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1. GIRIS VE AMAC

Non-fermentatif Gram negatif basil olan Stenotrophomonas maltophilia (S.
maltophilia)’nin hastane enfeksiyonlari ve firsat¢1 enfeksiyonlar agisindan giderek 6nemi
artmaktadir (1). Ozellikle hastane kaynakli bakteriyemi, kemik iligi enfeksiyonu, pnomoni,
idrar yolu enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, endokardit, santral sinir sistemi
enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem
enfeksiyonlarina neden olabilen firsat¢1 patojendir. Hastanede yatis siliresinin uzamasi,
yogun bakim {nitelerinde yatig, kronik solunum yolu hastaliklar1 (kistik fibrozis gibi),
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, malignensiler, immun supresyon, mukokutan6z
bariyerin bozulmasi (mekanik ventilasyon, katater girisimleri, trakeotomi, periton dializi
vb.), prematiirite gibi risk faktorleri tasiyanlarda goriilme siklig1 yiiksektir (2).

S. maltophilia dis membran gegirgenliginde azalma, efluks pompa genlerinin
ekspresyonunu artirma, gesitli enzimlerin iretimi (aminoglikozid modifiye eden enzim,
beta-laktamaz vb.) gibi mekanizmalarin varligi nedeniyle aminoglikozidler, beta-laktamlar,
tetrasiklinler gibi pek ¢ok genis spektrumlu antibiyotige direng gosterir. Bu durum
klinisyenlerin ampirik tedavi segeneklerini oldukga kisitlamaktadir (3, 4).

Son yillarda farkli cografi bolgelerde yapilan c¢aligmalarda, hem etki giicli hem de
kullanilabilen hasta profilinin genisligi nedeniyle tedavide ilk tercih olarak Onerilen
Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT)’ ye kars1 direng gelistigi bildirilmeye baglanmistir (5,
6, 7). Hastanemizde Caylan ve ark. (8) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2000-2001 yillart
arasinda i1zole edilen kokenlerin %2.3’tii SXT direngli bulunmusken, 2001-2008 yillarinda
Mutlu ve ark. (9) yenidogan yogun bakim {iinitesinde yatan hastalardan izole edilen
kokenlerle yaptiklari ¢calismada %13 oraninda SXT direnci belirlemislerdir. Tespit edilen
bu oranlar bizim cografi bolgemizde de giderek artan bir diren¢ sorunu olduguna isaret
etmektedir. Diren¢ oranlarmin saptanmasi, etkili tedavi protokollerinin planlanmasina
olanak vermektedir. Ayn1 zamanda hastalar arasi1 bulas1 ve saglik personeli ile aktarimi

engelleyecek enfeksiyon kontrol ¢aligsmalarina yol gostermektedir (5).



Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarima 2006-2011 yillar1 arasinda tiim birimlerden
gonderilmis olan hasta Orneklerinden izole edilen SXT direngli Stenotrophomonas
maltophilia izolatlarinda bu dirence neden oldugu bilinen genlerin (sull, sul2, dhfr, ISCR
gen bolgeleri ve Sinif I, I integron genleri) varliklar1 ve kdkenlerin izole edildigi hastalarin
klinik takip dokiimanlari incelenerek risk faktorleri ile arasindaki iliskinin irdelenmesi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stenotrophomonas maltophilia

2.1.1. Taksonomi ve Tarihce

Latincede “liremesi igin ¢ok az besine ihtiyag duyan ve malt seven bakteri”
anlamina gelen Stenotrophomonas maltophilia (“stenos”; dar, “trophos”; besleyen,
“monas”; birim, “malt”; filizlemis tohum, “philia”; sevmek) ilk kez 1943 yilinda J. L.
Edwards tarafindan plevral sividan izole edilmis ve “Bacterium bookeri” olarak
isimlendirilmistir (10). Hugh ve Ryschenkow (11) oral karsinomlu bir hastanin
orofaringeal siiriintii 6rneginden izole ettigi bakterinin adin1 morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerinden dolay1r 1961 yilinda “Pseudomonas maltophilia” olarak degistirmistir.
Swings ve ark. (12) 1981 yilinda DNA-rRNA hibridizasyon tekniklerini kullanarak bu
tirin Xanthomonas cinsine ait oldugu disiiniilerek “Xanthomonas maltophilia” olarak
yeniden smiflandirmistir. Palleroni ve Bradbury (12) 1993°te yaptiklar ¢esitli taksonomik
caligmalar sonucunda flajella sayisi, nitrat rediiksiyonu, ekstraselliiler polisakkarit yapisi
gibi bir¢ok fizyolojik ve 16S rRNA amplifikasyonlarinda bantlarin uyumsuzlugu, DNA
yapisindaki guanin-sitozin niikleotidlerinin toplam sayis1 gibi bazi genomik farkliliklar
saptamalart sonucu bakterinin ne “Pseudomonas” ne de “Xanthomonas” cinsine ait
olmadigin1  gostermislerdir. Bdylece “Stenotrophomonas” adinda yeni bir cins
tanimlanmusg; “Stenotrophomonas maltophilia™ tiirii ise bu cinsin tek {iyesi olarak yerini
almigtir (10). Son yillarda bu cins i¢inde alt1 farkli tiir daha bulundugu gosterilmistir: S.
maltophilia, S. nitritireducens, S. acidaminiphila, S. rhizophila, S. koreensis, S. humi, S.
terrae (13, 14).


1
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2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.1.2.1. Morfolojik, Metabolik ve Ureme Ozellikleri

S. maltophilia Gram negatif boyanan, diiz ya da hafif kivrik, 0,5 - 1,5 pm
boyutunda, tek veya ciftler halinde goriinen basil morfolojisinde bir bakteridir. Polar
flajellalar1 sayesinde hareketlidir ve spor olusturmaz (10, 15).

Zorunlu aerob olan S. maltophilia, normal atmosferde veya %5 CO,’li ortamda
tireyebilir. En iyi 35°C’de tiremekle birlikte 5-40°C arasinda tireyebilir (10).

Mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin kullanilan %5 koyun kanli agar, Eozin Metilen
Blue (EMB) agar, Mueller-Hinton agar (MHA) gibi besiyerlerinde iirer ancak bazi
kokenler metiyonin, sistein veya glisine ihtiyag duyar (3, 10, 16). Kanli agarda acik sar1 ya
da lavanta yesili; EMB agar, MacConkey agar gibi besiyerlerinde laktoz negatif seffaf;
MHA gibi saydam besiyerlerinde kahverengimsi pigmenti olan, diizgiin kenarli, parlak
koloniler olusturur. Kanli agarda beta-hemoliz olusturur ancak bazen hemolizin
gbzlenmesi li¢ gline kadar uzayabilir (10, 16). Cevre Ornekleri ve solunum sistemi
sekresyonlar1 gibi steril olmayan viicut bolgelerinden alinan oOrneklerin VIA agar
(vankomisin, imipenem, amfoterisin B) gibi antibiyotik iceren selektif besiyerlerine

ekilmesiyle diger bakterilerin baskilanmas1 6nerilmektedir (3, 16).

2.1.2.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Non-fermentatif bakteri grubunda olan S. maltophilia maltozdan asit olusturabiliyor
olmasina ragmen glukozu fermente edemez. Katalaz testi pozitif olan bakteri eskiilin
hidrolizi yapar ve DNaz iiretir. Oksidaz, fenillalanin deaminaz, indol, metil red ve iireaz

testleri negatiftir (10, 16). Biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. S. maltophilia’nin Biyokimyasal Ozellikleri (10).

Test Reaksiyon Test Reaksiyon
Indofenol oksidaz 2 Hidroliz
Katalaz +b Eskiilin +
Ureme Jelatin +
5°C - Tween 80 +
18°C + DNA +
37°C + Nisasta -
Hareket Ure -
18°C Karbon
+
kaynagi
37°C D¢ Adonitol -
Indol - Arabinoz -
Lizin- ) o
] + B-Hidroksibutirat -
dekarboksilaz
Ornitin- .
] - Sellobioz D
dekarboksilaz
Metil red - Dulsitol -
Voges-Proskauer - Glukoz +
Hidrojen siilfit - Fruktoz D
Nitrat
D Galaktoz D
rediiksiyonu
Sitrat D Mannitol -
Fenilalanin
. - Mannoz D
deaminaz
B-Galaktosidaz
D Ramnoz -
(ONPG)
Salisin -
Sorbitol -
Trehaloz -

&.: <%15 pozitif
b +: >% 85 pozitif
°D: %16 - 84 pozitif



2.1.2.3. Yapisal Ozellikleri

S. maltophilia’nin diger Gram negatif bakterilerin hiicre duvari1 yapisina benzer
duvar yapis1 vardir. Somatik O ve flajellar H antijenleri bulunmaktadir (10, 11). En sik O3
antijeni saptanmakla birlikte toplam 31 adet O antijeni bulunmakta ve bu antijenler
epidemiyolojik ¢aligmalarda bakteri tiplendirilmesinde kullanilmaktadir (10, 17). Ayrica
somatik antijenlerinin  Brucella spp., Renibacterium salmoninarum, Legionella
pneumophila ile gapraz reaksiyon verdigi gosterilmistir (10).

S. maltophilia’nin hiicresel yag asidi oran1 dallanan yag asitleri yoniinde fazladir.
Ayrica kendisine benzer diger bakterilerden farkli olarak 2-hidroksi-9-metildekanoik asit,
3-hidroksi-9-metildekanoik asit ve 3-hidroksi-11-metildodekanoik asit dallanan zincirli
hidroksi yag asitlerini igermesi bakteriyi tanimlamada kullanilmaktadir (10, 18).

Elektron mikroskobisiyle yapilan ¢alismalarda bazi kokenlerde tek flajella
bulunurken bazilarinda birden fazla bulundugu goriilmiistiir. Yaklasik 45 nm genisliginde,
15 pum uzunlugunda flamentleri olan polar flajellalar1 bulunmasi bakteriye hareketli olma
ozelligi kazandirmaktadir. S. maltophilia flagellasinin SMpjic adi verilen 38 kDa’luk
yapisal proteini bulunmaktadir (14, 19, 20).

S. maltophilia, elektron mikroskobisinde 5-7 nm genisliginde goriinen fimbrialar
sayesinde epitel hiicrelerine ve Katater gibi plastik yiizeylere tutunabilir. Fimbrial adherans
ya bakterinin direkt olarak konak hiicreye baglanmasiyla ya da birlikte kolonizasyon
yaptig1 bakterilerle gergeklestirilir. Fimbrialarinda SMF-1 adi verilen 17 kDa’luk fibrin
altbirimlerden olusan bir polipeptid yapis1 bulunmaktadir (19).

Resim 1. %1’lik Fosfotungstik Asit Ile Negatif Boyanmis S. maltophilia’nin
Elektron Mikroskobi Goriintiisii (19). A: Pili Goriintiisii, B: Flagella Goriintiisti

S. maltophilia nin 6nemli yapilarindan biri de efluks pompa sistemidir. Efluks

pompasi; membran fiizyon proteini, enerji bagimli tasiyict ve dis membran proteininden



olusmaktadir. Hiicre membraninda bulunan bu yap1 proton gocli mekanizmasiyla
bakterinin igindeki maddeleri disar1 atar. Boylece hiicreye zarar verecek olan
antimikrobiyaller gibi maddeler uzaklastirilmis olur (21, 22). S. maltophilia’da efluks
pompast ilk kez 2000 yilinda Alonso ve Martinez tarafindan smeDEF ismiyle
tanimlanmistir (22). Western-blot yontemiyle yapilan g¢aligmalar, pompanin varliginin
eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve kinolonlarda MIK yiikselmesine neden oldugunu
gostermistir (22, 23). SmT geni, smeDEF pompa sistemini baskilayici bir gen bolgesidir.
Eger SmT geninde mutasyon gelisirse kokenlerin SmeDEF pompasini asir1 lirettigi tespit
edilmistir (21, 24). Li ve ark (25) 2002 yilinda SmeABC pompa sistemini kesfetmislerdir.
Bu sistemde sadece SmeC dis membran proteini antibiyotik direncinden sorumludur ve tek
basina L2 beta-laktamaz {iretimini artirmaktadir (21). Sozii edilen sistemlerin diginda
Smed, SmeK ve SmeZ gibi diger efluks pompa sistemleri de intrensek dirence neden
olmaktadir (3).

2.1.2.4. Genomik Ozellikleri

S. maltophilia’nin genetik yapisi hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir (10).
Repetitive extragenic palindromic-polymerase chain reaction (REP-PCR) yontemiyle gyrB
ve DIR primerleri kullanilarak 5 (A-E) farkli genotipi oldugu gdsterilmistir (26, 27).

