alismalar1 bize artan GSBL oraninin aminoglikozidlerle paralel oldugunu
gostermektedir. Bunun nedeni GSBL tasiyan plazmid genleri aminoglikozid direng
genlerini de tasiyabildiklerinden siklikla GSBL pozitif suslar aminoglikozidlere
direnglidir [Tiikkenmez-Tigen ve Miilazimoglu, 2012].

Tetrasiklin direnci calismada kullandigimiz izolatlarda oldukg¢a yiiksek seviyede
goriilmektedir. GSBL iireten suslarda ayni zamamnda tetrasiklin direnci de
goriilebilir. GSBL pozitif suslarinin beta laktam olmayan antibiyotik direncinin
GSBL iiretmeyen suslara gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur [Spanu
ve ark., 2002]. GSBL iiretiminden sorumlu genlerle diger direng genlerinin ayni
plazmidlerle tasinmasina bagli olarak GSBL iireten suslar ayni zamanda
aminoglikozidler, trimetoprim-siilfametoksazol, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi

antibiyotiklere de direncli bulunabilmektedir [Daglar ve Ongiit, 2012].
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Calismalarin sonuglar1 arasindaki bu farklilik merkezler arasindaki antibiyotik
kullanim politikalarinin farkli olmasi sebebine dayandirilabilir. Ayrica ¢alismada yer
alan numune sayisiin farkliligi ile de iliskilendirilebilir. Yine genis spektrumlu
antibiyotiklerin regetesiz olarak toplumumuz tarafindan gelisigiizel kullanimina bagh

olabilecegi diistiniilmektedir.

Direncin plazmidler ve farklt mekanizmlar ile yayilmasinin yani sira uluslararasi
seyahatin de ¢oklu ilaca direngli patojenlerin ve direncin yayiliminda énemli bir rol

oynadigi belirtilmektedir [Liibbert ve ark., 2015].

Genis spektrumlu beta laktamazlarin saptanmasinda en ¢ok kullanilan fenotipik
yontemler arasinda kombine disk testi, E-test, cift disk sinerji testi, i boyutlu test,
diliisyon yontemleri ve otomatize sistemler bulunmaktadir [Vercauteren ve ark.,

1997].

Toplam 24 adet Klebsiella pneumoniae izolatinda kombine disk difiizyon testiyle 23,
cift disk sinerji testiyle 23 ve E-test ile 22 susta GSBL pozitifligi saptanmistir. Bu
suslarin PZR yontemiyle GSBL enzimleri 23 susta tespit edilmistir [Abiha, 2013].

Yapilan baska bir calismada ise ¢ift disk sinerji yontemiyle 103 Klebsiella
pneumoniae’de %66 oraninda GSBL pozitiflik gézlemlenmistir. Klavulanik asit
kombinasyonu igeren disklerin kullanimi yontemiyle %59,37°si GSBL pozitif olarak
belirlenmistir [Y1lmaz, 2009].

Isik yaptig1 ¢alismada, CLSI’1n fenotipik dogrulama testi olarak onerdigi kombine
disk sinerji testi ile izole edilen 102 Klebsiella pneumoniae susunun 65’inde (%63,7)
GSBL varlig1 belirlenmistir. Bu suslarin 63’{inde ¢ift disk sinerji ile GSBL varligi, E-
test ile 61’inde GSBL varligi saptamustir [Isik, 2007].

Sturm ve ark. Phoenix otomatize sistemde belirlenen GSBL pozitifligin diger GSBL
belirleme yontemleriyle dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir [Sturm ve ark.,

2010].
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GSBL varlig1 belirlemek i¢in kullanilan fenotipik testlerin yapilan diger ¢alismalarla
uyumlu oldugu goriilmektedir. Kullanim kolaylig1 ve ucuz olmasi sebebiyle ¢ift disk

sinerji testi veya kombine disk difiizyon testleri kullanilabilir.

Cift disk sinerji testinin giivenirliligini azaltan c¢esitli faktorler bulunmaktadir. Cift
disk sinerji testinde kullanilan amoksisilin-klavulonat ve sefalosporin diskleri
arasindaki uzaklik ve enzim substrat profili testin duyarliligini 6nemli OSlgiide

etkileyebilmektedir [Sirot, 1996].

