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OZET
Doktora Tezi

Hastane kokenli Stenotrophomonas maltophilia suslarinda prognozla iligkili genetik

karakterlerin irdelenmesi
Funda Dogruman Al
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. Serdar Diker
Stenotrophomonas maltophilia dogada yaygin olarak bulunmakla birlikte insanlar i¢in énemi
gittikge artan firsat¢1 bir patojendir. Bu ¢alismada 17 insan ve 14 hayvan kokenli ¢ok ilaca
direngli S. maltophilia susunda siilfonomid ve kinolonlara direng, biyofilm ve virulans genleri
arastirilmistir. Mikrodiliisyon yontemiyle yapilan antibiyotik duyarlilik testinde tiim suslarin
siilfonamide duyarli, aminoglikozidlere, pensilin tiirevlerine, sefalosporinlere, karbapenemlere,
tetrasikline, monobaktamlara direngli oldugu saptanmistir. Suslarda %9,7 levofloksasin, %54,8
tikarsilin-klavulonik asit, %77,4 seftazidim direnci belirlenmistir. Kinolon direnciyle iligkili
olan gnrl-2 geni suslarin timiinde, qnr3-4 geni ise %80,6’sinda, siilfonamid direnciyle iligkili
olan sull geni ise suglarin %12,9’unda, sul2 geni ise %9,7’sinde bulunmustur. Biyofilm ile
iligkili xanB geni suslarin %25,8’inde saptanmis olup, biyofilm plak deneyinde insan suslarinin
optik dansiteleri hayvan suslarindan daha yiiksek tespit edilmistir. Virulansla iliskili genlerden
smf-1 suslarin %87,1’inde, stmpr1 %61,3linde, orf9 ise %25,8’inde saptanmistir. Yogun bakim
tinitelerinden izole edilen dort susun ikisinde DNA dizi analizi ile aminoasit degisikligine
neden olan mutasyon belirlenmistir. Fenotipik olarak duyarli olan suslarin, bu 6zelliklerinin
genotipe tam olarak yansimadigi gozlenmis, hastalik patogenezinde bakteriye bagli birgok
faktoriin birarada rol almasi nedeniyle fenotipik ve genotipik 0Ozelliklerin birlikte

degerlendirilmesinin tedavi basarisi i¢in 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, enfeksiyon, antibiyotik duyarlilik testi,

antibiyotik diren¢ genleri, biyofilm, virulans



ABSTRACT
PhD Thesis

Investigation of the prognostic genetic characteristics of the hospital-acquired

Stenotrophomonas maltophilia strains
Funda Dogruman Al
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Serdar Diker

Stenotrophomonas maltophilia which is widely distributed in natural environments
increasingly becomes an important opportunistic agent in humans. The present study
investigated sulfonamide and quinolone resistance, biofilm production, and virulence genes in
multi-drug resistant S. maltophilia strains isolated from 17 human and 14 animals. Antibiotic
susceptibility testing using microdilution method showed that all strains were susceptible to
sulfonamide and resistant to aminoglycosides, penicillin derivatives, cephalosporins,
carbapenem, tetracycline, and monobactam antibiotics. The rate of resistance to levofloxacin,
ticarcillin-clavulanic acid, and ceftazidime was 9.7%, 54.8%, and 77.4%, respectively. The
gnrl-2 gene responsible for quinolone resistance was positive in all strains, gnr3-4 was positive
in 80.6% of the strains, sull gene responsible for sulfonamide resistance was positive in 12.9%
of the strains, and sul2 was positive in 9.7% of the strains. Of the strains, 25.8% were found to
be positive for the xanB gene associated with the biofilm production, and optic density in the
biofilm plaque test was higher in human strains compared to the animal strains. Among genes
responsible for virulence, smf-1 was positive in 87.1% of the strains, stmprl was positive in
61.3% of the strains, and orf9 was positive in 25.8% of the strains. In the DNA sequence
analysis, two out of four strains isolated from the intensive care units tested positive for a
mutation responsible for amino acid substation. We observed that the phenotype of sensitive
strains was not reflected directly to the genotype of the strains, and, therefore, we concluded
that both phenotypic and genotypic characteristics should be taken into consideration for
treatment success considering that multiple factors relevant to the bacteria play a common role

in the disease pathogenesis.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia, infection, antibiotic susceptibility test, antibiotic

resistance gene, biofilm, virulence
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1. GIRIS

Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia,) aerop, nonfermentatif, Gram negatif bir
bakteridir (1, 2). Saglikli insanlar i¢in patojen olmayan S.maltophilia en c¢ok rastlanan
patojenler arasindadir. Travma sonrasi deride gelisen enfeksiyonlarda en sik izole edilen
tiirdiir. Insanlarda goriilen enfeksiyonlarm sikliginda son yillarda artis goriilmektedir.
Solunum cihazina bagli yogun bakim iinitelerindeki hastalarda, immiin yetmezlikli

olgularda yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan énemli bir nozokomiyal patojendir

).

Ik kez 1943 yilinda plevral sividan izole edilen S. maltophilia, Bacterium booker daha
sonra da Pseudomonas maltophilia olarak smiflandirilmistir. Daha sonra tekrar
simiflandirilarak  6nce Xanthomonas maltophilia son olarak da 1993 yilinda
Stenotrophomonas maltophilia seklinde isimlendirilmistir (3). Stenotrophomonas tiirleri
arasinda insan icin firsatgr patojen olan Stenotrophomonas maltophilia dogada yaygin
olarak bulunmaktadir (4)

Stenotrophomonas maltophilia  beta-laktamaz, aminoglikozid asetiltransferaz  ve
eritromisini inaktive eden enzimleri ve efluks pompalar1 kodlayan genleri nedeni ile birgok
antibiyotige intrensek olarak direnglidir (5). Direncin ayn1 zamanda, zamanla mutasyon
gelismesi veya horizontal gen transferleri ile kazanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Diger
bilinmeyen mekanizmalarin da direng gelisiminde rol oynayabilecegi belirtilmektedir (6).

Kazanilmig direng ise integron, transpozon ve plazmidlerle olmaktadir (5)

Stenotrophomonas maltophilia’nin tim genomunun karsilastirmali ve fonksiyonel
analizinde yogun olarak ilag direng bdlgelerinin oldugu tespit edilmistir (7). Gram
negatiflerde CID’in genellikle diren¢ nodulasyon béliimii (RND) efluks pompasinin asir

ifadelenmesiyle ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.

Stenotrophomonas maltophilia suslarimin antibiyotiklere direng profillerinin yanisira
biyofilm yapma &zelliklerinin de enfekte hastalarda prognozu belirleyen 6nemli bir kriter
oldugu belirtilmistir. Hiicrelere adezyonda S. maltophilia fimbria 1 (smf-1) proteininin

onemli rol oynadigi belirlenmistir (8).



Cok ilaca direngli olan suslarin olmayanlara gore daha fazla oranda biyofilm yaptiklar
gosterilmistir. Ayn1 zamanda biyofilm olusturan suslarin seftazidim, sefepim, tikarsilin-
klavulonik asit, piperasilin-tazobaktam, aztreonam ve gentamisin antibiyotiklerine direngli

oldugu belirlenmistir (9)

Stenotrophomonas maltophilia enfekiyonlarinin prognozunda CID suslarin tedavisinde
biiyiik zorluk yasanmasinin yanisira bu suslarin prognozu etkileyen ve viriilansinda 6nemli
rol oynayan birtakim proteinleri ifadeleyen genleri barindirmasi s6z konusudur. Ornegin
biyofilm yapisinin olusmasinda rmlA, rmIB, rmIC ve xanB genleri 6nemli rol
oynamaktadir (10). Biyofilm molekiiler mekanizmasinin arastirildigi diger bir ¢alismada
fosfoglikomutaz ve fosfomannomutaz aktivitesini ifadeleyen spgM geninin biyofilm

olusmunda 6nemli olduguna dikkat ¢ekilmistir (11).

Bununla birlikte lipaz, fibrolizin ve proteaz gibi hiicre dis1 enzimlerinin fazlaligi,
kolonizasyon, adezyon ve epitel hiicrelerinde biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadir
(12). Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinda bakteriyostatik etkili TMP-SMZ
tercih edilen tedavi se¢enegidir. SENTRY anitmikrobiyal siirveyans programi 2004 yilinda
TMP-SMZ direncinin %3.8 oldugunu rapor etmistir (13). Bununla birlikte artan direng
bildirimleri klinisyenleri alternatif tedavi se¢eneklerine yoneltmistir (14, 15). Bu durum

kombine antibiyotik tedavi segeneklerinin yayginlasmasina neden olmustur (1).



2. KURAMSAL TEMELLER

Saglikli insanlar i¢in patojen olmayan Stenotrophomonas maltophilia (S.maltophilia), en
sik rastlanan firsat¢i insan patojenidir. Yogun bakim iinitelerinde solunum cihazina baglh
hastalarda, immiin sistemi baskilanmislarda, yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan
onemli bir nozokomiyal patojendir. Son yillarda insan enfeksiyonlarindaki sikliklarinda
artis gozlenmistir. Nozokomiyal bir etken olarak virulansinda CID bir 6zellik gostermesi,
biyofilm olusturabilmesi ve birtakim virulans genlerinin ifadelenmesiyle olusan

proteinlerin biiyiik 6nemi vardir.

2.1. STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA’NIN GENEL OZELLIKLERI

Stenotrophomonas maltophilia ilk kez 1943 yilinda Bacterium bookeri olarak izole edilmis
ve daha sonra Pseudomonas maltophilia ismini almistir. rRNA analizi sonrasinda ise
Xanthomonas maltophilia adinin daha uygun bulunarak bu isimle anilmistir. DNA-rRNA
hibridizasyon calismalari, dizileme yontemleri sonrasinda siniflandirma ve isimlendirme
son halini alarak bakteri 1993 yilinda S. maltophilia olarak adlandirilmistir (1, 3).
Stenotrophomonas  maltophilia;  Bacteria  aleminde, Protobacteria  subesinde,
Gammaprotobacteria sinifinda, Xanthomonadales takiminda, Xanthomonadaceae ailesinde

ve Stenotrophomonas cinsi igerisinde siniflandirilmigtir (3).

Stenotrophomonas cinsi igerisinde bulunan S. maltophilia tiirtiniin  yanisira S.
acidaminiphila, S. africana, S. chelatiphaga, S. daejeonensis, S. dokdonensis, S.
ginsengisoli, S. humi, S. koreensis, S. nitritireducens, S. pavanii, S. rhizophila, S. terrae

tiirleri de bulunmaktadir (1).

Bu cinsin {iiyesi olan S. rhizophila filogenetik ve ekolojik olarak S. maltophilia ile yakin
benzerlik gostermektedir. Biyoteknolojik arastirmalar i¢in kullanimi giindeme gelmistir.
Stenotrophomonas rhizophila bir bitki kompetan islevi i¢in model bir bakteri olarak kabul
edilmekte ve endofitik yasam dongiisiiyle tuza toleran bitki yetismesini saglayan bir 6zellik

tagimaktadir. (16)



Stenotrophomonas maltophilia ve S. rhizophila arasindaki farklar karsilastirmali
genomiks ile analiz edilmistir. Konak invazyonu ve antibiyotik direnci konusunda 6nemli
bir benzerlik goriilmesine ragmen, bazi viriilans faktorleri, 1s1 sok proteinleri plant iliskili
S. rhizophilia DSM 14405 susunda tespit edilmemistir. Bu koékenin bitki koruyucu
spermidin, bitki hiicre duvarini pargalayici enzimler ve yiiksek tuz toleransi ig¢in genler
tasidig1 belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda S. rhizophila 37° C’de tiremedigi igin insan
saglig icin risk tasimayan biyoteknolojik uygulamalara olanak tasiyan bir ara¢ olarak

kabul edilmektedir (16)

Stenotrophomonas maltophilia aerop, nonfermentatif, Gram negatif bir bakteri olup
hastanede, 6zellikle de YBU’lerinde yatan hastalarda ciddi hastane infeksiyonlarina yol
acan firsatg1 bir patojendir. Stenotrophomonas maltophilia tiirleri, oksidaz negatiftir, glikoz
ve maloz oksidasyonlar1 degisken, DNaz pozitif, lizin dekarboksilaz pozitif ve
hareketlidirler. Stenotrophomonas maltophilia tiirlerinin hiicre dist DNaz aktivitesinin
saptanmasi ile glikozu okside eden diger Gram negatif bakterilerden ayrilirlar. Metil yesili
indikatorii ile tiipte ya da DNaz agar {lizerinde DNaz aktiviteleri saptanabilir. DNaz pozitif

olanlar besiyeri {izerinde seffaf bir zon olusturur (1).

Koyun kanli agarda amonyak gibi kokan lavanta yesili pigmentli ve S tipi koloniler
yaparlar. Stenotrophomonas maltophilia karakteristik bir hiicresel yag asidi profiline
sahiptirler (1, 6). Stenotrophomonas maltophilia’nin biyokimyasal 6zellikleri ¢izelgede

sunulmustur. (Cizelge 2.1)

Ozellikle nemli ortamlarda yasamini siirdiirmesi nedeniyle su drenaji yapilan yerler,
nebiilizatorler, endoskoplar, hemodializ iiniteleri, bitki yetistirilen ortamlar, su toplama
tiniteleri, dus basliklar1 gibi yaygin olarak ve ¢ok farkli ortamlardan izole edilebilmektedir.
Stenotrophomonas maltophilia’nin en onemli 6zelligi biyolojik biyotik ve abiyotik
yiizeylerde biyofilm yapabilme &zelligidir. Bu 6zellik bakterinin antibiyotik etkisinden

uzaklagmasini saglamaktadir (1).

Diinya Saglik Orgiitii S. maltophilia’nin hastane ortaminda CID organizmalar arasinda ilk
sirada geldigini belirtmistir. S. maltophilia enfeksiyonlarinin biiyiik kismi solunum ve
dolasim sistemi enfeksiyonlari olarak ortaya ¢ikmaktadir. Daha az siklikla kemik ve eklem,

safra yollar1, tiriner sistem, goz, kalp ve meninkslerde tutulum olmaktadir (6,14).



Organ ve dokularda tikanikliga neden olabilecek yapisal anomaliler, 6rnegin hepatobilier
neoplazilere bagli ortaya c¢ikan obstriiksiyon veya gastrointestinal sistemde ameliyat
sonrasi olusan anostomoz kaynakli yapilar biliyer S. maltophilia sepsislerinin ortaya

¢ikmasina zemin olusturabilmektedir (1,6).

Tiip torakostomi veya fistiil gelisiminin neden oldugu plevral enfeksiyonlar,
komplikasyonlu {iriner sistem enfeksiyonlari, obstriiktif akciger kanseri gibi klinik

durumlar S. maltophilia enfeksiyonunun gelisimi i¢in uygun zemin olusturmaktadir (8).



Cizelge: 2.1. Stenotrophomonas maltophilia’nin tireme 6zellikleri (1)

Ozellik Reaksiyon

Diiz veya kivrik comaklar, 0,5x1,5um

Oksidaz -

Katalaz +

Ureme i¢in methionin gereksinimi +

En uygun iireme 1s1s1 35°C
4°C veya 41 °C de iireme goriilmez

2-8°C canlilik

Hareket

+|+|+

Nitrat rediiksiyonu, (nitrat1 nitrojen kaynagi olarak kullanmaz)

Indol

+

Lizin dekarboksilaz

Ornitin dekarboksilaz -

Metil kirmizisi reaksiyonu -

Voges-Proskauer reaksiyonu

Hidrojen siilfid

Sitrat

Fenilamin deaminaz

o' ||

B-galaktozidaz (ONPG)

Karbonhidrat utilizasyonu
Maltozdan asit tiretimi +
Glikozdan asit tretimi -

Uremede karbon kaynag1
Adonitol -
Arabinoz
B-hidroksibiitirat
Sellobiyoz
Dulsitol
Glikoz
Fruktoz
Galaktoz
Laktoz
Maltoz
Mannitol
Mannoz
Ramnoz -
Salisin -
Sorbitol -
Trehaloz +/-

+ +00+ 1 o

o

Eskiilin hidrolizi

Jelatin likefaksiyonu

Tween 80 hidrolizi

DNagz tiretimi

Ure hidrolizi -

+; suslarin >%~85’inden fazlasi pozitif, d; suslarin %16-84’1i pozitif, -; suslarin <%15’inden
azi1 pozitif.



2.2. STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA ENFEKSIiYONLARI VE RIiSK
FAKTORLERI

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinin klinik belirtileri bakteriyemi pnémoni,
iiriner sistem enfeksiyonu, okiiler enfeksiyonlar, endokardit, menenjit, yumusak doku ve
yara enfeksiyonu, kolanjit, osteokondrit, peritonit olabilmektedir. Uzun siireli intravenoz
kateter kullanimi S.maltophilia infeksiyonlarinda, patojenin yayilimi ve yerlesmesi
acisindan uygun ortam saglabilmektedir. Bakteriyeminin en sik kaynagi ise solunum yolu,

santral venoz kateterler veya lriner kateterlerdir (17)

Virulansi yiiksek bir bakteri olarak kabul edilmeyen S. maltophilia’nin giiniimiizde daha
¢ok nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak saptandigi goriilmektedir. Hastanelerde
ozellikle yogun bakim iinitelerinde, hemodiyaliz hastalarinda, kalic1 santral venoz Kateter
takilanlarda, immiin yetmelikli olgularda, , hastanede uzun yatis siiresi, ndtropeni,
malignite, ileri yas, diabetes mellitus gibi altta yatan nedenleri bulunanlarda, bagisiklik
sistemini baskilayici ilag kullanan hastalarda S. maltophilia enfeksiyonlar1 daha sik olarak

goriilmektedir. Mortalite hiz1 bakteriyemili hastalarda %14-69 olarak saptanmistir (18).

Stenotrophomonas maltophilia infeksiyonlarinda bakterinin viicuda girisi i¢in uzun siireli
intravendz kateter kullanilmasiyla gerceklesebilmektedir. Bakteriyeminin en sik kay-

naginin iriner ve santral vendz kateterler ile solunum yolu oldugu belirtilmektedir (1).

Enfeksiyonlarin yayginlagsmasinda tani ve tedavi amaciyla kullanilan cihazlar ve aletler ile
invaziv girisimler, invaziv tedavi yontemleri ayrica antimikrobik ilaglarin akilci olmayan
kullanimi  6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle, S. maltophilia’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin gelisimi igin en 6nemli bagimsiz risk faktorlerinden birisinin, genis
spektrumlu antimikrobik ilag tedavisi oldugu kabul edilmektedir (18). Stenotrophomonas

maltophilia enfeksiyonlari igin risk faktorleri gizelgede sunulmustur (Cizelge 2.2)

Cesitli tilkelerde farkli hastanelerde S. maltophilia enfeksiyonu igin siirveyans ¢alismalari
yapilmis, kullanilan molekiiler tekniklerle izolatlarin yiiksek diizeyde genetik farklilik
gosterdigi belirlenmistir (19-22).



Cizelge: 2.2. Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri (23).

Malignite, 6zellikle hematolojik malignite

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)

Intravendz ila¢/ uyusturucu kullanimi

Cerrahi veya trafik kazalar

Hastanede uzun kalis

Acil servise yatig, mekanik ventilasyon

Vaskiiler veya tiriner kataterizasyon

Kortikosteroid ve immunosupresif tedavi

Genis spektrumlu antibiyotik tedavisi

Gastrointestinal system kolonizasyonu ve mukozit

Kemik iligi nakli

Stenotrophomonas maltophilia’min genel olarak diisiik viriilansli bir bakteri kabul
edilmesine ragmen, hastanelerde 6zellikle immiin yetmezlikli hastalar arasinda ¢ok ilaca
direngli firsat¢1 bir patojen olmasi ¢oziilmesi gerekn acil bir sorun olusturmaktadir.
Hastada altta yatan bir malignensinin bulunmasi, kistik fibrozis, kortikosteroid veya
immiin sistemi baskilayan ilaglarin kullanilmasi, santral vendz katater varligi ve hastanin
genis spektrumlu antibiyotik kullanmasi S. maltophilia enfeksiyonu igin risk faktorleri
arasinda sayilmaktadir. S. maltophilia patogenezinde antibiyotiklere direncin yanisira farkli

molekiiler mekanizmalarin da katkida bulundugu belirtilmektedir (1,6).