Immiinolojik olarak insan koryonik hormonuna (hCG) benzeyen koryonik
gonadotropin benzeri hormon sentezleten bir gen bolgesi belirlenmistir. Bu gen bolgesi

ayni zamanda L1 ve L2 beta-laktamaz enzimlerini de kodlamaktadir (10).

2.1.2.5. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Fimbriyalar1 ve flajellasinin varlig: ile epitel hiicrelerine ve plastik, cam, teflon gibi
inorganik yiizeylere tutunabilir (10, 19, 20, 28). Hiicrelere tutunmanin ardindan
ekstraselliiler enzimler salgilayarak dokulara invazyon baslar. Bu ekstraselliiler enzimler
DNaz, RNaz, fibrinolizin, lipaz, proteaz, elastazdir. En 6nemli viriilans faktorii StmPrl
geni tarafindan kodlanan alkalin serin proteaz grubundan olan proteaz enzimidir. Bu enzim
kollajen, fibronektin ve fibrinojenin protein komponentlerini yikar; lokal doku hasar1 ve
hemoraji olusturur (23, 29). Bottone ve ark (10) yaptiklar1 bir calismada lésemi

hastalarinda gorillen P. aeruginosa sepsisi ile iliskili ektima gangronosumda, S.



maltophilia’nin goriilmesinin patogenezde rol oynayan proteaz ve elastaz salinimini
artirdigini tespit etmislerdir.

S. maltophilia’nin dis membraninda polisakkarid yapisinin olmasi énemli viriilans
faktorlerinden biridir. Bu yap1 bakterinin kolonizasyon yapmasiyla ve kompleman
aracilikli hiicre savunmasindan korunmasiyla iliskilidir. Lipopolisakkarid yapisinda
bulunan Lipid A komponenti, alveolar makrofajlar1 ve monositleri uyararak tiimor nekroz
faktor a (TNFa) tiretimini arttirip inflamasyon olusumunda rol oynar. Ayni zamanda S.
maltophilia interlokin-8 (IL-8) salimmmin1i  ve polimorfoniikleer 16kosit gogiinii
uyarmaktadir (29).

S. maltophilia’yr konak savunma sisteminden koruyan ve antimikrobiyal ajanlarin
bakteriye karsi etkinligini azaltan biyofilm yapisinin olusum mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Ancak yayimlanan calismalar bakterinin pozitif yiiklii hiicre yiizeyinin
santral vendz katater, liriner sistem kataterleri ya da kalp kapakgiklar1 gibi negatif yiiklii
organik olmayan yiizeylere tutnndugunu gostermistir. Biyofilm olusumu ise bakterinin
ekstraselliiler slime faktor (glikokaliks) ve ekspolisakkarit matriks tiretmesiyle yakin
hiicrelerin birbirine ve ylizeylere yapismasi sonucu gergeklesir. Di Bonaventura ve ark (21)
yaptiklar1 ¢aligmada bakterinin 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda polistren tabakaya hizla
yapistiklarint  ve biyofilm formasyonunun 24 saatte maksimum diizeye ¢iktigini
gostermislerdir.

Son yillarda glukoz-1-fosfat timidiltransferaz (rmlA geni) ve sis-11-metil-2-
dodekanoik asit (rpfFgeni) gen bdélgelerindeki mutasyonlarin biofilm formasyonunu
azalttigina dair yayinlar raporlanmistir. Bu genlerin yan1 sira, P. aeruginosa’da
lipopolisakkarit ve aljinat sentezinden sorumlu olan algC genine homolog 6zellik gosteren,
fosfoglukomutaz ve fosfomannomutaz enzim aktivitelerinden sorumlu  spgM
bulunmaktadir. S. maltophilia’nin spgM geninde mutasyon gerg¢eklesmesiyle kompleman
aracilikli hiicre lizisine duyarli hale geldigi gosterilmistir. Bu mutasyon ayni zamanda
lipopolisakkarit yapisinda degisiklikler meydana getirerek bakterinin antibiyotiklere olan
direncini de azaltmaktadir (30, 31, 32).

Total parenteral nutrisyon sivist ve diyaliz sivilarinda canli kalip ¢ogalabilmektedir.
Diyaliz sivisinda diisiik molekiiler agirlikli pirojenler salgilayarak hastalarda pirojenik
reaksiyonlara yol agtig1 diisiiniilmektedir (10).

Quorum sensing sistemi bakterinin regiilasyon mekanizmasidir. N-a¢il homoserin
lakton yapisindaki sinyal molekiilleri salgilayarak uygun olmayan c¢evresel kosullara

adaptasyon saglayabilir (33, 34).



2.1.3. Antibiyotiklere Direnci

2.1.3.1. Beta-laktam Grubu Antibiyotiklere Diren¢

S. maltophilia beta-laktam grubu antibiyotiklerin ¢oguna direnclidir ve direngten
beta laktamaz ailesine ait olan L1 ve L2 beta-laktamaz enzimleri sorumlu tutulmaktadir
(10). Bu enzimlerin ekspresyonu kromozomal genler tarafindan diizenlenmektedir (21).

Hemen hemen tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere dirence sebep olan L1-
metallo-beta-laktamaz; 18 kDa agirliginda, homotetramer yapisinda, aktiflesmek igin
Zn*#ya ihtiya¢ duyan bir enzimdir. Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemleri
hidrolize edebilirken, monobaktamlara etkili degildir. L2 serin-beta-laktamaz ise
sefalosporinaz grubundan olup aztreonami hidrolize edebilmektedir. Beta-laktamaz
inhibitorlerinden klavulanik asit tarafindan L1 beta-laktamaz inhibe olmazken, L2 beta-
laktamaz parsiyel olarak inhibe olur (21).

Avison ve ark (21) 2000 yilinda klinik ornekten izole ettikleri bir kokende
transpozon ile bakteri genomuna aktarilmis TEM-2 beta-laktamaz genini tespit etmislerdir.
Bu bulgu S. maltophilia’nin mobil beta-laktamazlar i¢in rezervuar gorevi iistlenebilecegini

distindiirmektedir.

2.1.3.2. Aminoglikozid Grubu Antibiyotiklere Karsi Direng

S. maltophilia’nin aminoglikozidlere karsi direncinde pek ¢ok mekanizma rol
oynamaktadir. O-niikleotidiltransferaz, O-fosfotransferaz ve 6’N-asetiltransferaz grubu
enzimler aminoglikozidleri modifiye etmektedirler. Ozellikle aac(6')-1z enzimi gentamisin
direncine neden olmaktadir (3, 10, 21).