Calismamizda GSBL tespiti i¢in fenotipik tarama testi olarak CLSI tarafindan GSBL
dogrulanmasi i¢in 6nerilen kombine disk testi kullanildi. Kombine disk testi temelde
disk diflizyon yontemiyle bire bir benzerlik gostermektedir ve kolay
uygulanabilmektedir. Ayn1 zamanda ek bir maliyet ve zaman gerektirmemektedir.
Yontemde kullanilan sefotaksim/klavulanik ve seftazidim/klavulanik diskleri ticari
olarak satin alinabilmektedir. E-test stripi ise fiyat agisindan kombine disk yontemine

gore 60 kat daha pahalidir [Goker, 2007].

1976 yilinda ilk kez memeli hiicre membraninda yer alan P-glikoproteininin kanser
ilaclarina ve daha sonra bakteri hiicre membraninda yer alan Tet pompa proteininin
tetrasiklin direncine yol actig1 gosterilmistir. Ardindan yapilan ¢alismalar ¢oklu ilag
direncine yol agan aktif pompa genlerinin bakterilerde ve diger bircok patojen

mikroorganizmada yaygin olarak bulundugunu gostermektedir [Hasdemir, 2007].

Atim pompalar1 bakterilerin hemen hepsinde bulunan ve antibiyotik direncinin
olusmasini saglayan ve bununla beraber antibiyotik gelistirme ¢alismalarinda ¢okca
miicadele edilen bir mekanizmadir. Bu mekanizma sadece dogal ve kazanilmis ¢coklu
ilag direnci olugmasma degil, aynt zamanda bakteriyel stres cevabinda ve
patojenitede gorev almaktadir. Ayn1 zamanda atim pompalar1 diger mekanizmalarla
sinerji yaratarak direng seviyesini arttirmaktadir. 1990 yillarin baslarindan bu
zamana dikkat cekici bilimsel ve teknolojik gelismeler bu pompalarin yapisal ve
biyokimyasal yapisini, substrat 6zelliklerini, molekiiler regiilasyonunu ayrintili bir

sekilde aydinlatmaya olanak tanimaktadir. Fakat gelistirilen yeni antibiyotikler ve
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inhibitorler hala bu mekanizma ile miicadelede yetersiz kalmaktadir [Li ve ark.,

2015].

Klebsiella pneumoniae’de yaygin olarak bulunan direng mekanizmasi beta laktamaz,
genis spektrumlu beta laktamaz ve karbapenemaz enzimleri araciligiyla gergeklesen
mekanizmalardir. Buna karsin Klebsiella pneumoniae genomu bir¢ok atim pompa
sistemini kodlayan operonu barindirmaktadir. Bu pompalar sadece antibiyotikleri
degil, bunlardan farkli olarak boya ve deterjan gibi bilesikleri hiicre disina
pompalamaktadir. En temel tanimlanan iiglii yapiya sahip AcrAB atim pompasi,
siprofloksasin, sefoksitin, eritromisin, nalidisik asit ve tigesiklin gibi bir¢cok
antibiyotige karsi direncin olugmasinda gorev almaktadir [Hennequin ve Robin,
2015].

Caligmamizda inceledigimiz 100 izolatta siprofloksasine duyarli suslar acrA atim
pompasini direnglilere gore anlamli sekilde fazla eksprese etmislerdir. Bu sonug
literatlirde yapilan diger calismalarla paralellik gostermektedir ve direngli suslarda

siprofloksasin direncinin farkli mekanizmalarla gergeklestigini diistinmekteyiz.

AcrAB atim pompa sisteminde periplazmik boslukta yer alan acrA proteini
kromozomal olarak kodlanmaktadir. Li ve ark. yaptiklar1 caligmada, pETV62 vektor
sistemine klonlanan gen bdlgesinin alict susta ampisilin, sefotaksim, oksasilin,
eritromisin, tetrasiklin ve etidyum bromiir MIK degerlerinde bir artisa neden

oldugunu belirlemislerdir [Li ve ark., 2008].