2.2.1. STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA PREVALANSI VE ENFEKSiYON
SURVEYANS CALISMALARI

Stenotrophomonas maltophilia klinik 6zellikleri ve prevalanst hakkinda 1970 yillar
oncesine (Pseudomonas maltophilia veya Xanthomonas maltophilia olarak bilindigi
donemler) ait bilgiler sinirhidir. Nozokomiyal patojen olarak 1980°li yillarda o6zellikle
kemoterapi sonrasi notropenik hastalarda ve santral vendz katateri olanlarda dikkat

¢ekmeye ve rapor edilmeye baglanmistir (24).

Diinya genelinde 199011 yillarin sonlarina dogru siirveyans programlarinin baglamasi ve
cok merkezli ¢aligmalar ile bu bakterinin patojenitesi hakkinda daha agiklayici bilgilerin
elde edilmesi miimkiin olmustur. En iyi bilinen siirveyans programlarindan ilki 1997
yilinda SENTRY (Antimikrobiyal Surveyans Programi) ve digeri 2002 yilinda SMART
(Antimikrobiyal Diren¢ Egiliminin Monitorizasyonu Calismasi) siirveyans programlaridir.
Ayni zamanda ulusal ¢apli programlar baslatilmis olup bir kismi da antimikrobik ajanlar
icin yapilan proje kapsaminda ele alinmistir. Bu programlara 6rnek olarak CANWARD
(Kanadaya Yonelik Surveyans Calismasi), SCOPE (Epidemiyolojik Onemi Olan
Patojenlerin Siirveyans ve Kontrolii), BSAC (Antimikrobiyal Terapi Ingiliz Cemiyeti
Diren¢ Siirveyans Projesi), TSAR (Taiwan Siirveyans ve Antimikrobiyal Direng
Calismasi) ve TEST (Tigesiklin Siirveyans Gelisimi Takibi) gelistirlmis siirveyans
programlaridir. Yiritilen bes SENTRY programima gore 1997-2003 yillar1 arasinda
enfeksiyon sikligi  %0,8-1,4, 2007-2012 yillar1 igin CANWARD ve SENTRY
antimikrobiyal silirveyans programlarinda ise prevalans %1,3-1,68 olarak raporlanmistir.
Bu veri genel popiilasyonda S. maltophilia’ya bagli enfeksiyonlarin giderek artan bir

egilim gosterdigini ifade etmektedir (24,25).

Bu siirveyans caligmalar1 kapsaminda non-fermentatif Gram negatif bakteriler arasinda S.
maltophilia’nin, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii sonrasi en sik
ticiiniicli patojen olarak izole edildigi belirlenmistir. Yogun bakim tinitelerinde %1,4-3 gibi
genel popiilasyondan daha yiiksek bir oranda belirlenmistir (24). Kistik fibrozisli
hastalardan Amerikada %10, Avrupa da ise %25lere varan oranlarda izole edildigi ve genel

durumu bozuk olanlarda yiiksek morbidite ve mortaliteye neden oldugu belirtilmistir (25).



Cok ilaca direngli suslarda siif 1 integron varhgnin CID ile ilskisi agik olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte biyofilm olusumunun CIP ve LEV direnciyle baglantist

olmadig1 gosterilmistir (9)
2.2.1.1 Ulkemizdeki Stenotrophomonas maltophilia Enfeksiyonlarinda Durum

Ulkemizde farkli il ve hastanelerde yapilan calismalarda antibiyotik duyarliliklarinda
farkliliklar gozlenmektedir. Manisa’da yapilan ¢alismada bakteriyemili hastalardan izole
edilen suglarda TMP-SMZ duyarlilig1 %91,4 olarak saptanmis olup, piperasilin-tazobaktam
i¢in bu oran %62,8 olarak belirlenmistir (26).

Ankara’da Cocuk hastalarda bakteriyemi etkeni olarak 10 yillik (1995-2005) retrospektif
degerlendirmede bakteriyemi etkenlerinin %2,2’sinin S. maltophilia kaynakli oldugu
belirlenmistir. Bakteriyeminin karbapenem tedavisi sirasinda goriildiigii saptanmis olup
CiP, TMP-SMZ tedavide kullanilan ilaglar olarak bildirilmistir. ilging olarak CIP
duyarliligr disk difiizyon yontemiyle %97 olarak saptanirken mikrodiliisyon ile bu oran

%49 olarak bulunmustur (27).

Trabzon’da tiniversite hastanesi yenidogan kliniginde bes yillik gozlem sonucunda (2003-
2008) S. maltophilia enfeksiyonlarinin risk faktorlerinin degerlendirilmesinde, Sepsis
gelisenlerin  %82’sinin ventilator iliskili pndmoniden kaynaklandigi tespit edilmistir.
Ayrica hastanede uzun kalis siiresi ve invaziv girisimlerin uygulanmasi énemli risk faktorii
olarak belirtilmistir. En etkili tedavi ajan1 TMP-SMZ (%87) olarak bulunmus ve mortalite

oraninin %17 oldugu belirlenmistir (28).

TMP-SMZ ile tigesiklinin tedavi etkinliginin karsilastirildigi calismada ti¢c yillik siire
icinde klinik yanit ve mortalite agisindan her iki antibiyotik tedavisi arasinda fark
goriilmemesi tigesiklinin gerektigi durumlarda alternatif bir secenek olarak kullanilabilcegi

goriisiinti desteklemistir (29).

Kayseri’de tiniversite hastanesinde hematoloji ve onkoloji servisinde dort yillik siirede
takip edilen 38 hastanin %84,2’sinde santral vendz kakater oldugu, %71,1hastanin ise
notropenik oldugu, %23,7 olguya da kortikosteroid tedavisi verildigi saptanmistir. Ciddi
sepsis ve tedavi siiresinin uzunlugu Oliimle iligskilendirilmistir. Arastiricilar immiin

yetmezlikli  hematoloji-onkoloji  hastalarinda S. maltophilia’nin  etken olarak
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diistintildiiglinde en kisa siirede etkili ampirik antibiyotik tedavisinin baglanmasi
gerektigini ve antibiyotik duyarlilik sonuglar elde edildiginde de buna gore antimikrobial

spektrumun daraltilabilecegini belirtmislerdir (30).

Sivas’ta tiniversite hastanesinde 2006-2013 yillarinda primer bakteriyemi ve nozokomiyal
pnoémoni olarak 71 olgu arastirtlmis ve pnomonili hastalarda mortalitenin daha yiiksek
oldugu gbzlenmis, uygun olmayan antibiyotik tedavisi ve ¢coklu organ yetmezligi de klinik

durumu olumsuz etkileyen bagimsiz risk faktorleri olarak belirlenmistir (31)

TMP-SMZ direncinin molekiiler analizi i¢in sull, sul2, dfrA9, dfrA10, dfrA20 and sif I,
siif II integron gen kasetlerinin arastirildigi ¢aligmada, incelenen suslarin mikrodiliisyonla
%9,4’tinde TMP-SMZ direnci belirlenmistir. Sadece bir izolatta sinif I integron gen kaseti
ve sull geni tespit edilmistir. Gen kasetinin dizi analizi yapildiginda oxa2, aac(6)-llc, qacF
genlerini igerdigi saptanmustir. Sinif I gen kaseti ve sull geninin birlikte CID gelisimine
katkida bulunabilecegi ve direncin yayilimi igin potansiyel bir kaynak olusturabilecegi

belirtilmistir (32).

2.3. STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA VIRULANSINDA ROL OYNAYAN
FAKTORLER

Gittikge artan oranda Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarmin ortaya ¢ikmasi,
bakterinin intrinsik olarak ¢oklu ilag direncinin bulunmasi (B-laktam, aminoglikozidler ve
kinolonlara), adezyon yeteneklerinin olmast ve biofilm olusturmalar1 sonucunda
kolonizasyonlarmmin kolay olmasindan  kaynaklanmaktadir. Yogun bakimlarda sik
goriilmesi ve antibiyotiklere direncli olmalar yiliksek genetik degiskenliginin olmasi ve

hastane i¢i yayilliminin hizli olmasiyla iligkilidir.

Yapisal direncin azalmis dis membran gecirgenligine, hiicre duvar yapisinda bulunan
lipopolisakkarit yap1 degisikliklerine, ¢ok ila¢ i¢in disa attm pompas1 iiretimine, direng gen
kasetlerinde integronlarin varligina bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Melanin benzeri
pigmentlerin ve biyofilm olusumunun antimikrobiyal ile iliskisi g0sterilmistir.
Stenotrophomonas maltophilia’nin hastada kullanilan medikal aletlere, kataterlere ve epitel
hiicrelerine tutunmasi biyofilm olusumunun ilk asamasi olup, aym1 zamanda farklh

antimikrobial ajanlardan ve konak immiin yanitindan dogal olarak koruyan bir bariyer
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gorevi de gormektedir. Bu bakterinin virulans faktorleri ile ilgili bilgiler ¢ok sinirli olup

ayni zamanda enfeksiyonun bulas yolu hakkinda da fikir birligi saglanamamstir (23, 25).

Birgok potansiyel faktor igerisinde dis membran proteinleri bakteriyel etkilesim ve
bakterinin farkli ortamlarda yasamini siirdiirmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bakteriyel
patojenlerin dig membranlarinda bulunan ¢ogu makromolekiil 6zellikle hiicre yiizeyindeki
proteinler 6nemli virulans faktorleri olup konak immiin hiicreleri i¢in hedef gorevi
iistlenmektedirler. Dig membran proteinlerinin tanimlanmasinin enfeksiyon patogenezinin
aydinlatilmasinda, yeni ila¢ gelistirilmesinde, yeni hedeflerin saptanmasinda ve asi
caligmalarinda biiyiik 6nemi vardir. Bakteri tarafindan salgilanan proteazlarin virtilanstaki
rolleri konusunda kabul goren yaklasim, bu enzimleri enfeksiyon olusumuna en az iig
yodan katkida bulunabilecekleridir. Birincisi konagin uygun olmayan kosullarinda ortaya
cikan cesitli proteinlerinin regiilasyonunda rol oynamak, ikinci olarak cesitli uyarilar
sonucunda salgilanan diizenleyici proteinlerin kontrollii proteolizisi i¢in spesifik katkida
bulunmak, sonuncusu ve daha direkt iligkili; ekzotoksin olarak salgilanabilme
olasiliklarinin bulunmasidir. Bu proteinler dig membran vezikiillerinde olabildikleri gibi
bazen de sitoplazma igerisinde bulunabilmektedirler. Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli’nin polimikrobiyal ortamda yaristiklar1 bakterileri oldiirebilmek igin
murein hidrolaz igceren dis membran vezikiillerini iirettikleri gosterilmistir. Bu ozellik S.
maltophilia’nin ATCC 3637 susunda belirlenmesine ragmen test edilen diger bir susta
(M30) belirlenememistir (8, 9, 25).

2.3.1. ANTIBIYOTIK DIiRENCI

Yapilan ¢aligmalarda bakterinin pek c¢ok susuna etkili bir antibiyotik olan trimetoprim-
sulfametoksazol (TMP-SMZ) tedavi amaciyla klinik uygulamalarda yaygin kullanilan bir
antibiyotiktir. Bununla birlikte bu antimikrobik ilaca kars1 gelisen hizli direng nedeniyle S.
maltophilia’ya bagl enfeksiyonlarin tedavisinde diger bir segenek olarak levofloksasin
alternatif bir tedavi ilaci olarak kabul gérmiistiir. Levofloksasine direncin goriilmesi ise bu

bakteri kaynakli enfeksiyonlarin {istesinden gelinmesini giiglestirmistir (33).
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Tedavide direng gelisiminin kontrol altina alinabilmesi i¢in en etkili tedavi segenegi olan
TMP-SMZ cogunlukla tikarsilin-klavulonat, minosiklin, piperasilin-tazobaktam ile birlikte
kullanilmaktadir. Minosiklin, levofloksasin, TMP-SMZ i¢in CLSI, TMP-SMZ i¢in
EUCAST disk difiizyon degerlendirme kriterleri mevcuttur (34, 35). Fakat daha ¢ok sivi
mikrodillisyon, E-test veya agar diliisyon, yontemlerinin tercih edilmesi Onerilmektedir

(17).

Aminoglikozid antibiyotiklerle 30°C ve 37°C gibi farkli derecelerde duyarlilik testi
yapildiginda S. maltophilia’nin farkli direng profilleri gosterdigi belirlenmistir. Yine 24 ve
48 saat sonrasinda yapilan degerlendirmelerde TMP-SMZ, CIP, CAZ, sefepim, piperasilin,
piperasilin-tazobaktam antibiyotikleri i¢in diren¢ durumlarinda 6nemli farklilik saptandigi
bildirilmistir (1).

Cok virulan bir bakteri olmamasma ragmen S. maltophilia, ¢ok ilaca direncli (CID)
fenotipi, mukozal yiizeylere ve aletlere adezyonu saglayan biyofilm olusumu ve eradike

edilmesini zorlastiran iglevleri olan proteinleri ifadeleyen ¢ok sayida gen igermektedir (7).

Stenotrophomonas maltophilia  beta-laktamaz, aminoglikozid asetiltransferaz  ve
eritromisini inaktive eden enzimleri ve efluks pompalar1 kodlayan genleri nedeni ile bir¢ok
antibiyotige intrensek olarak direnclidir. B-laktam antibiyotiklerle indiiklenen, L1 ve L2
denilen iki B-laktamazi bulunmaktadir (26, 27). Bu enzimlerin biiyiik bir plazmid benzeri

elementle ifade edildigi ileri siiriilmekle birlikte heniliz dogrulanmamustir (7).

Bu durum diisilk membran permeabilitesi, ¢ok ilaca diren¢ efluks pompasinin olmasi,
antibiyotik modifiye eden enzim varligi, kinolon direng¢ geninin (Smgnr) varligindan
kaynaklanmaktadir (6, 7). Direncin ayni zamanda, zamanla mutasyon gelismesi veya
horizontal gen transferleri ile kazanilabilecegi ileri siirilmektedir. Diger bilinmeyen

mekanizmalarin da direng gelisiminde rol oynayabilecegi belirtilmektedir (6).

Kinolonlar sentetik antibiyotikler olup klinikte sik kullanilmaktadirlar. Bu antimikrobiklere
direng gelisimi kromozomal mutasyon veya direng genlerinin plazmidlerle kazanilmasiyla
gergeklesir. Ilac hedefi olan DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV enzimlerinin birinin
veya her ikisinin ifadelenmesini saglayan GryA ve ParE gen bolgelerindeki mutasyonlarla

ve enzim-DNA kompleksine ilacin baglanmasinin azaltilmasiyla ger¢eklesmektedir. Giraz
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iki GyrA ve iki GyrB altiinitinden, topoizomeraz IV iki ParC ve iki ParE altunitinden
olusur. Her iki enzim de DNA ¢ift zincirinin kirilmasinda zincirler arasi gegislerde ve
kirilan parganin saliniminda rol oynamaktadir. Kinolonlar DNA ¢ift zincir kirilmalarini
bloke ederek enzim aktivitesini inhibe etmis olmaktadirlar (7, 12). Giraz veya
topoizomeraz IV enzimlerindeki tek aminoasit degisikligi kinolon direncine neden
olabilmektedir. Bu mutasyonlar siklikla GyrA veya ParC’nin amino terminal domaininde
aktif tirozin alanina yakin gergeklesmektedir. Stenotrophomonas maltophilia’da SmeDEF
RND disa atim pompasinin dirence katkisi gosterilmistir. Plazmid aracili kinolon
direncinde direngten sorumlu gen gnr olarak isimlendirilmistir. Tekrarlayan pentapeptid
sentezinden sorumludur. Qnr proteinlerinin DNA giraz veya topoizomeraz IV enzim
bolgelerine baglanarak etki gosterdigi diistiniilmektedir. CIP i¢in gittik¢e artan oranlarda
direncin goriilmesi ikinci bir plazmid aracili mekanizmanin kesfi ile ortaya ¢ikarilmistir
(1). Kinolonlarin bir aminoglikozid agiltransferaz (AAC(6°)-Ib-cr) ile modifikasyonunun
gerceklesmesi bu plazmid aracili mekanizmanin temelini olusturmaktadir. Plazmid aracili
kinolon direncinin {igiincii mekanizmasi ise plazmid aracili QepAve OqxAB kinolon efluks
pompalarinin  varligidir. Plazmid aracili kinolon direnci bakterilerin kinolonlara
duyarliligini azaltmakta, yiiksek diren¢li mutant bakterilerin se¢ilmesine neden olmakta ve
tedavi basarisizligina neden olmaktadir. Qnr homologlari bir¢ok Proteobacteria, Firmicutes
ve Actinomycetales ailelerindeki bakterilerin kromozomunda bulunabilirler. S. maltophilia
kromozomunda 50 alellik varyanti tespit edilmistir. Diinyada gnr geninin varliginin
kinolonlarin kesfinden ¢ok daha 6nce oldugu ileri siiriilmektedir. Plazmid aracili kinolon
direng genleri farkl biiyiiklikte ve 6zgiilliikte bulunmaktadir. Bu direncin diinyada yaygin
olarak bulunmasindan ¢ok sayida plazmid tipinin olmasi sorumlu tutulmaktadir. Qnr
genleri cogunlukla diger direng bolgeleriyle iligkili coklu direng plazmidlerinde bulunurlar
(12).

Dogada bulunan ve yapisal dirence sahip olan S. maltophilia gibi bakterilerin metabolik
yolaklarin1 kendileri i¢in zararli olan antibiyotik gibi yapilar1 ortadan kaldirmak amaciyla
kullandiklar1 diisiiniilmektedir. Hatta bu bakterilerin sahip olduklar1 biyokimyasal

yolaklarla antibiyotikleri besin kaynagi olarak kullnabildikleri ileri stirilmistiir (1, 3, 4)

Kazanilmis direng ise integron, transpozon ve plazmidlerle olmaktadir (5).

Stenotrophomonas maltophilia’nin  tim genomunun Kkarsilastirmali ve fonksiyonel
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analizinde yogun olarak ila¢ direng bolgelerinin oldugu tespit edilmistir (7). Gram
negatiflerde CiD’in genellikle diren¢ nodulasyon béliimii (RND) efluks pompasinin asir
ifadelenmesiyle ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Tiim genom analizi yapilan K279a susunun
dokuz RND-tip efluks pompasi tasidig1 belirlenmistir. Sinifl integronlarin CiD ile iliskileri
acik bir seklide ortaya konulmustur (9, 36). TMP-SMZ direncinde rolii olan sull simif 1

integron elemanidir (2).

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinda bakteriyostatik etkili TMP-SMZ tercih
edilen tedavi segenegidir. SENTRY anitmikrobiyal siirveyans programi 2004 yilinda TMP-
SMZ direncinin %3,8 oldugunu rapor etmistir (13). Bununla birlikte artan direng
bildirimleri klinisyenleri alternatif tedavi segeneklerine yoneltmistir (14, 15, 37). Bu durum

kombine antibiyotik tedavi seceneklerinin yayginlasmasina neden olmustur.

Intrinsik rezistom kavrami antibiyotikle karsilasmayan suslarda bulunan intrinsik direnci
tasityan bir grup kromozomal genin varligini ifade etmek i¢in kullanilmaya baslanmistir
(38). Intrinsik rezistom konusundaki bilgilerimiz smirli olmakla birlikte hiicre
metabolizmasinda bulunan antibiyotik direnci ile iligkili bilinen ve bilinmeyen genleri

icerdigi bildrilmistir (38).