S. maltophilia 1siya bagli dis membran degisikligi yaparak aminoglikozid ve
polimiksin B grubu antibiyotiklere duyarliligini azaltmaktadir. Bu diren¢ 30°C’de
gozlenirken 37 °C’de goriilmez. Sicaklik degisimiyle bakteri membraninda bulunan
lipopolisakkarid yapisindaki O-polisakkarid ve fosfat parcalarinin biiyiikliiklerini

degistirmekte ve bu degisim sonucu membranin akiskanligi bozulmaktadir (3, 10, 16, 21).
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Resim 2. 30°C ve 35°C’de Inkiibasyon Sonrasi Antibiyotiklerin Zon Caplar.
1:Amikasin, 2:Gentamisin, 3:Kolistin, 4:0floksasin, 5: Seftazidim, 6:SXT (3)

Efluks pompalar1 ve hedef bolgelerin degisimi (16S rRNA metilasyonu veya

ribozomal mutasyonlar) gibi nedenlerle de aminoglikozidlerin etkinligi azalabilir (3, 21).

2.1.3.3. Kinolon Direnci

Kromozomal olarak tasinan ya da plazmid aracilikli alinan SmQnr geni, S.
maltophilia’nin hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV enzimlerini kinolonlarin
etkisinden korumaktadir. Ayrica SmeDEF pompasi bu grup antibiyotiklere direngte 6nemli
gorev almaktadir (3, 35). SENTRY’nin (Antimicrobial Surveillance Program) 1997-2003
yillart arasinda tiim diinyadan topladiklart 2076 kdkende yaptigi antimikrobiyal etkinlik
caligmas1 sonucunda yeni kinolonlarin daha etkili oldugu gosterilmistir: siprofloksasin

%30.9 iken levofloksasin % 86.1, ganfloksasin ise % 69.6 oraninda duyarli bulunmustur

).

2.1.3.4. Makrolid Direnci

S. maltophilia efluks pompalar1 kullanarak ve membran gegirgenliginde
olusturdugu azalma ile makrolidlere duyarliligini oldukca azaltmayr basarmistir. Bu
mekanizmalarin yani sira Gram-pozitif bakterilerden gen transferi yaparak agir metallere
ve antibiyotik gruplara karsi farkli direng mekanizmalar1 edinmektedir. Alonso ve ark.

(36) daha once Staphylococcus aureus’da gosterilmis olan eritromisine karsi direng
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olusturan mphBM, kadmiyumun hiicreden atilmasini saglayan cadC ve cadA gen

bolgelerinin plazmid araciligiyla S. maltophilia 'ya aktarilabilecegini gostermislerdir.

2.1.3.5. Trimetoprim-Sulfametoksazol Direnci

Trimetoprim-sulfametoksazol diisiik maliyeti, uygun toksisite profili, hem oral hem
parenteral yoldan uygulanabilmesi, kuvvetli bakterisidal etkisinin varligi gibi avantajlari
olmasi nedeniyle birgok patojene karsi tiim diinyada kullanilmaktadir (37). Trimetoprim ve
sulfonamid grubundaki sulfametoksazoliin 1/19 oraninda birlestirilmesiyle olusmustur

(38). Trimetoprim ve Sulfametoksazol’in molekiiler yapis1 sekil 1°de gosterildigi gibidir.

OCH,
CH,O N
N U
CH;0 ~0” T CH,
NH,
Trimethoprim Sulfamethoxazole

Sekil 1. Trimetoprim ve Sulfametoksazol’iin Molekiiler Yapisi (37)

Bakteriler memelilerden farkli olarak DNA sentezi igin gerekli olan folik asidi
kendileri sentezler, memeliler ise vitamin olarak disardan alirlar. Trimetoprim ve
sulfametoksazol birbirini takip eden iki basamagi engelleyerek bakterilerin folik asit
sentezini engellerler. Siilfonamidler, p-aminobenzoik asit (PABA) ile yarismaya girerek
dihidrofolat sentezini engellerler. Trimetoprim ise dihidrofolat rediikaz enzimini inhibe
ederek dihidrofolattan tetrahidrofolat iiretimini engeller. Bu inhibisyon timidin, bazi
piirinler, metiyonin ve glisin olusumunu bloke eder (2, 15).

SXT’nin etki spektrumu olduk¢a genistir. Bircok Gram pozitif kok ve
Pseudomonas aeruginosa hari¢ ¢ogu Gram negatif basile etkilidir. Akut ve kronik {iriner
sistem enfeksiyonlarmin tedavisi ve profilaksisinde miikemmel sonuclar gdsterir.
Komplikasyonsuz iirogenital gonore, sankroid, seyahat diyaresi, Whipple hastaligi,
Pneumosistis jirovecii pnomonisinin tedavisinde kullanilmaktadir. Etkili oldugu diger
mikroorganizmalar: Brucella tiirleri, Burkholderia pseudomallei, Burkholderia cepacia,
Moraxella catarrhalis, Salmonella tiirleri, Shigella tiirleri Heamophylus influenzae,
Listeria monocytogenes, Plasmodium falciparum, Toxoplazma gondii, Isospora belli,
Cyclospora tiirleridir (2, 39, 57).
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Yapilan pek ¢ok calismada Streptococcus pneumoniae’da bu ilaca karst %10-50
direng gosterilmistir. Enterokoklar tiremek i¢in sadece timidin kullandiklar1 ve folik asidi
ekzojen olarak alabildikleri igin SXT’ye direnglidir. Mycobacterium tuberculosis bu
antibiyotige direng¢li mikroorganizmalar arasindadir. Son yillarda etkili oldugu bilinen pek
cok enterik bakteride direng gézlenmeye baslamistir (2, 39).

SXT, S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde CLSI tarafindan onerilen ilk
ilagtir (38). Fakat son yillarda bu ilagla ilgili pek ¢ok diren¢ orami yayinlanmaya
baslamistir. SENTRY Antimicrobial Surveillance Program’in 1997-1999 yillarinda bes
cografik bolgeden toplanan kokenlerde yapilan arastirma sonucunda Kanada ve Latin
Amerika’da SXT direnci %2 oraninda saptanmisken, Avrupa’da bu oran %210’lar
bulmustur (40); 1997-2001 tarihleri arasinda yaptiklari incelemede ise genel olarak tim
bolgelerde SXT direng oranmi %5 olarak belirlemislerdir (41). Pediatrik yas grubunda
yaptig1 ¢alismada ise 2004 yilinda SXT direng oram1 %3.8 olarak bildirmistir (42).
Malezya’da dordiincii basamak arastirma hastanelerinde 2008 yilinda izole edilen 64 S.
maltophilia kokeninden bir tanesinde SXT direnci belirlenmis (43). Suudi Arabistan’in
tiim cografi bolgelerini kapsayan bir ¢aligmada ise sasirtict olarak %20.5 gibi yiiksek bir
oran bulunmustur (44). Tirkiye’de Tatman Otkun ve ark. (45) dordiincii basamak
tiniversite hastanesinde 1998-2002 yillar1 arasinda izole ettikleri 52 kokende bu
antibiyotige direnci %1.9 seklinde saptamigken, hastanemizde 2000-2001 yillarinda Caylan
ve ark (8) inceledikleri 44 kokende %2.3 olarak tespit etmislerdir.