Coban ve ark.,, NMP pompa inhibitdriiniin siprofloksasin MIK degeri iizerine
yaptiklar1 ¢alismada Klebsiella pneumoniae izolatlarinin 10 (%76,9)’unda 4 kat ve
lizeri azalmaya, 3 (%23,1)’linde ise 2 kat azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir

[Coban ve ark., 2009].

Yedekgi ve ark. PABN pompa inhibitorii ile yaptiklari ¢alismada 21 GSBL iireten
Klebsiella pnenumoniae izolatinin 4 tanesinde sadece siprofloksasin, 5 tanesinde
sadece nalidiksik asit, 2 tanesinde hem nalidiksik asit hem de siprofloksasin MiK
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degerlerinde inhibitor yardimiyla en az 4 katlik azalma gorildigiini belirtmislerdir
[Yedekgi ve ark., 2012].

Klebsiella pnenumoniae izolatlarinda siprofloksasine karsi direng gyrA, parC ve
ompK35’de meydana gelen mutasyonlar neden olmaktadir. Yiiksek seviyede atim
pompa aktivitesinin goriilmesi hedef degisimi veya mutasyonu olmayan izolatlarda
florokinolonlara karsi ana diren¢ mekanizmasi olarak goriilmektedir [Aathithan ve

French, 2011].

Mazzariol ve ark. yaptiklar1 calismada, florokinolon direncinin olugmasinda rol
oynayan gyrA ve parC gen bolgelerinde mutasyonlarin olusmamasi yiiksek seviyede
acrA geninin ekpresyonuna neden oldugunu belirtmislerdir [Mazzariol ve ark.,
2002].

Pakzad ve ark. yaptiklari ¢alismada siprofloksasine direngli bulduklari izolatlarin
hepsinde acrA genine rastladiklar1 fakat izolatlarin atim pompa inhibitérii kullanarak
siprofloksasin MIK degerlerinde sadece %47,5’inde anlamli diisiis tespit etmislerdir
ve direncin kaynaginin DNA giraz, topoizomeraz IV enzimi veya qnr genleri
araciligryla olabilecegini belirtmislerdir. Florokinolonlar, hedef genlerindeki
degisimin yani sira farkli mekanizmalarda diren¢ olusumunda gorev almaktadir

[Pakzad ve ark., 2013].

Atim pompalarimin asir1 eksprese olmasinin nedenleri arasinda lokal reseptdrde
olusan mutasyon, global regiilator gende olusan mutasyon, genin promotor
bolgesinde olusan mutasyon ve genin yukari bolgesine insersiyon elemanlarinin

yerlesmesini gostermektedir [Piddock ve ark., 2000].

Yapilan bagka bir c¢alismada, kinolonlara direncin porinlerde meydana gelen

degisimle olmadig: belirtilmistir [Bialek, 2010].

Son yillarda atim pompa mekanizmasi iizerine yapilan ¢alismalar bu mekanizmalarin

biyolojik ve kimyasal yonlerinin aydinlatilmasinin yani sira yeni genlerin
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bulunmasiyla da hiz kazanmistir. Klebsiella pneumoniae’de yeni kesfedilen kexD
geni, AcrAB gibi RND tip pompa familyasindandir. Escherichia coli KAM32’ye
plazmid araciligiyla aktarilan bu gen eritromisin, oleandomisin, novobiosin,
tetrasiklin ve etidyum bromiir gibi bircok bilesigin alict susta MIK seviyesinin
artmasini saglamistir. Fakat kexD geni aminoglikozid ve kinolonlar1 substrat olarak

algilayamamaktadir [Ogawa ve ark., 2012].

Literatiirde verilen bilginin aksine aminoglikozid grubu antibiyotiklerinden olan
tobramisine direngli suslarda gen ekspresyonu duyarli suslara gore anlamli derecede

artmaktadir.

Ogawa ve ark. yaptiklar1 ¢calismada aminoglikozid olarak gentamisini kullanmiglardir
[Ogawa ve ark., 2012]. Bu agidan ayni1 grupta yer almalarina karsin kimyasal yap1
olarak bu iki antibiyotik arasinda bir fark olabilir ve pompa proteinlerine baglanma
noktasinda farkliliklar olabilir. Hidrofilik aminoglikozidler bazi ¢oklu ilaca direngli

pompalar i¢in subsrat olabilmektedirler [Weinstein ve Hooper, 2005].