Antibiyotiklere diisiik duyarhilik siklikla aktif efluks, disa atim pompalarinin bulunmasiyla
iligkilidir. Stenotrophomonas maltophilia K279a susunda belirlendigi gibi RND, MFS ve
ABC disa atim pompalarini iceren sekiz CID disa atim pompasi olarak belirlenmistir (7).
Bu CID disa atim pompalart membran fiizyon proteini, enerji bagimli tastyicty1 ve bir dis
membran proteininden olusmaktadir (1). Gram negatif bakterilerde RND disa atim
pompasi ii¢ proteinden olusmustur; substrata baglanan i¢ membran proteini, dig membran
proteini (porin) ve periplazmik aralikta i¢ ve dis membrana baglanan membran flizyon
proteini. Genellikle disa atim isleyisi diisiik diizeyde ifade edilmektedir. Asir1 ifadelenme
diisiik antibiyotik duyarliligr ile iliskilidir (6). Disa atim pompasindaki tiim proteinler RND
ailesine ait SmeABC, SmeDEF ve SmeVWX proteinleri olup ayni operondaki birbirini
izleyen tipik genom diizeniyle ifade edilirler. Bu pompalar dogal ve kazanilmis direnci
karakterize ederler (39). Stenotrophomonas maltophilia’daki kinolon direnci bakteriyel
topoizomeraz ve giraz genlerindeki mutasyonun bir sonucu olarak ortaya g¢ikmakta ve

SmeDEF disa atim pompasinin asir1 ifadelenmesinden kaynaklanmaktadir (1). SmeABC
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disa atim pompast [-laktam, aminoglikozid ve kinolonlara kazanilmis direngten
sorumludur. Sme DEF disa atim pompasi kloramfenikol, tetrasiklin ve kinolonlara dogal
ve kazanilmig direngten sorumludur. Sme VWX disa atim pompasi ayni antibiyotiklere
kazanilmis direngte rol oynar (38). Sme IJK ve SmeYZ disa atim pompalar1t yeni
tanimlanan RND ailesine ait disa atim pompalaridir. Her ikisi de aminoglikozid, tetrasiklin
ve siprofloksasine dogal ve kazanilmis direngten sorumludur (7). Bu pompalarin yiiksek

diizeyde ifade edilmesi levofloksasine direng gelisimine neden oldugu belirlenmistir (36,
39)

Stenotrophomonas maltophilia kinolonlar gibi sentetik antibiyotiklere diisiikk duyarlilik
gostermektedir. Kinolonlarin hedefi topoizomerazlar olup, bakterideki bu enzimlerin
mutasyonu direng gelisimine neden olmakla birlikte heniiz S. maltophilia’da bu enzime ait
bir mutasyon belirlenmemistir. Bu direncin de disa atim pompalarindan ve smgqgnr
proteininden kaynaklandigi gosterilmistir (38, 40). Bu protein bilinmeyen bir mekanizma
ile dogal ve kazanilmis direngle iliskilidir. Qnr ¢ift zincirli DNA benzeri bir dimer
yapisindadir (42). Smanr proteini, plazmitte ifade edilenle benzer olarak topoizomeraza

baglanarak bakteriyi korumaktadir (43).

TMP-SMZ kombinasyonu sik tercih edilen tedavi segenegi olarak S.maltophilia
enfeksiyonlarinda kullanilmakadir. TMP-SMZ direnci sull ve sul2 ile iliskilendirilmistir.
Sull esas olarak kromozomal genlerde (insertion element common region-ISCR)
bulunmasimin yanisira esas olarak plazmitteki sinifl integronlarla iliskilendirilmis, sul2
geni ise plazmitte tespit edilmistir (2). TMP-SMZ direngli olgularin hepsi bu genlerin
varhigi ile agiklanamamaktadir (44). Dihidrofolat rediiktaz enzimini ifade eden dfrA geni
S.maltophilia ’daki TMP direncine katkida bulunmaktadir (1).

Transkripsiyon ve translasyon sonrasi regililasyon veya modifikasyon antibiyotik
direncinde degisiklige neden olabilmektedir. ifade edilmeyen sRNA (non-coding small
RNA) ve RNA baglayan Hfq proteinlerinin varligi S. maltophilia’da gosterilmis olup,
antibiyotik duyarliligindaki degisiklikler, biyofilm olusumu, hareket ve ¢esitli SRNA ifade
ettigi  gosterilmistir  (45). Stenotrophomonas maltophila’nin  antibiyotik ~ direng
mekanizmalar1 ve direncle iliskili genler rolleri Cizelge 2.3.1.1 ve 2.3.1.2°de sunulmustur

(6, 23)
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Cizelge: 2.3.1.1. Stenotrophomonas maltophila’nin antibiyotik diren¢ mekanizmalart (6,

23)
Mekanizma Ornek
Di1s membran proteinlerinin | Protein ifadelenmesi

modifikasyonu

Gegirgenligin azalmasi

Kormozomal

olarak kodlanan c¢ok

ilaca direng efluks pompalari

Sme ABC,
SmDEF,

RND efluks pompasi

Kadmiyum efluks bolgeleri. Cad A, Cad C

Enzimatik mekanizmalar

L2 gibi B-laktamazlar
Aminoglikozid asetil

enzim

Kromozomal veya plazmidle kodlanan L1 ve

kolin modifiye eden

Makrolid fosfotransferaz inaktivasyonu

Hedef bolge degisikligi

gen mutasyonlari
Bakteriyel topoizomeraz

mutasyonu

Lipopolisakkarid iizerindeki fosfoglikomutaz

ve giraz gen

Cizelge: 2.3.1.2. Stenotrophomonas maltophila’nin antibiyotik diren¢ genleri ve direng
profilleri (6, 23)

Gen Uriin Antibiyotik direnc fenotipi Intrinsik/kazamlms
antibiyotik direnci
SmeABC RND tip efluks -+
pompasi AGA, B-laktam ve kinolonlar
SmeDEF RND tip efluks | Kloramfenikol, tetrasiklin ~ ve | +/+
pompast kinolonlar
SmeGH RND tip efluks Belirlenmemis
pompast Bilinmiyor
SmelJK RND tip efluks +/+
pompasi AGA, tetrasiklin ve CIP
SmeMN RND tip efluks Belirlenmemis
pompasi Bilinmiyor
SmeCP RND tip efluks | AGA, nalidiksik asit, doksisiklin, | +/-
pompasi makrolid
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SmeVWX RND tip efluks -/+
pompasi Kloramfenikol, kinolonlar

SmeYZ RND tip efluks +/+
pompasi AGA

emrCABsm | MFS tip efluks -/+
pompasi Nalidiksik asit

smlt0032 MFS tip efluks Belirlenmemis
pompasi Bilinmiyor

smtcrA MES tip efluks -[+
pompasi Tetrasiklin

smrA ABC tip efluks | Kinolonlar, tetrasiklin, | Belirlenmemis/-
pompasi doksorubisin

macABCsm | ABC tip efluks +/-
pompasi Makrolidler, AGA, polimiksinler

L1 p-laktamaz B-laktamlar +/+

L2 B-laktamaz B-laktamlar +/+

aph(3")-llc | AGA ++
fosfotransferaz | AGA

aac(6')-1z | N-AGA +/+
asetiltransferaz | AGA

Smanr Pentapeptit +/+
tekrarlayan Kinolonlar
proteinleri

2.3.2. BIYOFIiLM

2.3.2.1 Biyofilm yapis1 ve olusumu;

Mikroorganizmalarin canli veya cansiz yiizeylere geri doniisiimsiliz olarak tutunup hiicre
dis1 polimer yapili bir matriks igerisinde yasayan ve birbirleriyle haberlesmeyi (quorum
sensing) ¢esitli sinyallerle saglayarak bir topluluk olusturmalarini kapsayan siire¢ biyofilm
olusumu olarak tanimlanmaktadir. Stvi ve nemli ortamlar mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmalar1 i¢in elverisli zemin hazirlamaktadir. Bakterilerin yanisira, ¢esitli mantarlar,
algler ve protozoonlarin da biyofilm olusturduklart bilinmektedir. Biyofilm olusumu

icerisinde farkli bakteriyel tiir veya cins birlikte bulunabilmektedir (46)

Tibbi Oneminin yanisira biyofilm, gida ve endiistriyel sektorde c¢esitli sorunlara yol
agcmaktadir. Tibbi agidan dental plak olusumu, kateter enfeksiyonlari, eklem ve kalp protez
enfeksiyonlari, endokardit, kistik fibrozis hastaligi, kontakt lens enfekiyonlari, bobrek

taslar1 biyofilmle iliskili klinik durumlar olarak goriilmektedir. Ayrica kronik siniizit,
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kronik otit, osteomiyelit, diabete bagli gelisen yara enfeksiyonlart da biyofilm kaynakl
olarak gelisebilmektedir (47).

Biyofilm olusumu bes evrede gergeklesmektedir. (Sekil 2.3.2.1)

Sekil:2.3.2.1. Biyofilm olusumunun asamalar1 (48)

1. Tutunma: Biyofilm olusumunun baslamasi i¢in mikroorganizmalarin belirli bir
strese maruz kalmalar1 gerekmektedir. Biyofilm olusumunu; yiizeyin diizgiin veya
piiriizlii olmasi, yiizeyde miisin, aktin, DNA gibi organik ve inorganik maddelerin
varlig1 ve ortamin oksijen, pH, 1s1, osmolarite durumu bildiren ¢evresel sinyallerin
olmasi etkilemektedir. Bu asama hizla gelismekte ve saniyelerle ifade edilmektedir.
Bazi hiicreler geri doniisiimsiiz olarak baglanabilirken bir kismi serbest kalarak
ayrilabilmektedir. Bu evrede hiicreler logaritmik ¢ogalma gostermektedirler.

2. Geri doniisiimsiiz tutunma; ilk evreden dakikalar sonra baglar ve adezinlerin rol
oynadig1 geri doniisiimsiiz bir baglanma s6z konusudur. Bakteriler adezinleri ile
hem yiizeye hem de diger hiicrelere baglanabilirler. Bakteriler ¢cogalmaya devam
ederken quorum sensing sinyallarini birbirlerine gonderirler. Sinyal yogunlugu
belirli bir diizeye ulaginca bakterilerde hiicre dis1 polimerik madde {iretimi baglatan
genetik yolaklar aktive olur. Mikroorganizmalar kiimelenmeye baglar ve etraflar
bir tabaka ile kaplanir. Bu tabakanin %50-90 kadar1 hiicre dist polimerik yapidan
(slime) olusurken geri kalani protein ve DNA’dan meydana gelmektedir. Slime
yapist planktonik bakterileri, besin maddelerini, mineral, kristal ve korozyon

molekiillerini tutar.
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3. Tabaka olusmasi: Biyofilm tabakasi 10um’yi astiginda 1. olgunlagma evresi de
denilen {iglincli evre baslar. Bu evrede tipik olarak %75-90’1 slime, %10-15’1
bakterilerden olugsan mikrokoloniler meydana gelir.

4. Tabakalarim kalinlasmasi; Biyofilm tabakasinin kalinlig1 bu evrede 100 um’ye
ulagsmigtir. Bu evreye 2. olgunlagsma evresi de denilmektedir.

5. Planktonik seklinde ayrilmalar: Biyofilm olusumunun doérdiincii asamadan sonra
gelisen bu son basamaginda hiicrelerden bir kismi ayrilarak, yeni ylizeylere

yapismak i¢in biyofilmi terkederler (46, 47).

Biyofilmdeki bakteri toplulugu bir organizma gibi birbiriyle iletisim ve isbirligi iginde
bulunmaktadirlar. Biyofilm igerisindeki bakteriler yapisal ve metabolik olarak
heterojendirler. Yapinin farkli seviyelerinde aerop ve anaerop ortam ve islevler
stirdliriilmektedir. Hatta olgun bir biyofilm ortaminda besin ve suyun iletimini saglayan
kanallar bulunmaktadir. Besin dolagim1 ve atiklar i¢in bir iletim sistemi de bulunmaktadir.
Bakterilerin etrafindaki biyofilm tabakasi onlar1 antibiyotik, antikor gibi immiin sistem

elemanlar1 ve toksik maddelerden, dezenfektan etkisinden korumaktadir (47, 49).

Biyofilm olusumunda quorum sensing sisteminin (¢evreyi algilama sistemi) biiylik onemi
vardir. Hiicrelerin salgiladigi kimyasal molekiiller ile bakteriler cevrelerindeki hiicre

yogunlugunu algilayabilir ve bu yogunluga katilma egilimi gosterebilirler (47)

Bakteriler birbirleriyle iletisim kurabilmek i¢in {i¢ farkli sinyal molekiilii iiretirler. Gram-
negatif bakteriler; acil homoserin laktonlar (AHLs), Gram-pozitif bakteriler otoindiikleyici
peptidler (AIPs), Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde otoindiikleyici-2 (Al-2)
hiicreler aras1 sinyal iletimini saglayan molekiillerdir. Bu iletisim sayesinde koloni
olusumunun Kkontrolii, tireme hizinin diizenlenmesi, tiirler arasi iletisimin ve toksin

iretiminin saglanmasi1 miimkiin olmaktadir (49).

Biyofilmin bakterilere sagladigi avantajlar ne yazik ki hastalarin tedavi basarisini1 olumsuz
etkilemektedir. Biyofilm iireten bakterilerde antibiyotik tedavi basarisizligi ilacin biyofilm
tabakasina yeterince penetre olamamalarina, biyofilm igerisinde bakterilerin yavas
tiremeleri nedeniyle antibiyotik etkisine daha az maruz kalmalarina, yiizeydeki bakterilerin
antibiyotiklerden daha fazla etkilenmeleri nedeniyle daha derinde olan bakterilerin

enfeksiyon kaynag olarak stirekliliklerine baglidir (47, 49)
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2.3.2.2 Stenotrophomonas maltophilia’da biyofilm etkisi

Tekrar tanimlayacak olursak biyofilm, bakterilere ait ekzopolisakkarit matriks, DNA ve
proteinden olusan karmasik bir yap1 olup siklikla katater gibi kliniklerde kullanilan aletleri
etkileyerek arindirilmalar1 zor bir 6zellik tasirlar. Biyofilm nedeniyle antibiyotik ile bakteri

etkilesimi azalarak, antibiyotik duyarliliginin azalmasi da meydana gelmektedir (6).

Stenotrophomonas maltophilia’nin teflon, cam, plastik ve insan dokularinda biyofilm
olusturmas1 6nemli bir 6zelligidir. Deneysel ¢alismalarda taramali elektron mikroskobunda
S. maltophilia’nin iki saat igerisinde polistren yiizeye tutundugu ve 24 saat i¢inde de
biyofilm olusturabildigi gosterilmistir. Stenotrophomonas maltophilia fimbria 1 (smfl)

proteinin adezyon i¢in ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir (1)

Klinik 6rneklerden izole edilen S. maltophilia i¢in yapilan biyofilm deneylerinde 32°C’de,
37 °C ve 18 °C’den daha iyi biyofilm olusturduklarini, biyofilm yiikiinliin aerobik
kosullarda veya %6 CO;’li ortamda anaerobik kosullara gore daha fazla oldugu
belirlenmistir (1)

Biyofilm olusumunun erken doneminde tutunmayi smfl fimbrial operondaki genlerin ifade
ettigi saptanmistir. Biyofilm olusumunda rol oynayan XxanB geni Pseudomonas
aeruginosa’da bulunan fosfomannoz izomerazla biiyiik homoloji gostermektedir. Bu enzim
alginat sentezinde anahtar rol oynamaktadir. xanA geni ise spgm olarak bilinmektedir ayni

sekilde fosfoglikomutaz enzim homolojisi géstermektedir (7).

Cok sayida pili ve fimbrial geninin olmas1 katater ve ventilatdrlere baglanma yetenegini
dogurmakla birlikte kan ve akcigerden kaynakli enfeksiyonlara yol agmakta olup, bu
bakterinin eradikasyonunun neden zor oldugunu ag¢iklamaktadir (9). Stenotrophomonas
maltophilia suslarinin antibiyotiklere diren¢ profillerinin yanisira biyofilm yapma
ozelliklerinin de enfekte hastalarda prognozu belirleyen onemli bir kriter oldugu
belirtilmistir. Hiicrelere adezyonda S.maltophilia fimbria 1 (smf-1) proteininin 6nemli rol

oynadigi belirlenmistir (8).

Antimikrobiyallerle S.maltophilia biofilmi arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarda, CID
olan ve olmayan suslar arasinda biyofilm yapma kapasiteleri karsilagtirllmistir. Cok ilaca

direngli olan suslarin olmayanlara gére daha fazla oranda biyofilm yaptiklar1 gosterilmistir.
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Ayn1 zamanda biyofilm olusturan suslarin seftazidim, sefepim, tikarsilin-klavulonik asit,
piperasilin-tazobaktam, aztreonam ve gentamisin antibiyotiklerine direngli oldugu

belirlenmistir (9, 49).

Biyofilm yapisinin olusmasinda rmla, rmlb, rmlc ve xanb genleri énemli rol oynamaktadir
(10). Biyofilm molekiiler mekanizmasinin arastirildigi bir ¢aligmada fosfoglikomutaz ve
fosfomannomutaz aktivitesini ifadeleyen spgm geninin biyofilm olusmunda Onemli

olduguna dikkat ¢ekilmistir (11).

2.3.3. VIRULANS GENLERI

Stenotrophomonas maltophilia enfekiyonlarinin prognozunda CID suslarin tedavisinde
biiyilik zorluk yasanmasinin yanisira bu suslarin prognozu etkileyen ve viriilansinda énemli
rol oynayan birtakim proteinleri ifadeleyen genleri barindirmasi s6z konusudur. Bazi
bakteriler herhangi bir genomik farklilik géstermeksizin antibiyotiklere gegici olarak daha
az duyarl olabilirler. Fenotipik direncten sorumlu genler hakkindaki bilgilerin smirl

oldugu belirtilmektedir (6).

Bununla birlikte lipaz, fibrolizin, esteraz, DNaz, RNaz ve proteaz gibi hiicre disi
enzimlerinin fazlaligi, kolonizasyon, adezyon ve epitel hiicrelerinde biyofilm olusumuna
katkida bulunmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen S. maltophilia suslariin sitotoksik
aktivite gosterdigi belirlenmistir (1). Bakterinin kromozomunda yer alan tiir spesifik
genomik adalar iiriinii olan metal direng genleri, tipl ve tiplV sekresyon sistemi, filamentoz
hemagliitinin genleri, lipopolisakkarit genleri potansiyel patojenik determinatlarin
bulundugu bolgeler olarak belirlenmislerdir (12). Cevresel izolatlarin klinik izolatlara gore

mutasyon hizinin ¢ok daha az oldugu belirlenmistir (50).

Yaygin goriilmesine ragmen, S. maltophilia’nin viriilans faktorlerinin karakterizasyonu ile
ilgili ¢alismalar sinirhidir. Solunum yolu epitel hiicrelerine tipl fimbria ve flagella ile
tutundugu, ayrica dokuda kolonize olabilmek i¢cin DNase, RNase, fibrolizin, lipaz, proteaz,
ve esteraz gibi hiicre dis1 enzimleri kullandig1 gosterilmistir (7, 8). Bakterinin en 6nemli
hiicre dis1 proteazi olan stmprl proteininin, saflagtirilarak kiiltiive edilmis insan

fibroblastlarina hasar verdigi ve immiin yanitin bilesenlerini inaktive ettigi gosterilmistir
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(51). Yakin zamanda S. maltophilia’nin, K279a ve D457 (Accession numbers:
NC 010943.1 ve NC 017671.1), klinik izolat1 ile R551-3 ve JV3 (Accession numbers:
NC 011071.1 ve CP002986.1) ¢evre izolatinin tiim genom dizileme islemi ger¢eklesmistir
(7, 52). K279a genomonun dokuz RND-tip efluks pompa gen bolgesi tasidigi saptanmustir.
L1 ve L2 B-laktamazlarinin plazmid kaynakl ifade edilmedigi saptanmistir (7).

2.3.4. GELECEK iCIN YENi YAKLASIMLAR

Son yillarda Stenotrophomonas cinsi i¢indeki evrimsel gelisimin basamaklar1 genomik ve
transkriptomik uygulamalarla arastirilarak anlagilmaya caligilmistir. Yasam dongiisii,
fizyolojisi, antibiyorik diren¢ elementleri ve virulans faktorleri gibi potansiyel risk
faktorlerine yeni bakis agilart kazanilmigtir. Farkli Stenotrophomonas tiirlerinin farkli
metilasyon hizlar1 tanimlanmasiyla epigenetik analizlerin yorumlanmasi mevcut durumda

aciklanmasi gereken birgok soruyu da beraberinde getirmektedir (53).