S. maltophilia’'nin horizontal gegisle Gram pozitif bakterilerden bile antibiyotik
direng genleri alabilecegi gosterilmistir. Integronlar bu aktarimda 6nemli rol oynamaktadir.
Ozellikle sull veya sul2 sulfonamid direng¢ genlerini tasiyanlar son yillarda sikc¢a rapor
edilmektedir. Benzer sekilde bir aktarimla dihidrofolat enzim inhibisyonu yapan dhfrA
genlerini elde etmesiyle bakteri trimetoprime karsi da diren¢ kazanmis olmaktadir (3, 6,
46, 47).

Kiigiik koloni varyasyonlarinin olusumu ve biyofilm formasyonu SXT’ye direng
gelisimine sebep olan diger mekanizmalardir. Ancak bu konularda ¢ok az sayida calisma

bulunmaktadir (46).

2.1.4. Epidemiyoloji

Stenotrophomonas maltophilia kaynak sulari, toprak, bitki gibi dogal ortamlarda

yasar. Bitkilerin (bugday, yulaf, misir, salatalik, iiziim, patates vb.) rizosferine yerlesir ve
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patojenlere karsi antagonistik etki gostererek bitkilerin gelismelerine katki saglar. Ayrica
bakterinin musluk suyu, kanalizasyon atiklari, pismemis siit, donmus balik, insan ve
hayvan fecesinde tiredigi gosterilmistir (4, 14, 15, 16, 40).

Hastane ortaminda yaygin olarak bulunan S. maltophilia; inflizyon solusyonlari,
steril sular, musluk sulari, plastik siseler, dezenfektanlar, preoperatif temizlik malzemeleri
gibi bolgelerde kontaminant olarak tespit edilmistir (3, 16, 29). Yapilan pek cok calisma
bakterinin gastrointestinal sistem, orafarenks, vajen ve saglik personelinin ellerinde
kolonize olabilecegine dair bilgiler sunmaktadir (10).

S. maltophilia’nin az sayida olguda toplum kaynakli enfeksiyonlart rapor edilmis
olsa da genellikle karsimiza hastane kaynakli enfeksiyonlar seklinde ¢ikmaktadir (29, 40,
48, 49). Klinik orneklerden izole edilen nonfermentatifler arasinda P. aeruginosa ve
Acinetobacter spp’den sonra ligiincii sirada yer almaktadir (10, 41, 44). S. maltophilia
izolasyon hiz1 arastirma yapilan hastaneye ve cografik bolgeye gore degisiklik
gostermektedir. Ornegin; Ispanya’da yapilan bir ¢alismada izolasyon orani 100,000
hastada 3.4-12.1 arasinda saptanmigken, Almanya’da 34 yogun bakim (initesi
incelendiginde 1000 hastada 0-7.6 arasinda oldugu gézlemlenmistir (29). Bununla birlikte
tim diinyada farkli hastanelerde yapilan arastirmalarda S. maltophilia goriilme insidansinin

%7.1-37.7 arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir (21).

2.1.5. Risk Faktorleri

S. maltophilia kolonizasyonu veya enfeksiyonu ile ilgili risk faktorleri

— malignensi,

— immuniteyi baskilayan sistemik hastalik,

— kronik solunum yolu hastaliklari,

— ventilator iliskili pndmont,

— santral ven0z katater,

— uzun siire hastanede yatis,

— invaziv islemler,

— genis spektrumlu antibiyotik tedavisi,

— total parenteral nutrisyon ile beslenme
seklinde siralanabilir (21, 29, 48, 50). Hastalarin S. maltophilia ile karsilasma anindaki
Klinik durumlar1 enfeksiyonun mortalitesi ile dogrudan iliskilidir (50, 51).
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Pankreas, ter bezleri gibi salgi bezlerini tutan hastaliklar, solunum sistemini
etkileyen kistik fibrozis veya kalitsal metabolik hastaliklara sahip olan kisilerde S.
maltophilia genellikle kolonize olmaktadir (21).

Kistik fibrozisli hastalarda yapilan arastirmalarda son yillarda S. maltophilia
enfeksiyonlarmin gériilme sikligmin arttigi bildirilmektedir. Ornegin Hollanda’da bir
tiniversite hastanesinde izlenen takiplerde 2002 yilinda S. maltophilia prevelanst %1.4 iken
2007 yilinda %10’a ulagmistir (52); Parkins ve ark (53) ise kolonizasyon oranint % 4-15
seklinde ifade etmislerdir.

2.1.6. Neden Oldugu Enfeksiyonlar

S. maltophilia ile iliskilendirilmis hastaliklar:

— kan akimi1 enfeksiyonu,

— endokardit,

— pndmoni,

— mastoidit,

— deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,

— kemik ve bag dokusu enfeksiyonlari

— {iriner sistem enfeksiyonlari,

— menenjit,

— intra-abdominal enfeksiyonlar,

— endoftalmit
seklinde siralanabilir (21, 49). SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans programi 1997-1999
sonuglarina gére bu klinik tablolar arasinda en sik solunum yolu enfeksiyonlarinin
gortldiig belirtilmistir. Tim cografik bolgeler yillara gore S. maltophilia pnomonisi
goriilen vakalar yoniinden siralandiginda en yiiksek oranlarin %4.7-6.1 ile Kanada’ya ait
oldugu gosterilmistir. Kan dolasimi enfeksiyonlar1 incelendiginde ise, tim cografik
bolgelerde ortalama %0.8 prevaalansa sahip oldugu belirtilmistir; en yiiksek oran ise %1.3
ile Asya-Pasifik bolgesine aittir. Yara ve iiriner sistem enfeksiyonlarinin ise <%]1-1 oranm

ile oldukga nadir oldugu belirlenmistir (40).
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2.1.7. Laboratuvar Tanisi

S. maltophilia rutin mikrobiyoloji laboratuarda kullanilan kanli, ¢ikolatamsi, EMB
agarda; normal atmosferde; 37°C’de bir gecelik inkiibasyon sonrasi kolaylikla tirer. Florali
bolgelerden alinan 6rnekler VIA gibi S. maltophilia i¢in segici besiyerlerine ekilerek ayird
edilmeleri kolaylastirilabilir (10).