Aminoglikozid antibiyotiklerine karsi diren¢ ribozomal, permeabiliteye bagli ve
modifiye edici enzimlere bagl olarak 3 yolla olmaktadir. Fakat aminoglikozidlere
karst en yaygin olan direng tiirii enzim vasitasiyla olandir. Aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler siklikla plazmid veya transpozon kokenli olup ¢ogu
transpozonlar ile tasinir. Aminoglikozidin hidroksil veya amino gruplarina 6zgiil
olarak baglanan bu enzimler aminoglikozid yapisini asetilasyon, adenilasyon veya
fosforilasyon reaksiyonlari ile inaktive ederler ve bu genel reaksiyonlarin her biri i¢in
gesitli enzim gruplart mevcuttur [Kilig, 2013]. Fakat bu enzimler tek baslarina etkili

olamazlar ¢iinkii dar bir subtsrat 6zgiilliigiine sahiptirler [Ma ve ark., 2009].

Glinlimiize kadar tanimlanmis olan 16S metilaz genleri armA, rmtA, rmtB, rmtC,
rmtD, rmtE and npmA [Liang ve ark., 2015]. Galimand ve ark. tarafindan ArmA
geni ilk defa Klebsiella pneumoniae’de tespit edilmistir [Galimand ve ark., 2003].

Zacharczuk ve ark. yaptiklar ¢alismada, 17 klinik Klebsiella pneumoniae izolatinin

hepsinde ArmA geni tespit etmislerdir [Zacharczuk ve ark., 2011].
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Ma ve ark. yapmis oldugu calismada, izolatlarin %43’iiniin ArmA ve %36’sinin

rmtB genini tasidigini tespit etmislerdir [Ma ve ark., 2009].

Yan ve ark. yaptigi ¢alisma, 81 amikasin direngli izolattan 14 Escherichia coli’nin
12’sinde ve 21 Klebsiella pneumoniae’nin 16’sinda armA, iki Escherichia coli ve

bes Klebsiella pneumoniae’da ise rmtB varlig1 saptanmustir [Yan ve ark., 2004].

Domenech-Sanchez ve ark. yaptiklart ¢alismada, Ompk35 porininin delesyonu
gentamisin direncinde herhangi bir degisiklik yaratmamistir. Porin kaybinin veya
ekspresyon miktarindaki azalmanin aminoglikozid direncine herhangi bir katkisi
oldugunu diisiinmemekteyiz. Dolayisiyla tobramisine karsi olusan bu diren¢ ya
pompa kaynakli ya da modifiye edici enzimler vasitasiyla olabilir [Domenech-
Sanchez ve ark., 2003]. Ayn1 zamanda pompa genini kontrol eden regulatér gende
meydana gelen mutasyon veya insersiyon elementlerinin eklenmesi ile bu genin asir1

eksprese olmasina sebep olabilecegini diisiinmekteyiz.

GSBL’ler gram negatif ¢omaklarda bulunan genis spektrumlu sefalosporinler ve
aztreonama kars1 direngten sorumlu olan enzimlerdir [Falagas ve Karageorgopoulus,
2009]. Mima ve ark. yaptiklar1 ¢calismada, Pseudomonas aeruginosa PAO1 susundan
asir1 duyarli Pseudomonas aeruginosa YM6’a klonladiklart RND tip muxABC-
opmB pompa sisteminin, bu susta aztreonam direncinde artisa sebep oldugunu
belirlemiglerdir ve aztreonamin bu atim pompasi i¢in substrat oldugunu

belirlemislerdir [Mima ve ark., 2009].