Ayni zamanda taksonomi konusunda yasanan sikintilar hala devam etmekte olup 6zellikle
Stenotrophomonas ve Lysobacter arasindaki ayrimda yasanan karmasa yanlis
tanimlamalara neden olmaktadir. Nozokomiyal enfeksiyonlarda gittikge yaygin goriilmeye
baslanan ve CID nedeniyle yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan S. maltophilia igin
farkli tedavi yaklagimlarina acilen ihtiya¢ duyuldugu bir gercektir. Bu sorunun ¢oziilmesi
icin mikrobiyom uygulamalarmin tekrar gozden gecirilmesi gerekmektedir (54).
Stenotrophomonas tiirleri fajlarla yakin iligkide olup, genomlarinda farkl: fajlari tagidiklari
gosterilmistir. Ayrica litik fajlar da tanimlanmistir (55). Bu durum CID Stenotrophomonas
icin faj terapisi konsunda yeni imkanlar saglayacaktir. Maltosin M28, S. maltophilia’dan
ilk izole edilen faj kuyruk benzeri bakteriyosini olup antibiyotik yerine kullanilacak
gelecek vaad eden bir segenek olarak goriilmektedir (56). Fajlara ek olarak probiyotik
bakterilerin S. maltophilia icin antagonistik aktivite gostermeleri enfeksiyonlarin
Onlenmesinde diger bir secenegi olusturmaktadir. Dogal bir {irlin olan yesil cay
bilesiklerinden epigallokatekin-3-gallat yapisinin S, maltophilia’ya etkinliginin

gosterilmesi tedavide diger ilging bir alternatifi olusturmaktadir (57).
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez ¢alismasi ¢ok viriilan olmamasina ragmen nozokomiyal enfeksiyonlarda sik izole
edilen S. maltophilia suslarindaki antibiyotik direng profillerini belirlemek, prognozdan
sorumlu olan antibiyotik direncinin, biyofilm olusumunun ve virulans faktorlerinin

molekiiler karakterizasyonunu tespit etmek iizerine odaklanmustir.

Bunun nedeni 6zellikle antibiyotik duyarlilik sonucuna gore tedavi alan S. maltophilia ile
enfekte olgularda, tedavi basarisinin saglanamamasi durumunda hatta risk altindaki
olgulardan enfeksiyon etkeni olarak bu bakterinin soyutlandigi anda tedavinin
yonlenmesine katki saglayabilecek parametrelerin birlikte degerlendirilmesinin tedavi
protokolil ile tutarlilik saglayip saglayamayacagi konusunun degerlendirilmesidir. Diger
bir deyisle fenotipik olarak belirlenen bakteriye etkili antibiyotik se¢enekleri ile bakterinin
tagidigr virulans faktorlerinin birlikte degerlendirilmesinin tedavi planlanmasinda ve

prognozda katki saglayip saglayamayacagi olasiliginin tartigilmasidir.

Bakteriyemili hastalardan izole edilen hastane kaynakli suslarla hayvanlarin burunlarindan
alman Orneklerden izole edilen suslarin birlikte incelenerek ¢ok ilaca direngli suslarda
prognozu etkileyecek biyofilm ve viriilans genlerinin antibiyotik direnciyle iliskileri her iki
ornek grubunda belirlenerek karsilastirilmistir. Hayvanlarin beslenmeleri sirasinda toprakla
iligkileri nedeniyle burunda kolonize olan S. maltophilia suslarinin doga kaynakli
olabilecegi ihtimali nedeniyle bu suslar ile nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak kandan
izole edilen suslarin, diger bir deyisle gevresel ve klinik kaynakli izolatlarin prognozda

etkili faktorler agisindan karsilastirilarak viriilanslarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Fenotipik olarak duyarli olan suslarin, bu 6zelliklerinin genotipe tam olarak yansimamasi
ve hastalik patogenezinde bakteriye bagli bir¢ok faktoriin birarada rol almasi nedeniyle,
fenotipik ve genotipik 6zelliklerin birlikte degerlendirilmesinin saglanabilmesi konusunda
yapilacak her tiirli caligma, S. maltophilia kaynakli enfeksiyonlarla miicadelede tedavi

yaklasimlarinda ve korunmada prognozu etkileyecek bilgiler doguracaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. Standart sus

Calismada kullanilan referans sus S. maltophila LMG 958, Hacettepe Universitesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 kiiltiir koleksiyonundan elde edildi.

4.1.2. Stenotrophomonas maltophila érneklerinin toplanmasi

Bu ¢alismada Gazi Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina yogun bakim tnitelerinden gonderilen kan kiiltiirlerinden izole edilen ve
otomatik yontemlerle (MicroScan, WalkAway, Siemens, USA) tanimlanan insan kokenli
suslar (n=17) ile Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda

sigirlarin burunlarindan alinan 6rneklerden izole edilen kdkenler (n=14) kullanildi.
4.1.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

Stenotrophomonas maltophila suslarinin identifikasyonu amaciyla MacConkey Agar
(Oxo0id, CM0007), Kanli Agar (Oxoid, CM0055), Nutrient Agar (Oxoid, CM0003),
Nutrient Broth (Oxoid , CM0501), Muller Hinton Agar (Oxoid, CM0337), Tryptone Soya
Agar (Oxoid, CMO0103), Tryptone Soya Broth (Oxoid, CM0129), Oksidaz test ¢ubuklari
(Oxidase Sticks, Oxoid, BR0064), Skim milk tozu (Oxoid, LP0031)

4.1.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Stenotrophomonas maltophilia suslarinin  tiimiiniin ~ antibiyotik duyarlilik testleri
mikrodiliisyon yontemiyle ticari sistemle (MicroScan, WalkAway, Siemens) yapilarak
minimum inhibitér konsantrasyonlar1 saptandi. Bu sistem mikrodiliisyon esasina gore
calismakta ve kalitatif olarak sonug vermektedir (KMD). Ayrica insan ve hayvan kokenli
suslarin  siprofloksazin (CIP, Oxoid, 5ug), levofloksazin (LEV, Oxoid, 5ug) ve
trimetoprim/sulfometoksazol (TMP/SMZ, Oxoid, 25ug) antibiyotik duyarlilik testleri
Clinical and Laboratory Standarts Institute (34) standartlarina gore disk difiizyon yontemi

(Oxoid, antibiyotik diskleri, Thermo Scienific) ile de gergeklestirildi.
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4.1.5. Molekiiler tam ve Karakterizasyonu

DNA izolasyonu ticari kit (Mini Bacteria Kit, Invitrogen, USA) ile yapildi Ayn1 zamanda
hassas terazi (Scaltec, Almanya), sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya), 1sitma blogu
(Biosan, Letonya), steril kabin ( Bioair Instruments, Aura, Italy), vorteks ( Fine Vortex,
Kore), Jel elktroforez (Wealtec elite 3000 plus, , USA), UV transliiminatorlii bilgisayarli

goriintiileme sistemi (Gene Genius, Sygene, Bio Imaging System, UK) kullanildi.

Cizelge 4.1.5°de listelenen primerler (Thermohybaid, Germany) ile siilfonamid (sull, sul2)
ve kinolon direnci (qnrl-2, gnr3-4), biyofilm (xanB) ve virulans genleri (orf9, smf-1,
stmpr1l) PCR yontemiyle arastirildi. Calismada qnrl-2 ile gnr3-4 saptanmasi i¢in Sanchez
ve ark. (2008) caligmalarinda kullandiklari primer dizisi kullanilmis (58), diger genlerin
varligini arastirmak icin ise gerekli primerler, Primer 3 bilgisayar programi kullanilarak

tasarlanmistir.

Kullanilan primerlerin spesifiteleri NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi

kullanilarak in silico analizleri ile kontrol edildi.

PZR karisimi; PZR master mix(2x) (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak
hazirlandi ve amplifikasyon Arktrik ™ Thermal cycler, (Thermo Fisher Scientific, USA)
marka 1s1 dongii cihazinda gergeklestirildi. DNA marker (100-1000bp, Fermentas,
Litvanya), 6xloading dye (Fermentas, Litvanya), agaroz (Thermo Fisher Sci) kullanilarak

PZR iirlinlerinin goriintiilenmesi saglandi.

Sonrasinda gnrl-2 saptanan, yogun bakim tinitelerinde yatan hastalarin kanlarindan izole
edilen dort susun DNA dizi analizi Bigdye Terminator cycle sequencing 3.1 Kiti
kullanilarak ABI 3130 Applied Biosystems cihazinda yapildi.
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Cizelge: 4.1.5. Stenotrophomonas maltophilia suslarinin molekiiler karakterizasyonunda
kullanilan genler ve dizileri

Tlgili islev Isim ve uzunluk Oligoniikletid dizisi Referans
F-5-AATCCATCCCTGTCGGTGTT-3’ Bu galisma
sul I, 1152 bp R-5-AGAGCTTAACGGTGCGATCT-3’
F-5’-ACACAGAAATCGCGCGTATC-3’ | Bu galisma
Antibiyotik | sul 11, 741 bp R-5’-GCAACCAGTCAGAATGCGAT-3’
direnci F-5-AGAAAGTGGTCGACCAGCAG-3' |58
qnr 1-2, 312 bp R-5-GCAGGTTCGACTTCTTGATG-3'
F-5-CAACGCCAGCTTCATGAACC-3' |58
qnr 3-4, 220 bp R-5"-AGTTGGCGCTGTTCCAGTCG-3
F-5’-AAGGAGCACGCACTGGAAA-3’ Bu galisma
orf9 (holin), 582 bp | R-5-GCATAGCAGCGCACTCAG-3’
Virulans F-5’-CAGGACTATGGTGACTGGGT-3" | Bu calisma
genleri stmprl, 285 bp R-5-CATGTTGATGACCTCGGCC-3’
F-5’-ACCGTGTCCAAGAACACTCT-3’ | Bu calisma
smf-1, 322 bp R-5"-TGGCGTAGTACTCAGCGTAG-3’
F-5’-CATCATTCCAGCCTGCATCC-3* | Bucalisma
Biyofilm xanB, 217 bp R-5"-TTTAAGGCCTCGCGGTATCT-3’
geni
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42. YONTEM
4.2.1 Suslarin identifikasyonu:

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gazi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarina
yogun bakim iinitelerinden génderilen kan orneklerinde iireyen S. maltophilia kokenleri
(n=17) c¢alismaya dahil edilmistir. Suglar konvansiyonel ve otomatik yontemlerle
(MicroScan, WalkAway, Siemens, USA) tanimlanmistir. Ayni zamanda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda hayvanlardan izole edilen

S. maltophilia suslar1 da (n=14) ¢alisma kapsamina alinmistir.

Insan kaynakli 6rnekler i¢in otomatize kan kiiltiir sisteminde (BacT/ALERT, Biomerieux,
France) sinyal veren kan kiiltiir siselerinden, hayvan kdkenli olanlar igin ise, hayvan
solunum yollarindan alinan 6rnekler %5 koyun kanli ve EMB besiyerlerine pasaj yapilarak
36 + 1°C etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda genis tabanli, diizgiin
yiizeyli, parlak, diizensiz kenarli, eflatun-yesilden agik pembeye kadar farkl: renklerde olan
ve bazi kolonileri sar1 pigmentli, amonyak kokulu siipheli kolonilerden ii¢ sekerli demirli
besiyerine subkiiltiirleri yapilmistir. Ayni zamanda indol, hareket, iireaz, sitrat
besiyerlerine de ekim yapilmistir. Tiim suslara oksidaz testi yapilmistir. Non fermentatif
ozellik gosteren, oksidaz negatif, hareketli 6zellik tasiyan ve koloni Ozellikleri ile S.
maltophilia oldugundan siiphelenilen kolonilerden otomatik identifikasyon cihazinda
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda test stripleri hazirlanmis, etiiv ortaminda 24 saat
inkiibasyon sonrasinda cihazda okutularak bilgisayar ortaminda analizi yapilmistir
(MicroScan, WalkAway, Siemens, USA). Konvansiyonel testlerle S. maltophilia
Ozellikleri tagiyan, otomatize sistemle de S. maltophilia olarak tanimlanan suslar skimmilk
besiyerinde daha sonraki ¢aligma asamalarinda kullanilmak iizere stoklanarak -20°C’de

saklanmustir.

Stoklanan suslar gerektiginde c¢oziilerek %5 koyun kanli agara pasajlanarak taze koloni

eldesi saglanmistir.
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4.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testleri:

Calismaya dahil edilen suslar ¢ok ilaca direncli (CID) suslardan secildi. Bunu belirlemek
amaciyla insan ve hayvan kokenli suslarin amikasin, gentamisin, ampisilin-siilbaktam,
piperasilin-tazobaktam, tikarsilin-klavulonat, sefazolin, sefepim, sefoksitin, seftazidim,
seftriakson, CIP, LEV, ertapenem, imipenem, meropenem, tigesiklin, TMP-SMZ ve
aztreonam igin antibiyotik duyarlilik testleri ticari sistemle (MicroScan, WalkAway,
Siemens) minimum inhibitér konsantrasyonlar1 saptanarak belirlenmistir. Bu sistem
mikrodiliisyon esasina gére calismakta ve kalitatif olarak sonuc vermektedir (KMD). Insan
ve hayvan kokenli suslarin CIP, LEV ve TMP/SMZ antibiyotik duyarlilik testleri CLSI
standartlarina gore disk diflizyon yontemi ile de gergeklestirilmistir (34). Disk difiizyon
yontemi; CLSI tarafindan standardize edilen 1.25/23.75 pg TMP-SMZ, 5 ng LEV ve 5 pg
CIP igeren diskler (Oxoid Ltd.,Basingstoke, United Kingdom) ve Mueller-Hinton agar
(Oxoid Ltd., Basingstoke, United Kingdom) besiyeri kullanilarak yapilmistir. Mueller-
Hinton agar besiyeri yiizeyine 0.5 McFarland standardi kullanilarak esdeger bulaniklik
yogunlugunda hazirlanmis direkt koloni siispansiyonu inokiile edilip tizerine antibiyotik
duyarlilik test diskleri yerlestirilmis plaklar, 36£1°C’lik etiivde 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda disklerin cevresinde saptanan inhibisyon zon caplari
milimetre olarak olgiilerek degerlendirilmistir. Disk difiizyon yonteminde CIP igin
<I5mm, LEV i¢in <13mm, TMP-SMZ i¢in <10mm olarak saptanan inhibisyon zon g¢aplari
direngli olarak kabul edilmistir. Kullanilan iki yontem ile elde edilen veriler duyarh ve
direngli olarak not edilmistir. Her iki yontemde de orta duyarli degerler direngli olarak
kabul edilmistir. Tam otomatik mikrobiyoloji identifikasyon ve antimikrobik duyarlilik
testlerinde kalite kontrolii igin standart sus olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanilmustir.

4.2.3. Biyofilm modelinin olusturulmasa:

Stepanovi¢ ve ark. (2007) ve Fu ve ark. (2010) uyguladigi metotla S. maltophilia suslarinin
biyofilm modeli olusturulmustur (59, 60). Suslarin triptik soya agar besiyerinde gecelik
kiiltiiriinden alinan koloniler triptik soy buyyonda iki kez 10dk +4° C’de PBS ile yikanmis
ve triptik soy buyyon ile 10® cfu/ml olacak sekilde diliie edilerek 96 kuyulu diiz tabanli
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polistren hiicre kiiltiir plaklarina 100pl eklenmistir. 24 saat etiivde (37°C) kapag
kapatilarak bekletilmistir. Kontrol kuyularina sadece triptik soy buyyonu konulmustur.
Ertesi glin yapismayan hiicreleri atmak i¢in 3 kez 100ul PBS (pH=7.4) ile yikanmustir.
Biyofilm fiksasyonu icin 1 saat 60°C’de inkiibe edilmis ve 100pl kristal viyole ile 15 dk
boyanmustir. Plaklar c¢esme suyu ile yikandiktan sonra 30dk siireyle 37°C’de
kurutulmustur. Boya 150ul %95 etanol ile resolubilize edilerek plak spektrofotometrede
620nm’de okutulmustur. Ortalama OD degeri; 6rnek ve kontrollerin Ol¢giilmesi ve bu
Olciimlerin 3 kez yapilip ortalamalarinin alinmasi ile tespit edilmistir. Test sonuglar

asagidaki hesaplamalar sonucunda belirlenmistir (11, 60, 61).

Cut off degeri; ODc
ODc: negatif kontroliin iizerinde olan 3SD (standart sapma) olarak tanimlanmastir.

ODc=Negatif kontroliin ortalama OD-+(3x negatif kontroliin SD)
Test 6rneginin OD degeri= Susun optik degerlerinin ortalamasi- ODc

Sonuglarin yorumlanmasi i¢in agsagidaki yol izlendi;
OD<ODc ise biyofilm olusumu yok

ODc<OD ise biyofilm olusumu var

Insan ve hayvan suslari istatistiksel olarak biyofilm olusturmalar1 ydniinden
karsilastirilmistir. Calismamizda OD hesaplamalarinda degerlendirmeler 1SD ile 4SD
arasinda derecelendirilerek yapilarak biyofilm pozitifligi ile biyofilm olusumundan

sorumlu genlerden olan xanB varlig arasinda bir iliski olup olmadig arastirild.

[statististiksel analizler SPSS 16.0 bilgisayar programmda Mann Whitney U testi ve t testi
ve Ki-kare testi kullanilarak yapilmis p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
4.2.4. DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu i¢in tiim suslar ¢oziilerek %35 koyun kanli agara pasajlanarak taze koloni
eldesi saglanmistir. Sonrasinda DNA izolasyonu ticari kit (Mini Bacteria Kit, Invitrogen,
USA) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu

yapilincaya kadar tiim DNA 6rnekleri -30°C°de saklanmustar.
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4.2.5. Prognozla iligkili Genlerin PZR ile arastirilmasi;

Bu amagla c¢alismaya dahil edilen tiim suslarda antibiyotik direnci, biyofilm ve virulans ile

ilgili genlerin varligi PCR yontemi ile arastirilmistir.

Antibiyotik direnci ile ilgili olarak; TMP/SMZ direncinden sorumlu genlerden sull ve
sul2, kinolon direnci i¢in gnrl-2 ile gnr3-4 genleri arastirilmistir. Biyofilm olusumundan
sorumlu genlerden biri olan xanB, virulanstan sorumlu olarak lizozim benzeri etkiden
sorumlu proteini ifade eden orf9 (holin), adezyondan sorumlu fimbrial protein ifadeleyen
smf-1 ve proteaz etkiden sorumlu proteini ifade eden stmpr-1 genleri PZR yontemiyle

taranmaistir.

PZR karisimi her bir ornek igin 25 pl hacim olacak sekilde sirasiyla belirtilen son
konsantrasyonlarda; 10x PZR Master mix (Thermo Fisher Scientific, USA), 2.5 mM
MgCl; (25 mM), 0.2 mM dNTP (10 mM), DNA template 70 ng/ul, primerler 0.5 uM, 1.5
U Tag DNA polimeraz (500U) kullanildi Amplifikasyon kosullar1 asagidaki tabloda
gosterilen dongii sayilar1 ve siirelerinde Arktik Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific,

USA)’da gergeklestirildi (Cizelge 4.2.5.1).

Cizelge: 4.2.5.1 DNA amplifikasyonu i¢in kullanilan termal dongii programi

Reaksiyon asamasi1 | Sicakhk | Siire Dongii sayis1
On 1s1tma 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 25sn

Primer baglanmas1 | 60 1dk 45

Uzama 72 1dk

Son uzama 72 5dk 1

Koruma 4 00
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4.2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Cogaltilan DNA orneklerinin degerlendirilmesi icin %1,5 agaroz jel elektroforezi
gerceklestirilmistir. Bunun igin oncelikle Tris-Borik asit-EDTA (TBE) 5x stok tampon
soliisyonu hazirlanmistir. Tris-base (Promega) 54g, borik asit (Promega) 27,5g tartilarak
EDTA (Promega) (0,5m, PH.8) 20 ml ile toplam hacim 11t olacak sekilde distile suda
¢oziilmiis ve pH:8’e¢ ayarlanarak oda 1sisinda saklanmistir. Hazirlanan bu 5x TBE
tamponundan 200ml alinarak distile su ile 1000ml’e tamamlanarak 1x TBE tamponu elde
edilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez yiirlitme tamponu olarak

hazirlanan bu 1x TBE soliisyonu kullanilmistir.