Tiplendirmede biyokimyasal testlerin yani sira otomatize ve yart otomatize
sistemler de kullanilabilir (2).

Tiplendirme islemlerinde, koloni yapilar1 ve biyokimyasal reaksiyonlara benzer
yanitlar vermesi nedeniyle diger nonfermentatif Gram negatif basillerle karigtirilabilir. Bu
durumlarda DNaz testi onem kazanmaktadir (2, 16).

Fenotipik yontemlerle tiplendirmede problemlerin ¢ikmasi iizerine Whitby ve ark
(54) duyarliligi ve 6zgiilliigii %100 olan tiire 6zgii rRNA amplifiye eden polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR)’yi gelistirmislerdir.

Epidemiyolojik amacgli arastirmalarda veya nazokomiyal salginlarda tiirler
arasindaki iligkiyi incelemek i¢in pulsed-field jel elektroforez (PFGE) kullanilarak tiim
genom makrorestriksiyon profili analizi ile genotiplendirme yapilmaktadir. S.
maltophilia’nin genotiplendirilmesinde PFGE’den farkli olarak Randomly Amplified
Polymorphic DNA Typing (RAPD), Respetitive Sequence PCR Typing gibi ¢esitli PZR

temelli yontemler de kullanilmaktadir (2).

2.1.8. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Trimetoprim-sulfametoksazol en etkili ajandir, ABD’de bir¢ok laboratuvar sadece
SXT aktivitesini bildirmekte, istege bagli olarak minosiklin, seftazidim, tikarsilin-
klavulonat, siprofloksasin ve levofloksasin duyarliliklarini ¢aligmaktadir. Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI), SXT disk diffiizyon duyarlilik testi kriterlerini
belirlemis olsa da bu ajan i¢in s1v1 diliisyon ya da agar diliisyon yontemlerinin ¢aligiimasi
onerilmektedir (2). CLSI’1n belirledigi zon ¢aplar1 ve MIK degerleri tablo 2°de gosterildigi
gibidir.
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Tablo 2. S. maltophilia I¢in Zon Cap1 ve MIK Yorumlama Standartlar1 (38)

Test/ L . ) Zon ¢api sinir degerleri MIK Yorumlama Standard:
o Antimikrobik Disk
Bildirim . ) Yaklagik mm (ng/mL)
Ilag Icerigi .
Grubu st | R° S | R
B-LAKTAMAZ/ B-LAKTAMAZ INHIBITOR KOMBINASYONLARI
Tikarsilin- 32/2- >128/
B o - - - - <16/2
klavulanik asit 64/2 2
SEFEMLER
B Seftazidim - - - - <8 16 >32
TETRASIKLINLER
B Minosiklin 30 ug >19 15-18 <14 <4 8 >16
FLOROKINOLONLAR
B Levofloksasin Sug >17 14-16 <13 <2 4 >8
FOLAT YOLU INHIBITORLERI
Trimetoprim- 1.25/
A sufametoksazol 23.75 >16 11-15 <10 <2/38 - >4/76
ng
FENIKOLLER
B Kloramfenikol - - - - <8 16 >32
a: Duyarlt
b: Orta derece duyarli
c: Direngli
2.1.9. Tedavi

S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisi yiiksek diizey intrensek direng ve giderek
artan kazanilmigs diren¢ olmasit nedeniyle ¢6zliimii zor bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Yapilan in-vitro calismalar kombine ilaglarin monoterapilerden daha etkili
oldugunu gostermistir. Tedavide ilk secenek olarak SXT oOnerilmektedir. Fakat
hipersensitivite reaksiyonlar1 gelismesi ve hastalarin intoleransi ilacin kullanimini
kisitlamaktadir. SXT kullanilamayan hastalarda ikinci tercih olarak tikarsilin-klavulanat
onerilmektedir (6, 29, 41, 46).

Aztreonam ve klavulanik asit kombinasyonu da tedavi segenekleri arasinda
bulunmaktadir ve bu kombinasyona tikarsilin eklendiginde etki giiciiniin arttig
gosterilmistir (29, 46).

In-vitro c¢alismalarda {igiincii ve dordiincii kusak sefalosporinlerin, &zellikle

seftazidimin, aktivitesi gosterilmis olsa da bu antibiyotiklere hizla direncin gelistigi
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unutulmamalidir. Direng¢ gelisiminde indiiklenebilir beta-laktamazlar suclanmis ve beta-
laktamaz inhibitorleri ile kombine edilmistir ama in-vitro etki gozlenmemistir.

Klinafloksasin, gatifloksasin,  moksifloksasin, trovafloksasin  gibi  yeni
florakinolonlarin S. maltophilia tizerine siprofloksasin ve levofloksasinden daha etkili
olduklar1 goriilmiistir. Bu antibiyotiklerin etkisi doz bagmmhdir ve akcigerlerdeki
konsantrasyonu serumdakinin bes katina ulasabilmektedir. Yukarida séz edilen diger
antibiyotikler gibi bu gruba da hizla diren¢ gelismektedir; bu nedenle kullanimda tedbirli
olunmalidir (6, 29, 41, 46).

Kloramfenikoliin sulfonamid ve gentamisin ile kombine tedavisinin 1970’lerde
menenjit vakalarinda basarili oldugu goriilmiis fakat sonra yan etkilerinden dolay1 bu ilag
terk edilmistir (29).

Tetrasiklin tiirevi olan minosiklin ve doksisiklin antibiyotiklerinin in-vitro etkinligi
gosterilmistir, ama bu konuda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Diger nonfermentatif
Gram negatif basillerde etkili olan genis spektrumlu tigesiklinin S. maltophilia tizerine
etkisi oldukga iyi bulunmus, hatta SXT direngli kdkenlerin tedavisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ancak bu konuda yapilan calisma sayisi yetersizdir. Benzer sekilde kolistin
ve polimiksin B’nin basar1 diizeyi %70’lerde bulunmus olmasma ragmen duyarlilik
testlerindeki sorunlarin giderilmesi ve in-vitro elde edilen bilgilerin klinik degerinin tam

olarak anlasilmasi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir (6, 29, 46).