Yamasaki ve ark. yaptigi ¢alismada, Salmonella enterica serovar Typhimurium
bakterisinde bulunan AcrD atim pompasinin aztreonam, karbesilin ve oksasilin gibi
beta laktam antibiyotiklerine karsi direng gelisimde rol oynadigini belirtmistir
[Yamasaki ve ark., 2011]. Pseudomonas aeruginosa’da RND tipi pompa proteinleri
olan MexAB-OprM ve MexCD-Opr] ayni zamanda aztreonam ve florokinolonlari
substrat olarak kullanmaktadir [Vaez ve ark., 2016]. Pseudomonas aureginosa’da
mexR genine 1S21 insersiyon dizisinin yerlesmesi tikarsilin ve aztreonama karsi

direncin olugsmasina neden olmaktadir [Boutoille ve ark., 2004].
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Escherichia coli’de bulunan AcrAB-TolC’nin substrat profilinde beta laktam
antibiyotiklere karsi ilginin oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda hidrofilik yapida
olan beta laktam antibiyotikleri porinlerde meydana gelen degisimler sonucu veya
ekspresyon seviyelerinin azalmasi ile porinlerden gecemez ve bakteri bu

antibiyotiklere kars1 direng olusturur [Hasdemir, 2007].

Yabanil tip susta sefuroksim MIK degeri 800ug/ml iken MexAB-OprM delesyonu
ile sefuroksim MIK degerinde 2 kat azalma (400pg/ml) gériilmesine karsin ampC
genini inaktivasyonu ile MIK degerinde bir degisiklige neden olmamustir (400
ug/ml). Fakat ikisinin delesyonu sonucu MIK degeri 0,2 ug/ml seviyesinde
goriilmiistiir [Masuda ve ark., 1999]. Benzer bagka bir c¢alismada ise sefuroksim
direngli Escherichia coli izolatlarinda atim pompa inhibitorii kullanilarak yapilan
calismada, sefuroksim direncinin bu suslarda direng seviyesini azalttigi ve atim

pompalarinin bu direngte onemli bir faktér oldugu belirtilmistir [Kallman ve ark.,
2003].

Calismamizda RND tip bir atim pompa proteini olan kexD ekspresyonunun
aztreonama karsi direngte anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Direncin
olusmasinda beta laktamazlarin ve diger diren¢ mekanizmalarinin yani sira bu atim

pompasinin da etkisinin oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda tekli yapida olan kdeA, ketM ve kpnEF gen bélgelerinin direngli ve
duyarli suslarda ekspresyon oranlarmin istatiksel olarak anlamli olmadig: tespit
edilmigtir. Tekli yapidaki bu pompalarin GSBL iireten Klebsiella pneumoniae

suslarinda direng gelisiminde bir etkisi olmadigi belirlendi.

MATE siiperfamilya ailesinden olan kdeA geni tasiyan pESK32 vektori alic
Escherichia coli KAM32 susunda siprofloksasin MiK degerinde 2 kat, kloramfenikol
MIK degerinde 8 kat, norfloksasin MIK degerinde ise 2 kat artis tespit etmislerdir
[Ping ve ark., 2007].
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Srinivasan ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, kpnEF geni susturulan mutant susta
seftazidim, siprofloksasin, tetrasiklin antibiyotiklerine karsi MIK degerlerinde
azalma olup kloramfenikol, tobramisin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi ise
MIK degerlerinde herhangi bir degisiklige rastlamilmanmustir [Srinivasan ve ark.,
2013].

Ogawa ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, Klebsiella pneumoniae’de en son kesfedilen
ketM pompa geninin alict Escherichia coli KAM32 vektor araciligi ile aktarilmasiyla
siprofloksasin, aztreonam ve sefotaksim MIK degerlerinde herhangi bir degisiklik

goriilmemistir [Ogawa ve ark., 2015].

Tek komponentli atim pompalari i¢ membranda gorev aldigindan direncin
olusumunda daha az etkilidirler. Clinkii molekiiller tek komponentli sistemde sadece
periplazmik bosluga atilabilir ve bir¢ok antibiyotik lipofilik oldugundan i¢ membran
tabakasindan kolaylikla tekrar hiicre icine gecebilirler. Fakat RND tipi pompalar
hiicre icinde bulunana antibiyotigi tek bir yol ile direk hiicre disina
pompalayabilirler. Buna karsin bazi ¢alismalarda, tek pompa sistemlerinin
sitoplazmadan antibiyotik yakalama 6zelliklerinin ii¢lii yapidaki sistemlere gore daha

iyi oldugu belirtilmistir [Li ve ark., 2015].
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda artan antibiyotik kullanimi ile birlikte bilim insanlarinin karsilastigi en
onemli sorunlardan birisi bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirmis olduklar
diren¢ mekanizmalaridir. Enzimatik inaktivasyon en ¢ok g¢alisilan direng
mekanizmasit olmasma karsin son yillarda Onemi gittikge artan direng

mekanizmalarindan birisi de bakterilerdeki atim pompa sistemleridir.