Agaroz jel hazirlamak i¢in; 100 ml 1x TBE buffer igerisinde 1,5 gr agarose (Promega)
stispanse edilerek hazirlanmistir. Mikrodalga firin igerisinde tamamen eriyip seffaf goriintii
elde edilene kadar isitildi. Isitildiktan sonra sogutulan agaroz igerisine 8 pl ethidium
bromide (10mg/ml) (Thermo Fisher Scientific, USA) eklenerek jel tarag: yerlestirilmis jel
tabagina dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra jel taragi c¢ikartilmis ve jel elektroforez
tankina yerlestirilmistir. PZR iirlinleri, her bir kuyucuga 10 ul yiiklendikten sonra 180 volt
elektrik akiminda 60 dk yiirtitiilmiistiir.

Elektroforez sonunda elde edilen bant goriintiisii 100 bp molekiiler agirlik standard: ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. 100 bp molekiiler agirlik standardi elektroforez
asamasinda Ornekler yiiklendikten sonra ilk ve son kuyucuklara 5’er pl hacimde
eklenmigtir. Molekiiler agirlik standardi hazirlamak i¢in 4 pl distile su, 1 ul jel yiikkleme
tamponu (Thermo Fisher Scientific, USA) ve 1 ul 100 bp molekiiler agirlik standardi
(Thermo Fisher Scientific, USA) karistirilarak hazirlanmistir. Elektroforez sonrasi elde
edilen bantlar, G:BOX Chemi XRQ (Syngene) goriintiileme sistemi kullanilarak UV 151k

altinda goriintiilenmistir.

4.2.6 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi i¢in “zincir sonlandirma yontemi” ile ¢alisilan “Bigdye Terminator cycle
sequencing 3.1” kiti kullanildi. Kullanilan suglarin gnrl-2 gen bolgesi PCR yontemi ile

cogalttiktan sonra, kalip olarak kullanarak, tizerine PCR’da kullanilan primerler ile sekans
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PCR islemi firmanin direktiflerine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen {irtinler ABI 3130
(Applied Biosystems) sekans cihazinda dizi analizi ile degerlendirilmistir. Sonuglar sekans
analiz yazilimina (Sequence Analysis 5.3) gore belirlenmistir. Boylelikle sekanslanan her
bir 6rnek ile, gnrl-2 gen dizileri saptandi ve elde edilen diziler GenBank veritabaninda

bulunan referans diziler ile BLAST programi kullanilarak karsilagtirilmistir (62).

4.2.6.1. Dizi Analizi icin PZR:

Izolatlarin qnrl-2 dizi analizi 6ncesi kalip olusturmasi igin qnrl-2’ye 6zgii spesifik primer
(F-5'-AGAAAGTGGTCGACCAGCAG-3") 312 bp’lik bdlgesi PCR yontemi ile gogaltildi
Cizelge 4.2.5.1°de belirtilen PZR karisim1 ve ¢izelge 4.2.5.2°de belirtilen 1s1 dongii cihazi
programi kullanilarak DNA dizi analizi i¢in gnrl-2 gen bolgesi PZR yapildi.

4.2.6.2. PZR iiriinlerinin 6n saflastirilmasi

Amplifiye edilen DNA dizileri %]1.5’lik agaroz jelde elektroforez yoOntemiyle
kosturulduktan sonra UV altinda goriintiilendi. Elektroforezde goriintiilenen yaklagik 312
bp’lik temiz bantlar sekans analizi 6ncesi saflastirmak icin belirlendi. Sekanslamadan 6nce
elde edilen PZR iiriinline, baglanmamis dNTP’lerin ortamdan uzaklastirilmasi igin

“exosap” enzimiyle (Affymetrix, USA) purifikasyon yapildi. Bunun i¢in:

1) 5 ul PCR iiriiniine 2 ul “exosap” enzimi ilave edilerek;
2) Is1 dongii cihazinda 37°C’de 30 dk (enzim aktivasyonu 1sis1), 80°C’de 15 dk (enzim

inaktivasyonu 1s1s1) tutuldu.
4.2.6.3. gnrl-2 DNA Dizi Analizi

[k saflastirmadan sonra kalip elde etmek icin yukarida anlatilan PZR’da kullanilan primer
dizilerinden hem Forward (ileri) hem de reverse (geri) primerler i¢in ayr1 ayr1 karigimlar
hazirlanarak her bir 6rnek icin her bir primer ¢iftiyle iki PCR yapildi. Bunun i¢in asagida
belirtilen karisim BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) protokoliine gore asagida belirtilen hacimlerde hazirlanarak ayni termal dongii

cithazina yerlestirildi.

BigDye Mix : 2 ul
5x buffer : 2 ul
PCR f{iriinii : 2 ul
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dH,0 : 2 ul

Primer (F veya R) (3.2 pmol) : 2 ul
On denatiirasyon : 96°C’de 1 dk
Amplifikasyon (25 dongii) : 96°C’de 10 sn denatiirasyon,

50°C’de 5 sn baglanma,
60°C’de 4 dk polimerizasyon

Sekans PZR’min sonunda tekrar purifikasyon yapildi. Bu purifikasyonun amaci ortamdaki

baglanmayan ddNTP’lerin ortamdan uzaklastirilmasidir. Bunun i¢in:

1. 1 gr “Sefadex” (toz halde) 13 ml niikleaz free distile su icerisinde siispanse edildi.
Iyice calkanan ve ¢dzdiiriilen sefadex jeldz kivam aldi.

2. Siispanse sefadex’ten 750 pl kolonlarin igerisine konuldu. Kolonlar 4600 g’de 2
dakika santrifiij edildi. Jelin igerisindeki s1v1 koleksiyon tiipiine birikti. Icerisinde
katilasmuis jel kalan kolon koleksiyon tiipiiniin icerisine yerlestirildi.

3. Elde edilen sekans PCR iiriiniiniin tamami1 (10 pl) kolonun igerisindeki kat1 jelin
ortasina, pipet ucu degdirilmeden dikkatlice birakildi.

4. 4800 g’de 2 dk santrifiij yapildi.

5. Koleksiyon tiiplinde biriken sivi (10 pl) sekanslamada kullanilacak olan 6rnek
olarak elde edildi. Bu sivinin tamami ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) cihazina yiiklenerek elde edilen diziler degerlendirildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK SONUCLARI

Calismaya dahil edilen Stenotrophomonas maltophilia suslarinin AGA, B-laktam grubu,
kinolon, karbapenem, tetrasiklin, siilfonamid ve monobaktam grubu antibiyotikler icin
KMD test sonuglar1 Ekler boliimiinde Ek1’de sunulmustur. Kalitatif mikrodiliisyon test
sonuglarina gore suslarin tamaminin teste dahil edilen aminoglikozid grubu antibiyotiklere,
karbapenemlere, tigesiklin (tetrasiklin), kinolon grubundan CIP’e monobaktam grubu
antibiyotiklere direncli oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte suslarin hepsinin TMP-
SMZ’e duyarli oldugu belirlenmistir. Kinolon grubundan LEV’e suslarin %9,7’sinin
direngli oldugu, direngli olan ii¢ susunda insan kokenli oldugu tespit edilmistir. -laktam
grubu antibiyotiklerden seftzidime suslarin %77,4’tintin, tikarsilin/klavulonik asite ise
%54,8’inin direncli oldugu belirlenmistir (Cizelge5.1). Insan suslarinin %11,7’si (2/17),
hayvan suslarinin %28,6’s1 (4/14) CAZ duyarh olarak saptanmis olup hayvan suslarinin
daha duyarli oldugu (p=0.044) dikkat ¢ekmistir. Ayn1 sekilde insan suglarinin %29,4’1
(5/17), hayvan suslarinin %57,4’i4 (8/14) TIM duyarli olarak saptanmis olup hayvan
suglarinin daha duyarli oldugu (p=0.044) belirlenmistir. Tiim suslar CIP direngli iken insan

suslarinin sadece ti¢ii (%17,6) LEV direncli saptanmustir.

Cizelge:5.1. Stenotrophomonas maltophilia suslarinin antibiyotik direng dagilimi

Antibiyotik Bakteri
N (%)
Aminoglikozid grubu 31 (100)
B-laktam grubu
Penisilin tiirevi ve | 31(100)
Sefalosporinler
Seftazidim 24 (717,4)
Tikarsilin/klavulonik asit 17 (54,8)
Kinolon grubu
Siprofloksasin 31 (100)
Levoflokasin 3 (9,7)
Karbapenemler 31 (100)
Tetrasiklin tlirevi 31 (100)
Stilfonamid 0 (0)
Monobaktam grubu 31 (100)
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5.2. SULFONAMID VE KINOLONLARLA ILGILi DIRENC GENLERININ
ARASTIRILMASI

TMZ-SMZ, CIP ve LEV igin disk difiizyon ve mikrodiliisyon test sonuglari ile direng

genlerinin varligina ait sonuglar ise Ek2’de sunulmustur.

Disk difiizyon testi ile sadece iki insan susunda TMP-SMZ direnci saptanmis olup bu iki
susta da ayn1 zamanda sull geni negatif iken sulll geni pozitif olarak saptanmistir. Sull ve
II genlerinin saptandigi diger suslar TMP-SMZ antibiyotigine duyarli olarak tespit
edilmistir. CIP’e insan suslarinin 11°1 (%64,7) hayvan suslarinin ise sadece 1’1 (%7,1)
olmak tizere tiim suslarin %38,7’sinde direng saptanmistir. LEV’e insan suslarindan sadece
ikisi (%11,7) direncli olup, hayvan suslarinin hepsi duyarli olarak bulunmustur. Suslarin

tamam1 gozoniine alindiginda LEV direnci %6,4’linde belirlenmistir.

Suslarin hepsi mikrodiliisyon yontemi ile siilfonamidlere duyarli olarak saptanmisken,
sulfonamid direncinden sorumlu sull geni dort (%12,9), sul 2 geni ise ii¢ susta (%9,7)
tespit edilmistir. Sullgeninin tgili, sul2 geninin tiimii insan izolatlarinda belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilig ile diren¢ geninin varlig1 arasinda iliski tespit edilmemistir.

Kinolon grubunda CIP’e tiim sislar direncli olup gnrl-2 genide tiim suslarda saptanmisken,
gnr3-4 geni suslarin %80,6’sinda belirlenmistir. LEV’e duyarli olan suslarin hepsinde hem

gnrl-2, hem de gnr3-4 belirlenmistir (Sekil 5.2.1 ve Sekil 5.2.2). Fenotipik olarak duyarli

olan suglarda genotipik olarak diren¢ geni saptandigi gozlenmistir (Sekil 5.2.3, Sekil
5.2.4).

=500 bp

312 bp

Sekil: 5.2.1. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda saptanan gnrl-2 genlerinin agaroz
jeldeki amplikon goriintiisti
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Sekil: 5.2.2. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda saptanan gnr3-4 genlerinin agaroz
jeldeki amplikon goriintiisii (Sira 2 ve 6’daki drnekler negatif)

35

30
25
20
m negatif
15 M pozitif
10
5
0 T T T 1

sul I sul Il qgnrl,2 qnr3,4

Sekil: 5.2.3. TMP-SMZ (sull ve sul2) ve kinolon (gnrl-2, gnr3-4) direnciyle iligkili
genlerin dagilimi

qnr3,4
qnrl,2
M insan
sul ll M hayvan
sul |
0 5 10 15 20 25 30 35

Sekil:5.2.4. Insan ve hayvan suslarinda TMP-SMZ (sull ve sul2) ve kinolon (gqnr1-2, gnr3-
4) direnciyle iligkili genlerin dagilimi
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5.3. BiYOFILM

Biyofilm olusumundan sorumlu genlerden biri olan xanB geni, 17 insan ve 14 hayvan
susunda PCR ile aranmustir. Suslarin %25,8’inde xanB geni varlig1 saptanmis olup, insan
suglarinin altisinda (%35,3), hayvan suslarinin ise ikisinde (%14,3) pozitif olarak
belirlenmistir (Cizelge 5.3.1). Her iki grup arasindaki xanB varlig1 agisindan istatistiksel
fark anlamli olarak saptanmistir (Ki-kare, p=0.008) (Sekil5.3.1)

20
15 -
10 - B xanB negatif
M xanB pozitif
5 4
O 4
insan hayvan

Sekil:5.3.1. Biyofilmle iligkili XxanB geninin insan ve hayvan suslarindaki dagilimi

Biyofilm testinde insan ve hayvan suslarina ait optik dansitelerin (44) degerlerinin
ortalamalari t testi ile karsilastirild1 (Cizelge5.3.2). Ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli saptandi (p<0.000) (Sekil 5.3.2). Calismamizda OD hesaplamalarinda
degerlendirmeler 1SD ile 4SD arasinda derecelendirilerek yapildiginda, tiim suslarin
biyofilm iirettigi saptanirken derecelendirme ile biyofilm pozitifligi acisindan suslar

arasinda bir iliski belirlenmedi.

Cizelge: 5.3.1. Biyofilm deneyinde insan ve hayvan suslarinin spektrofotometrik olarak
saptanan OD ve SEM degerleri

OD (nm) |SEM

insan [0,0528 0,0069

Hayvan | 0,0335 0,00318
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Cizelge: 5.3.2. Biyofilmden sorumlu olan xanB geninin suslardaki varligi

Say1 Bakteri no
xanB

1. 21552765 +
2. 21551554 -
3. 914047 (1815) -
4. 21473204 -
5. 1099945 (1825) +
6. 21557686 -
7. 21433536 -
8. 21433148 -
9. 1733372 (1816) -
10. 1721718 (1866) -
11. 2136(8)4279 +
12. 1715125 (1857) -
13. 1043417 (1806) +
14, 21393080 +
15. 21465621 -
16. 1773 -
17. 1826 -
18. SM23b -
19. SM22 -
20. SM18 -
21. SM16 +
22. SM19 -
23. SM14 -
24, SM7 -
25. SM25h -
26. SM20 -
217. SM419b -
28. SM26b +
29. SM30 -
30. SM34 -
31. SM15 -
32. SMLMG958 -
33.
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0,07
0,06
0,05 -
0,04 -
ODnm
0,03 -
0,02 -
0,01 -

insan Hayvan

Sekil: 5.3.2. Biyofilm deneyinde insan ve hayvan suslarinin spektrofotometrik olarak
saptanan OD ve SEM degerlerinin karsilagtirilmasi (p<0.000)

5.4. VIRULANS GENLERI

Insan ve hayvan suslarinda arastirilan fimrial adezyon proteinini ifadeleyen smfl geni
(Sekil 5.4.1) suslarin %87,1’inde (n=27), proteaz proteinini ifadeleyen stmpr1 geni suslarin
%61,3’tinde (n=19), endolizin etkili holin proteinini ifadeleyen orf 9 geni ise suslarin
%25,8’inde (n=8) saptanmistir (Cizelge 5.4) (Sekil 5.4.2)
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Cizelge: 5.4. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda saptanan viriilans genlerinin
dagilim1

Virulans genleri
Say1 Bakteri no smf-1 stmpr-1 orf9
1. 21552765 + + +
2. 21551554 + + -
3. 914047 (1815) + + -
4. 21473204 + + +
5. 1099945 (1825) + + -
6. 21557686 + - -
7. 21433536 + + -
8. 21433148 + + -
9. 1733372 (1816) + - -
10. 1721718 (1866) + + -
11. 2136(8)4279 - + +
12. 1715125 (1857) + + -
13. 1043417 (1806) + + +
14, 21393080 + - +
15. 21465621 + - +
16. 1773 - + -
17. 1826 + - -
18. SM23b + - -
19. SM22 + - -
20. SM18 - + -
21. SM16 + - -
22. SM19 + + -
23. SM14 + - -
24. SM7 3 + +
25. SM25b + + -
26. SM20 + + -
27. SM419b + + +
28. SM26b + - -
29. SM30 - - -
30. SM34 + - -
3L SM15 + + -
32. SMLMG958 + + -

Sekil: 5.4.1. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda saptanan smf-1 geninin agaroz
jeldeki amplikon goriintiisti
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35

H negatif

M pozitif

smfl stmprl orf9

Sekil: 5.4.2. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda virulansla iligkili genlerin dagilim1

Insan ve hayvan suslari arasinda virulans genlerinin varhig: agisindan istatistiksel fark
sadece orf9 geninde saptanmistir (p=0,008). Insan kokenli suslarin %35,3’{inde, hayvan
kokenli suslarin ise %14,3’tinde orf9 geni tespit edilmistir (Sekil 5.4.3, Sekil 5.4.4)

Sekil: 5.4.3. Stenotrophomonas maltophilia suslarinda saptanan orf-9 geninin agaroz
jeldeki amplikon goriintiisii (Sira 1: pozitif, Sira 2 ve 3 negatif)
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orf9

stmprl

M insan

= hayvan

5 10 15 20 25 30

Sekil: 5.4.4. Insan ve hayvan Stenotrophomonas maltophilia suslarinda virulansla iliskili
genlerin dagilimi

5.5. DNA DiZi ANALIZI

Yogun bakimdan izole edilen dort susun gnrl-2 genine ait asagida sunulan sekans dizileri

referans susla karsilastirilarak, NCBI web sitesinde BLAST analizi yapilmistir. Belirlenen

niikleotid bazinda degisiklik gosterenler kirmizi ile isaretlenmistir.

Sus no:1857

Stenotrophomonas maltophilia strain C048 Qnr (gnr) gene, complete cds
Sequence ID: gh|EU681377.1|Length: 660Number of Matches: 1

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

479

TCATCAAGAAGTCGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGARAARGTGCG 60
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e
TCATCAAGAAGTCGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGAARAGTGCG 418

AGCTGTGGGAAAATCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGG 120
(R N RN NN
AGCTGTGGGAARATCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGG 478

ACCTGTCCGGCGGCCAGTTCGAGGGCATCGACTGGAAACAGCGCCAACTACACCGACTG 179
FEPEEEEEEE e e et e et et v e e rrrrrrd
ACCTGTCCGGCGGCCAGTTCGAGGGCATCGACTGG-AACAGCGCCAACTTCACCGACTG 536

Bu dizi analizi referans genomla karsilastirildiginda asagidaki mutasyonlar saptanmaistir:

c.432 bolgesinde C>T transisyonu saptanmistir. Buna bagl olarak 144.kodonda N144N

sense (anlamli) mutasyonu homozigot olarak gbézlenmistir.
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c.527 bolgesinde T>A transversiyonu (TTC-TAC) saptanmistir. Buna bagl olarak,

176.kodonda homozigot olarak F176Y missense (yanlis anlamli) mutasyonu saptanmistir.

Fenilalanin ile tirozin aminositleri yer degistirmistir.

Sus no: 1816

Stenotrophomonas maltophilia strain C048 Qnr (gnr) gene, complete cds
Sequence ID: gh|EU681377.1|Length: 660Number of Matches: 1

Query 1 TCAAGAAGTCGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGAARAGTGCGAGC 60
FEErrrrr e et et e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 362 TCAAGAAGTCGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGAAAAGTGCGAGC 421

Query 61 TGTGGGAAAATCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGGACC 120
Frrrrrrrrr rerrrrr et e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 422 TGTGGGAARACCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGGACC 481

Query 121 TGTCCGGCGGCCAGTTCGAGGGCATCGACTGGAACATAGCCAACTACACCGACTG 175
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e rer e et
Sbjct 482 TGTCCGGCGGCCAGTTCGAGGGCATCGACTGGAACAGCGCCAACTTCACCGACTG 536

Bu dizi analizi referans genomla karsilastirildiginda asagidaki mutasyonlar saptanmaistir:

c.402 bolgesinde A>C transversiyonu (GTA-GTC) saptanmistir. Buna bagli olarak

134 kodonda V134V sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.414 bolgesinde G>A transisyonu (AAG-AAA) saptanmigtir. Buna bagh

138.kodonda K138K sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.420 bolgesinde G>A transisyonu (GAG-GAA) saptanmistir. Buna bagh

140.kodonda E140E sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.435 bolgesinde A>C transversiyonu (CGA-GCG) saptanmistir. Buna bagh

145 kodonda R145R sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.

c.441 bolgesinde T>C transisyonu (GAT-GAC) saptanmistir. Buna bagh

147 kodonda D147D sense(anlaml1) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.

c.444 Dbolgesinde C>T transisyonu (GGA-GGC) saptanmistir. Buna bagh

148.kodonda G148G sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.
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c.450 bolgesinde T>C transisyonu (AAT-AAC) saptanmistir. Buna baglh olarak

150.kodonda N150N sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.