2.1.10. Prognoz

Klinisyenlerin nonfermentatif Gram negatif bakterilerin enfeksiyonlarini tedavi
etmede kisith antibiyotik seceneklerinin bulunmasi, bu enfeksiyonlarin mortalite oranlarini
yiikseltmektedir (41). Falagas ve ark (48) 2009 yilinda yayinladiklari derlemede S.
maltophilia enfeksiyonuna bagli 6liim oraninin %37.5e kadar yiikseldigini belirtmislerdir.
S. maltophilia bakteriyemisinin mortalite orant %26.7 olarak goriilmiis ve kontrol altina
alinamayan olgularda bu oranin %21-69 arasinda degistigi saptanmistir (21, 50). Hanes ve
ark (50) yogun bakim {initelerinde takip edilen pndmoni hastalarmi incelemis ve S.
maltophilia enfeksiyonuna bagli 6lim oranimi yaklasik %23.1 olarak kaydetmislerdir.
Ayrica aym1 ¢alismada kanser hastalarinda altta yatan nedenin hematolojik hastaliklar
olmasi ve yogun bakim iinitelerinde kalmalari mortalite agisindan bagimsiz risk faktori

olarak tanimlanmistir. SXT direngli S. maltophilia enfeksiyonunun mortalitesinde ise

organ disfonksiyonu bagimsiz risk faktorii olarak gosterilmistir (50).
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2.1.11. Korunma

S. maltophilia enfeksiyonunu 6nlemede siirveyans programlar1 olduk¢a 6nemli yer
tutmaktadir. Bu programlar S. maltophilia’nin kolonizasyon ve enfeksiyon oranlarini ve
buna bagli olarak antibiyotik tiiketimlerini igermelidir. Uzun siireli antibiyotik tedavisi
uygulanan veya santral venoz katater gibi yabanci maddeler kullanilan hastalarin takibinde
gerekli tedbirler alinmalidir. Ayrica solunum yolu ekipmanlari, hemodiyalizatorler,
ameliyatta kullanilan malzemelerin gerekli bakimlarinin yapilmasi ve uygun sterilizasyon
yontemlerinin kullanilmasi g6z oniinde tutulmasi gereken diger noktalardir. Nazokomiyal
epidemilerde saglik personelinin el hijyen kurallarina uymasi kolonizasyonu dnleyecektir;

bu nedenle diizenli egitim programlar1 uygulanmalidir (10, 29).

2.2. Antibiyotik Direnci Olusturan Gen Dizileri

2.2.1. integron Gen Kasetleri

Yaklasik son elli yildir bakterilerde ¢oklu ilag gelisiminin asil nedeninin
bakterilerin plazmid veya transpozon gibi mobil gen bolgeleriyle ekzojen genleri
biinyelerine dahil etmeleri olduguna isaret edilmektedir (55).

Integron; kromozom, transpozon ve plasmidler {izerinde bulunabilen, ¢ogunlukla
antibiyotik diren¢ genlerini iceren, mobil gen kasetlerinin integrasyonunu ve
ekspresyonunu saglayan gen bolgeleridir (56). Mobil ve kromozomal siiperintegron olmak
tizere iki ¢esidi vardir. Mobil olanlar sekans dilimlerine gore 5 sinifa ayrilmistir: Smif I, 11,
IIL, IV, V. Insersiyon segmentleri, transpozonlar ve plazmidler aracihigiyla taginirlar (57).
Integrasyon islemi bu gen bolgelerinde bulunan tirozin rekombinaz ailesinden olan
integraz enzimi tarafindan “conservative site-specific recombination mekanizmasi” ile
yapilir (56). Klinik izolatlarda ¢ogunlukla smif | ve Il integron bulunur. Antibiyotik
direncinin tagindig1 gen kasetlerinin biiyiik boliimii sinif I integron i¢inde bulunurken, sinif
II integron daha az miktarda diren¢ geni igerir. Bu farklilik integraz enziminin (intrl2)
kodon 179 (ochre 179) bolgesinde non-sense mutasyon, dogal slipresorlerin etkisi ya da
farkl bir integrazin varlig1 gibi nedenlerle iligkilidir (57).

Tiim integronlarda eksojen geni alabilmesi i¢in ii¢ anahtar bdlgenin bulunmasi
gerekir: (i) integraz genini kodlayan bolge (intl), (ii) primer rekombinasyon bolgesi (attl),

(111) promotor bolge.
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5" korunmus segmentte (5'CS) gen kasetlerinin eklenip ¢ikartilmasi igin gerekli
enzimleri kodlayan intl geni bulunur. Bu boélgenin hemen yaninda ise primer
rekombinasyon bolgesi (attl) bulunur. sinif I integronlar 5'CS bolgesinde P1 ve P2 olmak
tizere iki promotor igerir. Eklenen gen kasetlerinin promotor bélgesi olmadig: i¢in ortak
promotor bolgesinden eksprese olurlar. 3'CS bolgesinde ise gen kasetlerinin
baglanabilmesi i¢in ‘attC 've ‘gacED1’bdlgeleri bulunmaktadir (sekil 2). Boylece yeni gen
kasetlerinin integron i¢ine alinmasi saglanir. Bilinen en az 60 gen kaseti vardir. Bunlar
beta-laktam, aminoglikozit, kloramfenikol, eritromisin, trimetoprim, sulfonamid,

rifampisin, antiseptik ve dezenfektanlara direngten sorumludur (55, 57, 58, 59, 60).

5’conserved segment 3’conserved segment
Pt
inti attl  gackEA sull
-— . =
Integrase 3-conserved segment
anc
Resistance
. gene cassette

(R gene)
\\l lT

B —»

an

intl 1 att!’  Rgene aftC  gacEa sull
_=O- ] _P 1 —F B

Sekil 2. integron Smif I’in yapisi (61).
2.2.2. Insertion Element Common Region (ISCR) Elemanlari

Bakteriler arasinda horizontal gen transferinde transpozonlar, plasmidler ve
integronlarin rol aldig1 bilinmektedir. Fakat son zamanlarda yapilan c¢alismalarda,
antibiyotik direncinin yayilimimi agiklamada sadece bu sistemlerin varliginin yetersiz
kaldig1 ortaya ¢ikmistir. Bu agamadan sonra “common regions” (CRs) olarak adlandirilan
gen bolgeri tanimlanmugtir.