Bu calismada Eyliil 2013-Temmuz 2015 tarihleri arasinda 100 farkli hastanin ¢esitli
klinik 6rneklerinden izole edilen 100 GSBL iireten Klebsiella pneumoniae izolatinin
coklu ila¢ direncinde rol alan acrA, ketM, kdeA, kexD ve kpnEF pompa genlerinin

antibiyotik direncindeki etkinliklerinin arastirilmasi amaglanmustir.

» Antibiyotik duyarlililar1 disk difiizyon testi ile incelenen izolatlarm %72’si
seftazidime, %79’u aztreonama, %54’ siprofloksasine, %32’si ertapeneme,
%74°1 tobramisine, %65’1 tetrasikline ve tamami ampisilin, seftriakson ile

sefotaksime direncli bulunmustur.

» acrA, ketM, kdeA, kexD ve kpnEF bolgelerinin transkripsiyon iiriin
seviyeleri gergek zamanli PZR ile belirlenmistir. acrA gen ekspresyonu
siprofloksasine duyarl izolatlarda direnclilere gore anlamli bir sekilde artis
gostermistir. RND tip pompa proteini olan kexD gen ekspresyonunda
tobramisine ve aztreonama direncli izolatlarda duyarlilara gére anlamli bir

sekilde artisin oldugu belirlenmistir.

Escherichia coli ve Pseudomonas aureginosa bu mekanizmanin arastirildigi “rol
model” organizmalar olsalar da atim pompalarinin isleyisi ve antibiyotiklere karsi
gosterdikleri etkiler smirli diizeyde arastirilmaktadir. Fakat gelisen yeni nesil
sekanslama teknolojileri ve genom haritalamanin onceki yillara goére daha az
maliyetle gerceklestirilmesi, atim pompalarinin varhigimnin incelenmesinde 6nem

tagimaktadir.
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Klebsiella pneumoniae tiiriinde son yillarda yapilan genomik g¢alismalar sonucunda
yeni pompa genleri tespit edilmistir. Fakat bu pompalarin substrat 6zgiilliigli net
olarak bilinmemektedir. Yapilacak gen susturma calismalart ile bu pompalarin

aktivitelerinin genis ¢apta arastirilmasi saglanabilir.

Beta laktam/inhibitér kombinasyonlar1 kullanilarak beta laktamaz iireten bakterilerle
miicadele edildigi gibi atim pompalar1 inhibisyonunda alternatif molekiiler teknikler
yardimiyla direncin Onlenmesine hiz kazandirilmalidir. Ayrica klinik anlamda
direncin bu mekanizma ile olustugunun belirlenmesinde hizli tani Kkitlerinin
gelistirilmesiyle, gelecekte daha etkin ila¢ tedavilerine ydnelik kullanilmasi

beklenmektedir.

Gliniimiizde toksik etkilerinden dolay1 klinik kullanimi olan bir pompa inhibitoriiniin
olmamasi, atim pompa inhibitorlerinin toksik etkisinin azaltilmis tiirevleri, yeni
sentetik veya dogal maddelerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir ve bu yonde

caligmalarin artmasinin atim pompalar1 ile miicadelede fayda saglayabilir.

Bakterilere 06zgili monoklonal antikorlarin genis bir kisminin ticari olarak
saglanamamasi, tasiyict proteinler olan atim pompalarimin proteomik diizeyde
calisilmasint siirlandirmaktadir. Multidisipliner calismalarla, bu mekanizmanin
aydinlatilmasi ve onlebilir hale gelmesinin son yillarda artan antibiyotik direncinin

Oniine ge¢ilmesine yardimei olacagi diisiiniilmektedir.
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