¢.453 bolgesinde G>C transversiyonu saptanmistir. Buna bagl olarak 151.kodonda V151V

sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.456 bolgesinde T>C transisyonu (AGT-AGC) saptanmistir. Buna baglh olarak
152.kodonda S152S sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.474 bolgesinde A>C transversiyonu saptanmistir. Buna bagli olarak 158.kodonda G158G

sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gbézlenmistir.

c.489 bolgesinde C>T transisyonu (GGC-GGT) saptanmistir. Buna bagh olarak

163.kodonda G163G sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak goézlenmistir.

€.527 t>a ttc-tac F176Y missense (kayip) mutasyonu ile aminoasit degisikligi meydana

gelmistir. Fenilalanin ile tirozin aminositleri yer degistirmistir.

Sus no: 1866

Stenotrophomonas maltophilia Smagnr54 gene for quinolone protection protein 54, complete cds, strain: D-S31
Sequence ID: dbj|AB905279.1|Length: 660Number of Matches: 1

Query 1 CGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGAAAAGTGCGAGCTGTGGGARA 60
FEEEEETEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 371 CGAACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTAACGCTGGAAARAGTGCGAGCTGTGGGAAA 430
Query 61  ATCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGGACCTGTCCGGCG 120
FEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 431 ATCGATGGGATGGCGCGAATGTGAGTGGCGCCAGCTTCGCCGGATCGGACCTGTCCGGCG 490
Query 121 GCCAGTTCGAGGGCATCGACTGGAACATAGCCAACTACACCGACTG 166

FEEEEEEr et e el FEEEEEr rrrrrrrrd
Sbjct 491 GCCAGTTCGAGGGCATCGACTGGAACAGCGCCAACTTCACCGACTG 536

Bu dizi analizi referans genomla karsilastirildiginda asagidaki mutasyonlar saptanmustir:

c.432 bolgesinde C>T transiSyonu saptanmistir. Buna bagli olarak 144.kodonda N144N

sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.
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Sus no: 21473204

Stenotrophomonas maltophilia strain 28 Qnr-like gene, partial sequence
Sequence ID: gb|HQ711556.1|Length: 593Number of Matches: 1

Query 1 AACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTCACGCTGGAG-AATGCGAACTGTGGGAARAC 59
FEEETEEEEE et e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 340 AACCTGCGCTATGCCAATTTCTCGCGGGTCACGCTGGAGAAATGCGAACTGTGGGAGAAC 399

Query 60  CGCTGGGACGGTGCGAACGTCAGCGGCGCCAGCTTCGCCGGCTCGGACCTGTCCGGTGGC 119
FEETEEET R e e e e e e et e e e e e
Sbjct 400 CGCTGGGACGGTGCAAACGTCAGCGGCGCCAGCTTTGCCGGCTCGGACCTGTCCGGTGGC 459

Query 120 CAGTTCGAGGGAATCGACTGGAACAGCGCCAACTACACCGACTG 163

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e rrrr e
Sbjct 460 CAGTTCGAGGGAATCGACTGGAACAGCGCCAACTTCACCGACTG 503

Bu dizi analizi referans genomla karsilastirildiginda asagidaki mutasyonlar saptanmustir:

c.402 Dbolgesinde A>C transversiyonu (GTA-GTC) saptanmistir. Buna bagl

134.kodonda V134V sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gbzlenmistir

c.411 bolgesinde A>G transisyonu (GAA-GAG) saptanmigtir. Buna bagh

137.kodonda E137E sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.414 bolgesinde G>A transisyonu (AAG-AAA) saptanmigtir. Buna bagh

138.kodonda K138K sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.

c.420 bolgesinde G>A transisyonu (GAG-GAA) saptanmigtir. Buna bagh

140.kodonda E140E sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.

c.435 bolgesinde A>C transversiyonu (CGA-GCQG) saptanmistir. Buna bagh

145 .kodonda R145R sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.441 bolgesinde T>C transisyonu (GAT-GAC) saptanmistir. Buna bagh

147.kodonda D147D sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gbzlenmistir.

c.444 Dbolgesinde C>T transisyonu (GGA-GGC) saptanmustir. Buna bagh

148.kodonda G148G sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir

c.450 bolgesinde T>C transisyonu (AAT-AAC) saptanmistir. Buna bagh

150.kodonda N150N sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.
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€.453 bolgesinde G>C transversiyonu saptanmistir. Buna bagli olarak 151.kodonda V151V

sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir

c.456 bolgesinde T>C transisyonu (AGT-AGC) saptanmistir. Buna bagli olarak

152.kodonda S152S sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gézlenmistir.

c.474 bolgesinde A>C transversiyonu saptanmistir. Buna bagli olarak 158.kodonda G158G

sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak goézlenmistir.

c.489 bolgesinde C>T transisyonu (GGC-GGT) saptanmistir. Buna bagli olarak

163.kodonda G163G sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gdzlenmistir

c.504 bolgesinde C>A transversiyonu (GGC-GGA) saptanmistir. Buna bagli olarak

168.kodonda G168G sense(anlamli) mutasyonu homozigot olarak gozlenmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyon sikliginin arastirildigr 1997-2003 yillarinda
yiiriitilen SENTRY antimikrobiyal slirveyans calismalar1 kapsaminda enfeksiyon sikligi
%0,8-1,4 oraninda rapor edilmisken, 2007-2012 yillarindaki CANWARD ve SENTRY
antimikrobiyal siirveyans caligmalarinda bu oran %1,3-1,68 olarak saptanmistir. Bu
bulgular genel popiilasyonda S. maltophilia enfeksiyon sikliginin giderek artis géstermeye
egilimli olduguna isaret etmektedir. Cok ilaca direncli olan bu bakteri kaynakl
enfeksiyonlarin tedavisi 6nemli bir sorun olarak tartisilmaktadir. Diinyada en yaygin
secenek olarak kullanilan TMP-SMZ i¢in az sayida da olsa direngli izolatlarin oldugunu
bildiren c¢alismalar bulunmaktadir. Ayni zamanda uzun yillardir S. maltophilia
enfeksiyonlarinda kullanilan CAZ, TIM ve kinolonlar i¢in de diren¢ gelisiminin rapor

edilmesi, tedavi yaklasimlarinin gézden gegirilmesi gerektigine isaret etmektedir (13, 18,

63).

Stenotrophomonas maltophilia suslarinde goriilen dogal (yapisal, intrinsik) direng, beta-
laktamaz ve efliikks pompalarin1 kodlayan genler, aminoglikozid transferaz ve eritromisini
inaktive eden enzimlerle ortaya ¢ikmakta ve ¢oklu antibiyotik direncine neden olmaktadir.
Bu durum S. maltophilia suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik
zorluklara neden olmaktadir. Yapisal direng nedeniyle S. maltophilia’ya karst in vitro
olarak etkili goriinse de tedavide kullanilabilecek antibiyotik segenegi ¢ok kisithidir. Bazi
antimikrobik ilaglarin kullanimi1 da intrinsik dirence yol agmaktadir. Bu duruma &rnek
olarak saptanmistir (6, 18). Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde,
in vitro duyarlilik ¢alismalarina gore TMP-SMZ, en basarili segenek olarak bulunmustur.
Antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 farkli olmakla birlikte genel olarak S. maltophilia
suglarinin  %90°dan fazlasinin TMP/SMZ’ye duyarli oldugu bildirilmektedir (63).
TMP/SMZ, S. maltophilia’ya karsi en etkili segenek olmakla birlikte son zamanlarda bu
ilaca kars1 direncin ortaya ¢iktigini gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir (14, 33). Tiirk
Dag1 ve ark. cogunlukla pediatrik hastalara ait kan kiiltiirlerinden izole ettikleri izolatlarda
en etkili antibiyotiklerin %10 diren¢ ile TMP-SMZ ve % 20 direng orani ile LEV oldugu
saptanmigtir. TMP-SMZ’e direngli olan biitiin suslarin LEV’e de direngli oldugu
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belirlenmistir (64). Cho ve ark. hematolojik maligniteli 31 hastanin kan kiiltiiriinden izole
ettikleri S. maltophilia susunun mikrodilisyon yontemiyle saptadiklart antibiyotik
duyarhiliklarin1  seftazidim i¢in %11.1, LEV igin %44.,0, tikarsilin-klavulonik asit i¢in %
40,7 ve TMP-SMZ i¢in %88.9 olarak belirlemislerdir (65). Calismamizda mikrodiliisyon
yontemine gore duyarlilik oranlarn seftazidim icin %22,6, LEV icin %90,3 tikarsilin-
klavulonik asit i¢in % 45,2 ve TMP-SMZ i¢in %100 olarak saptanmastir.

Bizim g¢alismamizda insan ve hayvan kokenli suslarin tiimiintin TMP-SMZ’ye duyarh
oldugu tespit edilmistir. Bu durum hastanemizde nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak sik
rastlanan S. maltophilia suslarinin tedavisi agisindan biiylik bir sans yaratmaktadir.
Hastanemizde yapilan bir ¢alismada nozokomiyal etkenlerin %1.6’sin1 S. maltophilia’nin
olusturdugu ve en etkili tedavi seceneginin TMP-SMZ oldugu bildirilmistir. Dizbay ve ark.
yaptiklart bu ¢alismada 89 izolati incelemisler ve disk difiizyon yontemiyle TMP-SMZ
direng oranin1 %21.9 olarak belirlemislerdir. flging olarak CIP direnci suslarin %22,5’inde
saptanmistir (66). Bizim ¢alismamizda suslarin tiimii CIP’e direngli bulunmus, LEV’e
kars1 hayvan suslarinin hepsi duyarli iken 17 insan susunun {i¢iinde diren¢ goriilmiistiir.
Kombine veya alternatif tedavi agisindan bir segenek olarak LEV kullanimi tedavi sansi
yaratmaktadir. Bununla birlikte gen diizeyinde direng arastirlldiginda TMP-SMZ
direncinden sorumlu sorumlu sull geni dort (%12,9), sul 2 geni ise ii¢ susta (%9,7) tespit
edilmistir. Sullgeninin ii¢ii, sul2 geninin tiimii insan izolatlarinda belirlenmistir. Sull geni
smif 1 integronunun varligina isaret etmekte olup, integron tasiyan bakterilerin ¢oklu
direng gosterme potansiyeli bulunmaktadir (9). Toleman ve ark. (2007) sul 1 genini TMP-
SMZ direngli suslarin %64,7’sinde tespit etmislerdir (2). Bizim suslarimizin hepsi TMP-
SMZ’e duyarli iken sull ve sul2 genlerinin tespit edilmesi Toleman ve ark. (2007)
caligmasinda oldugu gibi fenotipik olarak saptanan antibiyotik diren¢ veya duyarliliginin
gen diizeyinde saptanan sonuglarla bir tutarlilik gostermedigini diislindiirmektedir. Yapilan
calismalarda sull geninin TMP-SMZ direngli suslarda biiylik oranda belirlenmesinin
yanisira, bazi calismalarda bizim bulgularimizi da destekler sekilde TMP-SMZ duyarl
suslarda da sull geninin saptandigi belirtilmistir (67). Hu ve ark. bu orani galistiklar
suslarda %26,4, Song ve ark. ise %14,8 olarak belirlemislerdir (68, 69). Bizim

calismamizda ise bu oran %12,9 olarak belirlenmistir.
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Calismamizda kinolon grubu igin direngten sorumlu qnrl-2 geni tiim suslarda
saptanmigken, gnr3-4 geni suslarin %80,6’sinda belirlenmistir. Suslarin timii CIP’e
direngli olarak bulunmustur. Bu durumda CIP direngliligi ile direng genlerinden 6zellikle
gnrl-2 arasinda kuvvetli bir tutarlilik oldugu belirlenmistir. LEV’e duyarli olan suslarin
hepsinde hem gnrl-2, hem de gnr3-4 belirlenmistir (Sekil 5.2.1 ve Sekil 5.2.2). Plazmid
kaynakli olan gnrl-2 varlig1 hastane ortaminda direncin aktarilmasinda ve yayilmasinda
onemlidir. Fenotipik olarak duyarli olan suslarda genotipik olarak diren¢ geni saptandigi
gbzlenmistir. Antibiyotik duyarliligi ile diren¢ geninin varligi arasinda iligski tespit
edilmemistir. Bu durum hasta takibinde antibiyotik duyarlilik testleriyle birlikte diren¢ gen

profillerinin de belirlenmesinin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte S. maltophilia i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinde in vitro duyarlilik
saptanmasi 1yi standardize edilmis bir yontem arayis1 devam etmektedir. CLSI, agar veya
buyyon diliisyon testlerini duyarlilik belirlenmesinde 6nermekdir. Bu rehbere gore LEV,
minosiklin ve TMP-SMZ antibiyotikleri i¢n disk diflizyon ve minumum inhibitor
konsantrasyon sinir degerlerini belirlenmistir (34). EUCAST ise S. maltophilia igin sadece
TMP-SMZ i¢in disk diflizyon ve minumum inhibitdr konsantrasyon i¢in sinir degerlerini
bildirmistir (35). Nicodemo ve ark. ¢alismalarinda TMP-SMZ, doksisiklin, gatifloksasin,
kloramfenikol ve tikarsilin-klavulanat i¢in agar diliisyon, E-test ve disk diflizyon metodunu
karsilagtirmiglar ve  yontemler arasinda Uyumlulugun miikkemmel oldugunu
gozlemlemislerdir (70). Kinolon, 6zellikle CIP direncinin disk difiizyonla saptamasinin
sorun olusturabilecegi ifade edilmistir (71). Antibiyotik duyarlilik test sonuglarina ve
klinik gozlemlere gore TMP-SMZ, S. maltophilia infeksiyonlarinin tedavisi i¢in en uygun
secenek olarak goriilmektedir. Bununla birlikte bu konuda etkili antibiyotik tedavisi ve
stiresini kapsayan kontrollii klinik bir ¢alisma yoksunlugu hissedilmektedir. Diger tedavi
secenekleri olarak tikarsilin-klavulanat, kinolonlar, tigesiklin ve kloramfenikol de
bulunmaktadir (6, 63). Son yillarda bildirilen direng oranlarina ragmen bizim ¢alismamizda
izole edilen suslarimizin tamami TMP-SMZ’e duyarli bulunmustur (66). Antibiyotik
seceneginin simirl oldugu Stenotrophomonas maltophilia infeksiyonlartyla birlikte diger
direncli nonfermentatif bakteri enfeksiyonlarinda kinolonlar 6nemli bir tedavi alternatifi

olarak kullanilmaktadir.
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Stenotrophomonas maltophilia karbapenemlere yapisal olarak direngli oldup sefalosporin
grubu antibiyotiklere de beta-laktamaz tiretiminedeniyle sinirli duyarliligi bulundugu igin
bu antimikrobiklerin ampirik tedavide kullanimlar1 6nerilmemektedir. Calismamizda da
suglarin tiimiiniin karbapenemlere direng gosterdigi belirlenmistir. Yine ¢alismamizda yer
alan aminoglikozid ve monobaktam grubu antibiyotiklere de suslarinin hepsinin direngli
oldugu belirlenmistir. Gazi Universitesi’'nde yapilan bir calismada nozokomiyal
S.maltophilia suslarinda disk difiizyon yontemi ile imipenem direnci % 79.8, seftazidim
direnci % 45.1 olarak saptanmistir (66). Tiirk Dagi ve ark (2011) imipenem direnci % 100,
seftazidim direnci % 78 ve sefotaksim direnci % 98 olarak tespit etmislerdir. Arastiricilar
tciinci  kusak  sefalosporin  direncini  olduk¢a yiiksek oranda bulmuslardir.
Karbapenemlerin ve sefalosporinlerin yatan hastalarda ampirik tedavide sik kullaniminin

bu ilaglara direngli suslarin segilmelerine sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (64).

Beta-laktam ve beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlart Gram negatif basillerin neden
olsugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Tiirk Dag1 ve ark (2011) % 80
oraninda direng belirlemislerdir (64). Bizim ¢alismamizda CAZ ve TiM disinda suslarmn
timiinde B-laktam antibiyotiklere diren¢ saptanmistir. Seftazidime suslarin %77,4°1,
TIM’e ise %54,8’inin direngli oldugu belirlenmistir. Seftazidime insan suslarinin %11,7’si
(2/17), hayvan suslarinin %28,6’s1 (4/14) duyarli iken TIM i¢in bu oran insan suslarinda
%29,4 (5/17), hayvan suslarinda ise %57,1 (8/14) olarak tespit edilmistir. Hayvan

suslariin her iki antibiyotik i¢in de insan suglarindan daha duyarli oldugu belirlenmistir.

Dizbay ve ark. (2009) TMP-SMZ, CIP ve sefoperazon-sulbaktamin toplam 89
nozokomiyal S. maltophilia olgusu igin en etkili antimikrobiyaller oldugunu
saptamislardir. Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlart en sik yogun bakim iiniteleri
ve hematoloji boliimiinde gozlenmistir. Pndmoniler en sik saptanan nozokomiyal
enfeksiyon olmustur; bunu kan dolasimi enfeksiyonlar: takip etmistir. Kaba mortalite orant
%50.6 olarak belirlenmistir. Bu durumun hastanede uzun siire yatis, ileri yas, pndmoni
varligi, yogun bakim {initesinde yatig, invaziv girisimlerin uygulanmasi1 gibi faktorlere

bagli olarak anlamli derecede yiiksek saptandigi belirlenmistir (66).

Tekin ve ark. (2014) ise caligtiklar1 izolatlarda suslarin CIP ve LEV igin duyraliliklart
sirasiyla %73, %75, TMP-SMZ igin ise %57 olarak belirlemislerdir. Farkli hasta
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orneklerinin calisilmasi hem de duyarlilik testinde disk difiizyon yonteminin kullanilmasi

nedeniyle sonuglardaki farkliligin olabilecegi diistiniilmektedir (33).

Ankara’da bir diger hastanede 205 izolatla yapilan calismada suslarin %28,3’linde ko-
trimoksazol direnci saptanmistir. Diger antibiyotiklere direngin bu oranin ¢ok daha
iizerinde oldugu belirlenmistir. Izolatlarn genotip calismalarinda yiiksek genetik
heterojenite oldugu, ayni hastanin farkli 6rneklerinden izole edilen suslarda bile genetik

farklilik belirlenmistir (20).

Cogunlugunu solunum yolu orneklerinin olusturdugu 566 S. maltophilia susunun
antibiyotik duyarliliklarinin arastirildigi ¢alismada S. maltophilia suslarin, %7,2’si (n=41)
trimetoprim-sulfametoksazol’e, %11,5’1 (n=65) levofloksasine ve % 53,51 (n=303)
seftazidime orta duyarli veya direngli olarak saptanmistir (73). Samonis ve ark. (2012)
hastane kokenli 68 S. maltophilia suslarin %80’den fazlasimi kolistin, TMP-SMZ, CIP,
AGA duyarli %26,5’1 ise CAZ ve TIM duyarl olarak saptadiklarini belirtmislerdir (73).

Dogada yaygin olarak bulunan S. maltophilia insan enfeksiyonlarinin yanisira hayvanlarda
da yara enfeksiyonlarindan, kronik solunum yolu enfeksiyonlarindan sorumlu olmakla
birlikte lenfadenit, artrit, pndmoni ve sepsis olgularindan da izole edilmektedir. Ulkemizde
veteriner hekimligi alaninda S. maltophilia konusunda sinirli sayida calisma mevcuttur. ¢
Anadolu bolgesindeki bes merkezden at (burun), sigir (burun, tirnak) ve koyunlardan
(burun, tirnak) toplanan 362 ornegin %?24’inden (n=87) S. maltophilia izole edildigi
bildirilmigtir. Tiim suslar TMP-SMZ, CIP ve LEV duyarli, imipeneme direnc¢li olarak
bulunmustur. Diger antibiyotiklere farkli hayvan suslar1 farkli direnglilik gostermisglerdir.
Aragtiricilar suglarin antibiyotik direngliliklerinin literatiirde bildirilen insan suslarina gore

daha az oldugunu saptamiglardir (74)

Nicoletti ve ark. (2011) virulans ile iliskili adezyon ve biyofilm olusumunda rol oynayan
tip 1 fimbria (smf-1) major hiicre dist proteaz (StmPrl) ve esteraz (Smlt3773) ifade eden
genleri PZR ile arastirmiglardir. Calismaya dahil edilen klinik kaynakli izolatlarda smf-1
varhigim gosterirken, ¢evre kaynakli kokenlerde bu genin varligi tespit edilememistir (21).
Bizim c¢alismamizda da insan kokenli suslarin %88,2’sinin  smfl i¢ermesi virulansta

onemli bir rol oynadigina isaret etmektedir.
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Calismamizda biyofilm olusumunda sorumlu genlerden biri olan xanB geni suslarin
%25,8’inde saptanmis olup, insan suslarinin altisinda (%35,3), hayvan suslarinin ise
ikisinde (%14,3) pozitif olarak belirlenmistir. Her iki grup arasindaki xanB varligi
acgisindan istatistiksel fark anlamli olarak saptanmistir. Biyofilm olusumunun molekiiler
mekanizmasi S. maltophilia i¢in heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (11). Pompilio ve
ark (2011) biyofilm olusumu ile rpfF, rmlA ve spgM varlig1 arasindaki ilskiyi inceledikleri
calismalarinda spgM geni ile biyofil olusumu arasinda kuvvetli bir iliski tespit etmislerdir.
Giiniimiize kadar S. maltophilia ait biyofilm olusumuyla ilgili az sayida gen ve
biyokimyasal yolak hahinda calisma yapilmistir. Bu konuyla ilgili olarak polisakkarid
senteziyle iliskili rmlA, rmIC ve xanB, hiicre-hiicre iletisimi saglayan diffiize olabilen
sinyal faktorii, kiicik RNA diizenleyici Hfg ve ABC-tipi eflilks pompast MacABC
tanimlanmistir. Kang ve ark. (75) calismalarinda biyofilm olusumunun siki kontrol
mekanizmalart altinda karmagik bir siiregle gerceklestigini belirlemislerdir. Yine ayni
aragtiricilar FsnR (orphan response regiilatdr) proteininin flajella tutunmasi, hiicre hareketi
ve biyofilm olusumu sirasinda diizenleyici protein olarak biiylik rol iistelendigini

belirtmislerdir.

Stenotrophomonas maltophilia’nin virulans gennlerinden biri olan ve hiicre disi
enzimlerinden proteaz1 ifadeleyen stmprl i¢in arastiricilar iki  farkli  primer
kullandiklarinda farkli sonuglar (%73; %21) elde ettiklerini ve bu durumun yapilan DNA
dizi analizi sonucunda ¢ogu klinik izolatin K279a genomunda alellik farklilig1 gosterdigini
belirlemislerdir. Esteraz aktivitesini klinik izolatlarin %90’ninda tespit etmislerdir.
Galleria mellonella larvasinda izolatlarla olusturduklar1 enfeksiyon modelinde proteaz ve
esteraz ifade diizeyini belirlemeye calismislar ve stmprl’in etkili bir virulans faktorii
olabilecegini, esterazin ise virulans potansiyelini goremediklerini belirtmislerdir (21).
Calismamizda smfl geni izolatlarin %87’inde, stmprl geni %61,3’tinde orf9 geni ise
%25,8’inde saptanmistir. Insan ve hayvan suslari arasinda virulans genlerinin varlig
agisindan istatistiksel fark sadece orf9 geninde saptanmustir (p=0,008). Insan kokenli
suslarin %35,3’linde, hayvan kokenli suslarin ise %14,3’linde orf9geni tespit edilmistir
Suslarin insan kaynakli suslar olmalari ve CID olmalarimin bu virulans faktdrlerini

tasimalartyla iliskili oldugu diistiniilmektedir.

53



6.2. SONUC

Bu ¢alismada insan ve hayvan kokenli ¢ok ilaca direngli S. maltophilia suslarinda
prognozu etkileyen genetik karakterlerden siilfonomid ve kinolonlara direng, biyofilm ve
virulans genleri arastirilmuistir. Kalitatif mikrodiliisyon yontemiyle yapilan duyarlilik
testinde tiim suslarin TMP-SMZ’e duyarli, kinolonlardan CIP’e tiim suslarin direngli,
LEV’e ise ¢cogunun yiiksek duyarlilik gdsterdigi saptanmistir. Bununla birlikte CAZ igin
%77,4, TIM i¢in %54,8 oraninda direng goriilmesi tedavide alternatif ilag se¢eneklerinin
kisitlihig1 konusunda endise yaratmaktadir. Insan suslarmin hayvan suslarina gére CAZ ve
TIM ig¢in duyarliliklar1 daha diisiik olarak saptanmustir. Fenotipik olarak duyarli olan
suslarin, bu Ozelliklerinin genotipe tam olarak yansimadigi tespit edilmistir. Diger bir
deyisle sull,2 ile gnrl-2, gnr3-4 genlerinin literatiirle uyumlu olarak siilfonamid ve
kinolonlara direncin saptanmasinda fenotipik direng ile paralel sonuglar alinamadigindan
bir belirte¢ olarak kullanilmasinin faydali olamayacagi diisiiniilmektedir. Genlerinin
varliginin direcin varligina isaret etmedigi, bu durumun genlerin ekspresyonu ile iliskisinin
olabilecegi kanisin1 dogurmaktadir. Bu nedenle fenotipik direncin gen diizeyinde
belirlenmesinde, kullanilan bu genlerin PZR ile gosterilmesiyle uygun olmayacagi,
direncin bagka gen bolgelerinden kaynaklanabilecegi veya baska diren¢ mekanizmalariyla

iligkili gen bolgelerinin kontroliinde olabilecegi diistintilmektedir.

Biyofilm ile antibiyotik direncliligi arasinda kuvvetki iliski oldugunun goézlenmesi ve
biyofilm yapan suslarin %87,1’de smf-1 saptanmasmin klinik 6rneklerden izole edilen
suslarda smf-1 gen belirlenmesinin prognoz agisindan anlamli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda OD hesaplamalarinda  degerlendirmeler 1SD ile 4SD arasinda
derecelendirilerek yapildiginda, tiim suslarin biyofilm {irettigi saptanirken derecelendirme
ile biyofilm olusumundan sorumlu genlerden biri olan xanB varligi arasinda bir iliski

belirlenemedi.

Siirekliligi olan siirveyans ¢alismalari ile farkli cografik bolgelerdeki S. maltophilia
suglarinda antibiyotik diren¢ durumlarinin izlenmesinin biiyiik 6nemi vardir. Boylece
uygun antibiyotik tedavi programi gelistirilebilecektir. Hastaneye ait antibiyotik direng
profilinin ortaya ¢ikarilmasi etkili tedavinin en kisa siirede baslanabilmesi morbidite ve

mortalite oranlarinin diisiiriilmesi i¢in faydali yaklagimlardir.
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Halen ¢ok az antibiyotik i¢in duyarlilik test standardizasyonu belirlenmis olan bu
bakterinin antibiyotik direncinin molekiiler olarak da saptanmasinin tedavi planlanmasinda

fayda saglayacagi kanisina varilmstir.
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Ek 1. Calismada kullanilan tiim Stenotrophomonas maltophilia suslarinin kalitatif mikrodiliisyon yontemine gore antibiyotik duyarlilik durumlari

Say1 Bakteri no Aminoglikozid B-laktam grubu Kinolon Karbapenemler Tetrasiklin Siilfonamid Monobaktam
grubu Penisilin tiirevi ve Sefalosporinler | grubu tiirevi grubu
1. | 21552765 Direngli Direngli Direngli Direngli Direngli Duyarh Direngli
2. | 21551554 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
3. | 914047 (1815) Direncli Direngli Direngli Direngli Direngli Duyarl Direngli
4. | 21473204 Direncli Direncli Direncli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
5. | 1099945 (1825) Direngli Sadece TIM duyarl Direngli Direngli Direngli Duyarl Direncli
6. | 21557686 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
7. | 21433536 Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
8. | 21433148 Direngli Sadece TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
9. | 1733372 (1816) Direngli Sadece CAZ duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
10.| 1721718 (1866) Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarlh Direngli
11.] 2136(8)4279 Direngli Sadece TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
12.] 1715125 (1857) Direngli Sadece TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
13.| 1043417 (1806) Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
14,1 21393080 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
15.| 21465621 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
16.| 1773* Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarlh Direngli
17.| 1826* Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
18.| SM23b Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
19.| SM22 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
20.| SM18 Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
21.| SM16 Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
22.| SM19 Direncli Sadece TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
23.| SM14 Direngli Sadece TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
24.| SM7 Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
25.| SM25b Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
26.| SM20 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarl Direngli
27.| SM419b Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
28.| SM26b Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
29.| SM30 Direngli TIM duyarli Direngli* Direngli Direngli Duyarli Direngli
30.| SM34 Direngli Direngli Direngli* Direngli Direngli Duyarli Direngli
31.| SM15* Direngli TIM duyarl Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
32.| SMLN958 Direngli Sadece CAZ ve TIM duyarl Direngli* Direngli Direngli Duyarh Direngli
Standart sus

Aminoglikozid grubu: Amikasin , Gentamisin, B-laktam grubu: Penisilin tiirevi: Ampisilin siilbaktam, Piperasilin-tazobaktam, Tikarsilin-klavulonat (TIM), Sefalosporinler: Sefazolin,
Sefepim, Sefoksitin, Seftazidim (CAZ), Seftriakson, Kinolon grubu: Siprofloksasin, Levofloksasin, *LEV duyarli, CIP direngli, Karbapenemler: Ertapenem, Iimipenem, Meropenem,
Tetrasiklin tiirevi; Tigesiklin, Siilfonamid grubu: Trimetoprim-siilfometaksazol, Monobaktam grubu: Aztreonam



Ek 2: Stenotrophomonas maltophilia suslarinin TMZ-SMZ, CIP ve LEV ig¢in disk difiizyon (DD) ve kalitatif mikrodiliisyon (KMD)test sonuglar1 ve direng
genleri

TMP-SMZ Diren¢ geni CIP LEV Direng geni
Say1 Bakteri no DD KMD sull sulll DD KMD DD KMD gnrl-2 gnr3-4

1. 21552765 Duyarlt Duyarli - - Duyarl Direngli Duyarli Direngli + +
2. 21551554 Duyarli Duyarli - + Direngli Direngli Duyarli Duyarli + +
3. 914047 (1815) Duyarli Duyarli = . Direngli Direngli Duyarli Direngli + +
4. 21473204 Direngli Duyarli - + Direngli Direngli Duyarli Duyarli + +
5. 1099945 (1825) Duyarh Duyarh - - Direngli Direngli Direngli Direngli + +
6. 21557686 Duyarli Duyarli - - Direngli Direngli Duyarli Duyarli + +
7. 21433536 Duyarh Duyarh - - Direngli Direngli Duyarh Duyarh + +
8. 21433148 Duyarli Duyarli - - Direngli Direngli Duyarli Duyarli + +
9. 1733372 (1816) Direngli Duyarli - + Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
10. | 1721718 (1866) Duyarli Duyarli + - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
11. | 2136(8)4279 Duyarli Duyarli + - Direngli Direngli Duyarli Duyarli + -
12. | 1715125 (1857) Duyarli Duyarli + - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
13. | 1043417 (1806) Duyarli Duyarli - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
14. | 21393080 Duyarli Duyarli - - Direngli Direngli Duyarli Duyarli + +
15. | 21465621 Duyarh Duyarh - - Direncli Direngli Duyarh Duyarh + +
16. | 1773 Duyarh Duyarh - - Direngli Direngli Direngli Duyarh + -
17. | 1826 Duyarl Duyarli - - Duyarl Direngli Duyarli Duyarli + +
18. | SM23b Duyarl Duyarli - - Duyarl Direngli Duyarli Duyarli + +
19. | SM22 Duyarl Duyarli - - Direngli Direngli Duyarli Duyarli + -
20. | SM18 Duyarh Duyarh - - Duyarh Direngli Duyarh Duyarh + +
21. | SM16 Duyarh Duyarh - - Duyarh Direngli Duyarh Duyarh + -
22. | SM19 Duyarl Duyarli - - Duyarl Direngli Duyarli Duyarli + +
23. | SM14 Duyarl Duyarli - - Duyarl Direngli Duyarli Duyarli + +
24. | SM7 Duyarh Duyarh - - Duyarh Direngli Duyarh Duyarh + +
25. | SM25b Duyarh Duyarh - - Duyarh Direngli Duyarh Duyarh + -
26. | SM20 Duyarli Duyarli - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + -
27. | SM419b Duyarl Duyarl - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
28. | SM26b Duyarl Duyarl - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
29. | SM30 Duyarli Duyarli - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
30. | SM34 Duyarli Duyarli + - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
31. | SM15 Duyarl Duyarl - - Duyarli Direngli Duyarli Duyarli + +
32. | SMLNO958 (Standart sus) | Duyarh Duyarli - - Direngli Direngli Duyarl Duyarl + +
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Pediatric Pulmonology 49:140-147 (2014)

Airway Inflammation and Bronchial Hyperreactivity in
Steroid Naive Children With Intermittent and Mild
Persistent Asthma

Muge Toyran, mp,'* Arzu Bakirtas, mo,” Funda Dogruman-Al, mo,? and Ipek Turktas, mo®*

Summary. Background: Intermittent and mild persistent asthma are defined according to
symptom frequency and spirometry and treated differently. To our knowledge, there is no study
comparing airway inflammation between intermittent and mild persistent asthmatic children.
Materials and methods: Children aged 7-16 years, referred to our pediatric allergy clinic for
recurrent respiratory complaints underwent a detailed clinical history and spirometry with
reversibility. Mone of the subjects had been using regular anti-inflammatory treatment. After a 2-
week run-in period during which asthma symptoms were recorded, exhaled NO measurement,
bronchial provocation test with adencsine monophosphate and methacholine and sputum
induction were performed. Data of patients with intermittert and mild persistert asthma and a
control group were compared. Results: Thirty intermittent, 26 mild persistent asthmatic children,
and 21 control subjects were studied. Sputum was obtained from 19 of intermittent asthmatics
(63.3%), 18 of mild persistent asthmatics (69.2%), and 13 of control subjects (61.9%). Eosinophil
count and exhaled nitric axide were not different between asthmatic groups. Neutrophil count of
children with mild persistert asthma was higher than the inter mittent asthmatic group (P = 0.003).
Geometric mean of PCz; methacoline values were not different between groups (P = 0.058).
Geometric meanof PCzy AMP was lower among patients withmild persistent asthma (P = 0.102).
Conelusion: Eosinophilic airway inflammation and direct BHR may not be sigrificantly different in
inter mittent asthmatic children from their peers with mild persistent disease. Neutrophilic airway
inflammation and BHR to an indiredt stimuli are more pronounced in the mild persistent group.
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INTRODUCTION

Children with mild disease constitute a large part of the
asthmatic population yet remain a relatively unstudied
group. Although their asthma is considered to be “mild”,
they use health care resources disproportionately to their
apparent disease severity. A remarkable part of hospital-
izations and one-third of asthma related deaths are
reported to be within this group of pulienb;_": The use of

'Department of Pediatric Allergy and Immunology, Ankara Pediatric Health
and Disease Hematology Oncology Research and Education Hospital,
Ankara, Turkey.

:Departmem of Allergy and Asthma, Gazi University Faculty of Medicine,
Ankara, Turkey.

:Depm'tmem of Clinical Microbiology, Gazi University Faculty of
Medicine, Ankara, Turkey.

Conflict of interest: None.

TAsst. Professor,

@ 2013 Wiley Periodicals, Inc.

emergency care is almost as high as in patients with severe
persistent disease. They are also reported to suffer
impairment in health related quality of life equal or
greater than patients with more severe disease.”
Severity of asthma is determined only at the time of
diagnosis before any treatment is initiated and leaves its
place to the term “asthma control” thereafter. Children
with intermittent or mild persistent asthma are generally
accepted as mild asthmatics. These two groups are defined
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according to symptom frequency and spirometry and
treated differently. Asthma guidelines recommend regular
anti-inflammatory treatment to children with mild persis-
tent asthma but not to intermittent asthmatics.” However,
the relation between asthma symptoms and s pirometry and
airway inflammation and bronchial hyperreactivity are
conﬂicling,f"? To our knowledge, there is no study
specifically designed to compare airway inflammation
between intermittent and mild persistent asthmatic
children. Previous reports comparing airway inflammation
between severity groups included both intermittent and
mild persistent asthma patients in the less severe group
andfor included patients with moderate to severe asthma
patients inthe more severe group.” ' Moreover, inmost of
the studies on the subject, study population included
patients using inhaled corticosteroids. There is one study
comparing bronchial hy perreactivity between intermittent
and mild persistent asthmatic patients between 10
and 25 years old."” Therefore the aim of the present
study was to investigate and compare the characteristics
of airrway inflammation and bronchial hyperreactivity
at the time of diagnosis in children with intermittent and
mild persistent asthma who are not on regular anti-
inflammatory treatment. We used sputum induction,
exhaled nitric oxide (eNO), and bronchial hyperrespon-
siveness (BHR) to methacholine and adenosine mono-
phosphate (AMP) as noninvasive methods for the
assessment of airway inflammation and bronchial hyper-
reactivity, respectively.

METHODS
Patients and Study Design

Children aged 7-16 years, referred to the Pediatric
Allergy and Asthma Department of the Gazi University
Hospital for recurrent respiratory complaints without
a previous diagnosis of asthma, underwent a detailed
clinical history, clinical visit and spirometry with
reversibility, and methacholine test. A diagnosis of
asthma was made based on a history of recurrent
respiratory symptoms (cough, wheezing, dyspnea, and
chest tightness) with over 12% improvement in baseline
FEV1 predicted after 200 mcg albuterol inhalation.
Demographic data and information about disease prog-
ress in the preceding year (frequency of acute attacks, oral
steroid use, emergency visits, and hospitalizations) were
recorded. Patients were not enrolled in the study if they
had had an exacerbation of asthma or an upper respiratory
tract infection within 2 months preceding the study. None
of the subjects had been using regular anti-inflammatory
treatment before the study. Subjects having daily
symptoms and/for a FEV, predicted lower than 80%
were not enrolled in the study. Children who had a
moderate to severe acute attack or hospitalization in the

preceding year were also excluded. Atopy was defined as
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at least one sensitivity to common aeroallergens (pollen,
mite, mold, cat, and cockroach) on skin prick tests.

After an initial screening visit, patients selected
according to the criteria described above, participated
in a 2-week run-in period during which asthma symptoms
were recorded to diary cards. In the dairy cards symptoms
were rated with a 4-point scale (from 0 to 3 corresponding
to none to severe). Day and night symptoms were
recorded separately. Number of days with symptoms and
symptom scores were recorded from the dairies.

Asthmatic children were classified as intermittent
and mild persistent according to disease severity. The
definitions are based on the recommendations of GINA.”
Children with moderate to severe persistent asthma were
not included in the study. Age and sex matched healthy
children served as the control group.

Exhaled NO measurement, bronchial provocation test
with AMP and methacholine and sputum induction were
performed on the week following the day that the diaries
were returned. Exhaled NO measurement preceded the
sputum induction and were performed on the same day.
Bronchial provocation tests with methacholine and AMP
were done thereafter within the same week.

Written informed consent was taken and the study was
approved by the ethics committee of Gazi University
Faculty of Medicine.

Lung Function Tests

Lung function tests were performed according to
American Thoracic Society guidelines with a daily
calibrated spirometer (Vmax 20C, SensorMedics Co.,
Yorba Linda, CA). Short and long acting bronchodilators
were withheld for 8 hr before testing.

Sputum Induction and Processing

Sputumn induction and processing was performed
according to the recommendations of European Thoracic
Saciety." Briefly, 4.5% saline is nebulized by a DeVilbiss
ultrasonic nebulizer with an output of 1 ml/dk, for 5 min
intervals measuring FEV1 at the end of each inhalation
period. Induction was continued for a total of 20 min
unless there was a 20% or greater fall in FEV 1. Terbutalin
200 meg 1s inhaled 15 min before induction. Subjects
were encouraged to cough deeply and expectorate after
each interval and samples were collected into a sterilized
sputum container, kept at 4°C, and processed within 2 hr
of collection.

Whole sample was used for processing. Obtained
sample was added to equal volume of dithiothreitol
(0.1%) and agitated on vortex mixer. It was placed in a
shaking water bath at 37°C and then cell viability was
assessed using trypan blue. Preparations with a cell
viability of 50% or greater were filtered from a 52 pum
nylon mesh. Cytospins were prepared and stained with
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Giemsa stain. Sputum cytosping with a squamous cell
percentage of 50% or greater were not used. Four hundred
nonsgquamous cells were counted for differental cell
counting. The physician assessing  differential cell
counting (FA) did not have any information about the
patients. Eosinophilia was defined as an eosinophil count
more than 2.5% of nonsquamous cells on the cyto-
spin.'*'® Because there is not a generally accepted
definition for neutrophilia, we accepted the two standard
deviation of the mean neutrophil percent of our control
group as a cut off point.

Nitric Oxide Measurement

Exhaled NO was measured with a fast response
chemiluminescence analyzer (NOA Tm 280i; Sievers
Instruments Inc., Boulder, CO) by the on-line single-
breath technique, according to the ATS and ERS
recommendations for children.'” The analyzer has an
NO sampling rate of 200 ml/min, a detection range of
<0.1-500.000 parts per billion (ppb) and a response time
of 0.02 sec for 90% full scale. Briefly, the subjects were
asked to perform a single slow exhalation starting from
total lung capacity through a mouthpiece and a one-way
nonrebreathing valve against a resistance of 16 cm H,0
under a visual biofeedback, to maintain a 50 ml/sec
steady flow. Subjects were at rest, sitting down, having
refrained from eating and exercise for at least 1 h, and
breathed NO-free air (99.5% O,; containing NO < 1 ppb)
without a nose-clip before the single exhalation maneu-
ver. Ambient air NO was recorded before and after each
test. The analyzer was calibrated daily with a zero signal
(air filter scrubber, potassium permanganate, and char-
coal, ACT 01400; Sievers Instruments Inc.) and certified
NO gas containing 10 ppm. NO gas (BOS Mitan, Ankara,
Turkey). eNO levels were measured at the plateau
(=2 sec during an exhalation =6 sec) of the end exhaled
reading and expressed as ppb. At least three measure-
ments that varied by < 10% or two measurements that
varied by <5% were recorded. The mean value of the
respective plateau was retained according to specific
guidelines.

Adenosine Monophosphate Bronchial Challenge

Adenosine 5’-monophosphate  (Sigma—Aldrich, St
Louis, MO) was made up freshly in 0.9% saline solution
in doubling concentrations from 0.39 to 400 mg/ml. AMP
was delivered by a DeVilbiss 646 nebulizer (DeVilbiss
Co., Somerset, PA) attached to a compressor which
produced an output of 0.13 mlfsec (Pulmo Aide com-
pressor By DeVilbiss ) Bronchial challenge was done by 2-
min tidal breathing method. AMP was administered
through a mouth piece at 2 min intervals after a diluent
step in doubling dilutions until a 20% reduction in FEV,
was recorded. Spirometry was performed 30 and 90 sec
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after each level and the best maneuver was selected. The
provocative concentration of AMP causing a 20%
decrease in forced expiratory volume in one second
(PC2pAMP) was calculated with a computer-assisted
program by linear interpolation from the log dose—
response curve. Although there has been no epidemio-
logic data for PCopAMP, a cut-off value of <200 mg/mlis
eenerally accepted as airway responsiveness to AMP in
both children and adult patients with asthma. Therefore,
we also applied this threshold to define our patients as
responsive (PC;oAMP <200 mg/ml) and non-responsive
(PCopAMP =200 mg/ml) to AMP. Bronchial challenge
was postponed for at least 6 weeks in children with
respiratory tract infection.'®

Methacholine Bronchial Challenge

Methacholine (acetyl-B-methylcholine chloride) (Sig-
ma—Aldrich Chemie GmbH Steinheim) solution was
prepared daily from a stock solution in doubling
concentrations  from 0.031 to 16 mg/ml. Bronchial
challenge with methacholine was performed with the
same type of nebulizer using the same method asin AMP
challenge. The cut off value for methacholine was
accepted as <16 mg/ml according to American Thoracic
Society Guidelines.'

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed withthe SPSS version
15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Results are given as mean
and standard deviation for age and age at diagnosis, median
and minimum—maximum foreNO and cellular components
of sputum or number, and percent for non continuous
parameters. Results of BHR are given as geometric mean
and minimum—maximum. To compare characteristics of
the subgroups, the Kruskal-Wallis test was used for
continuous variables and if significantly different, the
Mann-Whitney U-test with Bonferroni’s comrection was
used to compare the different groups and chi-square tests
were used to compare discontinuous parameters. The
correlation analyses were performed using Spearman’s
rank correlation. Comparisons were two-tailed and
P-values of <0.05 were considered to be statistically
significant.

RESULTS
Characteristics of Patients

We studied 30 intermittent, 26 mild persistent
asthmatic children, and 21 control subjects ranging
from 8 to 16 years of age. Median age of the whole
group was 11 years (min 8-max 16 years). There was no
difference in age, sex, and ETS exposure between groups.
Atopy was not different between groups. There was not
any difference between intermittent and mild persistent
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TABLE 1— Demographic Data of Study Groups
Intermitent asthma (n = 30) Mild persistent asthma (n = 26) Control group (n = 21) P-value
Sex, male n (%) 20 (66.7) 13 (50) 12 (57.1) 0444
Agc' 12 (B-16) 11 (B-16) 11 (8-15) 0.449
Atopy n (%) 20(66.7) 18 (69.2) B (38.1) 0.059
ETS exposure, n (%) 11 (42.3) 13 (44.8) 1.000
FvC! 08 (80-116) 103 (85-134) 105 (84-130) 0.052
zFVC! 04 (—19-1.1) —0.01 (—1.5-2.6) 0.18 (—1.6-2.3) 0.052
FEV1' 91.5 (79-113) 97 (78-126) 102 (84-130) 0.013°
zFEV1! 04 (—15-14) 0.06 (—1.6-2.5) 0.49 (—1.0-2.9) 0.013%
Age at diaf:l;nﬂsis1 T4 +32 84 =33 0.435
Disease duration” 6.1 +£5.1 44 +135 0393
Attacks in the last year® 04 =11 0813 0.652

1 . . . .
Results are given as median and minimum maximum.
2 » - .
“Results are given as mean and standard deviation.

*The difference is between intermittent and conirol groups (P = 0.005).

asthmatic groups in terms of atopic sensitization, age at
diagnosis, duration of the disease, number of attacks in the
last year. Pulmonary function test parameters were also
similar in the two groups (Table 1).

Sputum Induction

A satisfactory sputum sample was obtained from 19 of
intermittent asthmatics (63.3%), 18 of mild persistent
asthmatics (69.2%), and 13 of control subjects (61.9%)
with a total of 50 samples (64.9%). There was no
difference in the proportion of children able to produce a
sample between study groups (P = 0.84). None of the
patients developed bronchospasm during induction.
There were only minor adverse events, including nausea
in = 4) and sore throat (n = 3).

Sputum Eosinophil Count

Eosinophil count of children with intermittent and mild
persistent disease was higher than that of control children
(P = 0.045 and 0.007, respectively) but no difference was
detected between asthmatic groups (P = 0.187). Sputum
eosinophil percent of children with neither intermittent
nor mild persistent asthma was not found to be related
with symptom scores (P = 0473, r=0.170 and
P =039, r = 0.202, respectively) and the number of
days with symptoms (F = 0942, r = —0.018 and
P =00937, r = —0.019, respectively).

The proportion of children with eosinophilia was also
not different between children with intermittent and
persistent  disease (F = 0.433) (Table 2). Symptom

scores, number of days with symptoms, age at diagnosis,

TABLE 2— Sputum Cell Profiles, eNO, and Bronchial Hyperreactivity of Study Groups

Intermitent asthma (n = 30) Mild persistent asthma (n = 26) Control group (n = 21) P-value
eNO = 20 ppb 18 (60) 13 (52) 5(294) 0.127
PC. methacoline (mg/ml) 344 (0.25-32) 1.25 (0.05-841) 135 0.058
PCao AMP (mg/ml}) 641.7 (18.8-800) 1959 (0.88-B00) 0.029
BHR to methacholine, n (%) 23 (76.T) 26 (100) 147) <0.001"
BHR to AMP, n (%) 3 (10.0) 8 (30.8) 00y 0.002%

Intermitent asthma (n = 19) Mild persistent asthma (n = 18) Control group (n = 13) P-value
Eosinophil count (%) 0 0-11y 2.0 (0-15) 0(0-1) 0.009°
Neutrophil count (%) 2.5 (0-19) 194 (0-68) 1.78 (D-24) <0.001*
Eosinophilia. n (%) 7 (36.8) (44 00y 0.016°
Neutrophilia. n (%) 3 (158) 11 (61.1) 1(7.7) <0.001%

Eosinophil and neutrophil counts were presented as median (min-max); PC,, methacoline and AMP were presented as geometric mean (min

max).

'Contral group was different from intermittent (P < 0.001) and mild persistent groups (P < 0.001), asthmatic groups were also different

(P = 0.012).

*Control group was different from mild persistent group (P = 0.0035).

*Control group was different from intermittent asthmatic (P = 0.045) and mild persistent asthmatic groups (P = 0.007).
ild persistent asthma group is different from intermittent asthma (P = 0.014) and control groups (P = 0.002).
“Control group was different from intermittent asthmatic (P = 0.026) and mild persistent asthmatic groups (P < 0.001).
*Control group was different from mild persistent asthmatic group (P = 0.009). Asthmatic groups were also different (P = 0.019).
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disease duration, and spirometric parameters were also
not different between these two groups.

Sputum Neutrophil Count

Neutrophil count of children with mild persistent
asthma was higher than both control and intermittent
asthmatic groups (P < 0.001 and P = 0.003, respective-
ly), whereas there was not any difference between
controls and intermittent asthmatics (P = 0.426) (Table
2). Sputum neutrophil percent of children with neither
intermittent nor mild persistent asthma were related with
symptom scores (P = 0.202, r = 0.298 and P = 0.245,
r = (.273, respectively) and the number of days with
symptoms (P =0.186, r= 0317 and P = 0451,
r = 0.184, respectively).

Because there is not a general definition for neutrophilia,
we accepted the two standard deviation of the mean
neutrophil percent of our control group (18.1%) as a cut off
point. According to this definition, neutrophilia was more
prevalent in the mild persistent group than the intermittent
group (P = 0.007) (Table 2). Age at diagnosis, disease
duration, and spirometric parameters were similar in
children with and without neutrophiliabut symptom scores
and number of days with symptoms was higher in the
former group (P = 0.004 and P = 0.006, respectively).

Exhaled Nitric Oxide

Measurement of eNO was higher than the control group
for both intermittentand mild asthmatic groups (P < 0.001
and P = 0.002, respectively) but was not different between
the two groups of asthmatic children (P = 0.357).
When 20 ppb was used as a cut off value, the number of
children with high and normal eNO were not different

between asthmatic groups (P = 0.551) and only five
subjects had higheNO levels in the control group (Table 2).

BHR to Methacoline

Twenty-three patients (76.7%) in the intermittent, all
patients in the mild persistent asthmatic groups had BHR
to methacoline (P = 0.012). Only one child had mild
BHR to methacoline in the control group. The geometric
mean of PC,, methacoline values were not different
between three groups (P = 0.058) (Table 2).

BHR to AMP

Three children in the intermittent and eight children in
the mild persistent group had BHR to AMP (P = 0.211).
There was not any child with BHR to AMP in the control
group. The geometric mean of PCyy AMP was lower
among patients with mild persistent asthma than their
peers with intermittent disease (P = 0.102).

Atopy

Sputum eosinophil and neutrophil content, eNO level,
PC20 methacoline, PC20 AMP, symptom scores, and
number of days with symptoms of patients with and
without atopy were similar (P > 0.05).

Among patients with atopy, sputum neutrophil count
was correlated with symptom scores (P = 0.008, r =
0.467) and was higher in the mild persistent group than
patients with intermittent asthma (P = 0.038). Neutro-
philia was more prevalent in the mild persistent group
(53.3%) than patients with intermittent asthma (12.5%)
(P = 0.023). Eosinophil count and frequency of eosino-
philia was not different between severity groups (Table 3).

TABLE 3— Characteristics of Patients in Severity Groups Arranged According to Atopy

Atopic (n = 37)

Nonatopic (n = 18)

Intermittent Mild Intermittent Mild
asthma persistent asthma asthma persistent asthma
(n= 20) n=1T) P-value (n =10 (n =8) P-value
eNO = 20 lppb 12 (60) 9(529) 0.666 6 (60) 4 (50) 1.0
eNO (ppb) 235 (4.8-100) 21.1 (5.9-67.1) 0.497 234 (13-45) 235 (10.7-39.7) 0.883
BHR to methacholine, n (%) 17 (85) 17 (100) 0.096 6 (60) & (100) 0.092
BHR to AMP, n (%) 3(15) 8 (47.1) 0.069 0 0
Atopic (n = 37) Nonatopic (n = 18)
Intermittent Mild persistent Intermittent Mild
asthma asthma asthma persistent asthma
(n= 16) (n=14) P-value n=3) (n=4) P-value
Eosinophil count, %' 0.0 (0-11) 3.0 (0-15) 0.070 L5 (0-4) 0 (0-3) 0.405
Neutrophil count, %' 5.2 (0-63) 20.5 (0-83) 0.038 0.75 (0-62) 14.75 (6-24) 0.245
Eosinophilia, n (%) 5(313) 7 (50.0) 0.457 2 (66.2) 1 (25) 0486
Neutrophilia, n (%) 2(125) 8 (53.3) 0.023 1 (23) 2 (66.2) 1.0

| . . . . .
Continuous variables are given as median and min-max.
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Among patients without atopic sensitization, there
was not any difference between severity groups with
regards to sputum eosinophil and neutrophil content
(Table 3) and there was not any correlation between
symptom scores and sputum eosinophil and neutrophil
counts (P = 0.05).

DISCUSSION

This study demonstrated that steroid naive children
with intermittent and mild persistent asthma share
similar profiles considering eosinophilic airway inflam-
mation and direct bronchial hyperreactivity. However
their features of neutrophilic airway inflammation and
indirect bronchial hyperreactivity differ. To our knowl-
edge, our report is the only study comparing children
with intermittent and mild persistent asthma defined
according to GINA criteria as separate groups. Another
distinguishing feature of this study from other studies is
inclusion of only steroid-naive children with asthma
eliminating the effect of anti-inflammatory treatment on
cell distribution and bronchial hyperreactivity. A larger
sample group could be more informative but given the
difficulty of obtaining satisfactory sputum samples, we
think number of our population may be enough for
useful information.

Infiltration and activation of eosinophils in the
bronchial mucosa is a well known feature of the asthmatic
airway inflammation.*” In our study, the sputum eosino-
phil count of both intermittent and mild persistent asthma
were higher than the control group whereas there was not
any significant difference between the two severity
eroups of asthmatic children. There are studies conducted
among children that report a relation between the degree
of eosinol:vhilic content of the sputum and disease
severity.” ' These studies include patients with asthma
more severe than mild disease and this may have affected
the results. In accordance with our results, there are also
reports that could not reveal a relation between
eosinophilic inflammation and asthma severity. A study
conducted among adults has shown that eosinophilic
infiltration was similar in bronchial biopsies and
bronchoalveolar lavage fluids of patients with intermit-
tent and persistent asthma.'” Two bronchoscopic studies
conducted among small groups of children reported that
BAL eosinophil percentage of patients with intermittent
and mild-moderate asthma were similar.®'** In their
study using induced sputum, Palomino et al. revealed that
children with mild, moderate, and severe asthma had a
similar degree of eosinophilic inflammation but the mild
group was consisted of intermittent and mild persistent
asthmatics.® Wilson et al.>>~** have reported that 3/4 of
children without symptoms in the last month had
eosinophilic inflammation in sputum. There may be
many factors behind these contradictory results such as
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parameters defining asthma severity, treatment of some
patients enrolled in these studies with inhaled cortico-
steroids and other anti-inflammatory drugs. None of these
studies have taken intermittent asthma as a separate group
and compared it to children with mild persistent disease.
Some of the patients in these studies were using anti-
inflammatory treatment. Also a similar measurement of
exhaled nitric oxide which is an indirect measure of
eosinophilic airway inflammation between children with
intermittent or mild persistent asthma supports this issue
in our study.

Exhaled nitric oxide is one of the noninvasive markers
of eosinophilic airway inflammation. Exhaled NO levels
of our patients with intermittent asthma was similar to
children with mild persistent disease supporting the
results of the sputum eosinophil content. Similar to
sputum  studies, those evaluating the relation between
eNO and asthma severity have also contradictory
results.” > but again there is not any study directly
comparing eNO levels of children with intermittent and
mild persistent asthma. Supporting the presence of airway
inflammation in patients with intermittent disease,
Spallarossa et al. reported that steroid naive children
with intermittent asthma had eNO levels higher than the
control group,l? Also, patients with mild asthma were
shown to have higher eNO levels after low dose allergen
exposure without worsening of symptoms.®®

Although asthmatic inflaimmation is known to be
mainly eosinophilic, there is increasing recognition of
noneosinophilic forms of asthma.'” A strong association
has already been established between neutrophilic
inflammation of the airways and severe asthma, and a
body of evidence is being gathered that asthma of all
grades of severity can have neutrophilic inflammation
including patients using only bronchodilators as need-
ed."™ Furthermore there is some data revealing a
relation between the intensity of neutrophilic inflamma-
tion and asthma severity. Bronchoscopic studies con-
ducted among a small number of asthmatic children
reported BAL fluid neutrophil counts of children with
more severe asthma to be higher than children with milder
disease.*"***" In addition, recently Li et al.*' demon-
strated that sputum neutrophil counts were positively
correlated with cough frequency among children with
mild stable asthma. In accordance with these findings,
sputum neutrophil counts of children with mild persistent
asthma were higher than their peers with intermittent
disease in our study. The relation between neutrophilic
inflammation and disease severity does not seem to be
related to respiratory infection as patients in the studies
relating neutrophilic inflammation with disease severity
were reported to be free of clinical symptoms of
respiratory infection. Furthermore viral and bacterial
assessments performed in some of these studies did not
reveal arelation between the presence of pathogens in the
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sputum and neutrophil content.”’**** None of our
patients had acute respiratory tract infection in the
previous 4 weeks and during the study. However we
cannot rule out a subclinical infection as no microbiologic
assessment was performed in our sputum samples.

When patients were grouped according to atopy, the
relation between severity and sputum neutrophils was
only present in the atopic group. When severity groups
were divided according to atopy number of patients was
low in subgroups (Table 3) and this can cause a type II
error but we feel that the results need consideration.
Emerging data indicate that there may be a complex
relation between allergens, cytokines, neutrophils, and
eosinophils in the development of airway inflammation.
For example, a recently discovered cytokine, IL-17 is
released in response to allergen exposure and leads to
neutrophil recruitment to the airways that is resistant to
elucocorticoid apoptosis. The level of this eytokine is also
increased during prolonged viral infections and this may
be a link between the both allergen and viral induced
nature of asthma exacerbations among children.™ Future
investigations conducted among larger groups may
provide a better explanation for the role of neutrophilic
airway inflammation in atopic children.

BHR is one of the main features of asthma and the
underlying mechanisms are complex. In this study,
children with intermittent asthma had a comparable
degree of bronchial hyperreactivity to metacholine. This
was in accordance with a previous study that reported
similar BHR with methacholine among patients with
intermittent and mild persistent asthma.” In our study
BHR to AMP was more pronounced among children with
mild persistent disease than with intermittent ones. Two
previous studies reported that BHR of patients with
intermittent asthma was milder than that of patients with
more severe disease and methacholine challenge was
more sensitive for predicting disease severity.”*” These
studies include patients with moderate persistent asth-
matics which may be the reason for the difference from
our results. Also the number of patients with positive
AMP reactivity is very small in our study and this may
have affected the statistics. The results of BHR and airway
inflammation do not seem to overlap in our study which is
probably due to the fact that BHR and airway inflamma-
tion reflect different aspects of asthma and cannot be used
interchangeably.

In conclusion, this study supports the hypothesis
that underlying eosinophilic airway inflammation and
direct BHR may not be significantly different in inter-
mittent asthmatic children from their peers with mild
persistent disease. In addition, it provided evidence for
a possible role of neutrophilic airway inflammation
and a more severe BHR to an indirect stimuli in the
pathophysiology of mild persistent than intermittent
asthma.
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