Common regions ilk kez 1990’larin baslarinda kesfedilmistir. In6 ve In7 seklinde
adlandirilan bu bolgeler, sekil 3°te de gosterildigi gibi integron simif I’in yaninda bulunan
2,154 bp’lik DNA dizileridir.
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aadA2 qacl/sul catA2  gac/sul orf5/orf6
A EEHHSES-——— S
aadB gac/sul drfA10 gac/sul orf5

° SRS SIPEE
— |NGID/ N —

Integro sinif | ISCR
3’CS boleesi bolgesi

Int geni

Sekil 3. Sinif 1 integron, In6 ve In7 kompleksinin yapisi. A: In6, B: In7 (60).

CRs, genellikle integron smif I’in 3’korunmus bolgesine ¢ok yakin lokalize olurlar.
Karsilastirmali yapilan ¢aligmalarda CRs’lerin birbirleriyle iligkili oldugu ve “insertion
sequences’lara (ISs) benzedigi goriilmiistiir. CRs genleri kendilerine yapisik DNA
bolgelerinin ‘rollig-circle replication’ yontemi ile kopyalarini olusturarak bu bolgelerin
diger bakterilere aktarimini saglarlar. Boylece tiim antibiyotik gruplarina karsi direng
gelistirebilecek genleri tastyabilirler (60). ISCR mobil elementlerine spesifik bolgeleri
amplifiye eden primerler CRF/CRFF olarak dizayn edilmistir (6).

SXT direncinden sorumlu genler arasinda bulunan sul2 geni ISCR2 geninin hemen
yaninda yer almaktadir. Bu da S. maltophilia’ya sul2’nin transferine imkan saglamaktadir.
ISCR2 elementi sul2 geni disinda dhfr, flo, tet, str genlerinin taginmasina da imkan
saglayarak  sirastyla  trimetoprim, kloramfenikol, tetrasiklin ve  streptomisin

antibiyotiklerine direncli bakteriler olusturur (6).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Calisma Grubu

Calismada 2006 — 2011 yillar1 arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri Laboratuari’na tiim
birimlerden gonderilen farkli klinik 6rneklerden izole edilen S.maltophilia kdkenleri
incelendi. Bu siireg i¢inde 339 hastaya ait 618 hasta 6rneginde S.maltophilia tanimlandi ve
bunlarin i¢inden SXT direncli kokenler secildi. Ayni hastaya ait birden fazla izolat
calismaya dahil edildi. Bu izolatlarin se¢ilmesinde antibiyotik diren¢ paterninin farkli
olmasi baz alindi. Inceleme sonucunda toplam 32 adet SXT direncli S. maltophilia
kokeninde antibiyotik diren¢ genleri arastirildi. Calisma kapsamina alinan koékenlerin
dagilimi tablo 3’te verildi.

Agar dilisyon yonteminde kontrol kokeni olarak E.coli ATCC 24922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli K12 JM101 kokenleri kullanildi.

Tiplendirme ve antibiyogram islemleri tamamlanan kokenler, PZR islemi
uygulanana kadar %15 gliserol (Merck, Almanya) i¢eren triptik soy buyyon besiyerinde
(Fluka, 22092) -80°C’de saklandi (62).


1
Rectangle
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Tablo 3. Calisma Kapsamina Alinan S. maltophilia Kékenlerinin Dagilimi

izolat

Izolasyon

Materyalin Gonderildigi

No Gelis Tarihi Tarihi Materyal Birim
TSM-01  24.02.2010 25.02.2010 Yara Siiriintiisii ~ Kalp Damar Cerrahi Servisi
TSM-02  26.07.2011 06.09.2011 TA® Pediatri YBU®
TSM-03 27.11.2007 11.02.2008 TA Pediatri - Siit Cocugu Servisi
TSM-04  20.06.2011 28.06.2011 idrar Dahiliye - Onkoloji Servisi
TSM-05  24.04.2006 10.05.2006 Katater Cerrahi YBU
TSM-06  15.01.2010 17.01.2010 TA Yenidogan YBU
TSM-07 12.08.2008 01.09.2008 TA Pediatri - Siit Cocugu Sservisi
TSM-08  06.04.2008 05.07.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-09  04.03.2006 03.04.2006 TA Néroloji Servisi
TSM-10  27.08.2007 19.09.2007 TA Cerrahi YBU
TSM-11  10.07.2008 26.08.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-12 09.09.2008 17.11.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-13  27.07.2007 31.08.2007 BAL" Dahiliye - Hematoloji Servisi
TSM-14  28.08.2009 11.10.2009 TA Yenidogan YBU
TSM-15  28.02.2006 05.04.2006 BAL Psikiyatri Poliklinigi
TSM-16  24.03.2007 29.07.2007 TA Yenidogan YBU
TSM-17 09.02.2010 10.02.2010 Balgam Gogiis Hastaliklart Servisi
TSM-18  23.09.2009 12.01.2010 TA Yenidogan YBU
TSM-19  15.03.2006 07.04.2006 BAL Gogiis Hastaliklart Servisi
TSM-20  10.09.2009 30.10.2009 TA Pediatri - Siit Cocugu Servisi
TSM-21 14042006  05.07.2006 idrar g::\‘/'i'ge - Gastroenteroloji
TSM-22 09.09.2008 27.11.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-23  08.08.2008 02.10.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-24  19.09.2007 16.01.2008 idrar Pediatrik Nefroloji Poliklinigi
TSM-25  25.09.2008 09.10.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-26  24.03.2007 06.08.2007 TA Yenidogan YBU
TSM-27  20.09.2008 11.12.2008 TA Yenidogan YBU
TSM-28  31.08.2009 22.10.2009 Yara Siiriintiisii ~ Ortopedi Poliklinigi
TSM-29 19.07.2009 21.07.2006 BAL Gogiis Hastaliklart Servisi
TSM-30  02.05.2006 31.07.2006 BAL Dahiliye - Hematoloji Servisi
TSM-31  01.05.2008 27.05.2008 TA Noéroloji YBU
TSM-32  16.01.2008 21.01.2008 idrar Pediatrik Nefroloji Poliklinigi

a: Trakeal aspirasyon drnegi
b: Bronkoalveolar Lavaj
¢: Yogun Bakim Unitesi
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3.1.2. Aracg ve Gerecler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ait; 37°C’lik etiiv (Memmert BM 600,
Almanya), biyogiivenlik kabini (Chemocell LRCX-UV, Teknomar, Ankara), bunsen beki,
-20°C (BEKO D7210 SMF, Tiirkiye) ve -80°C sogutucu (New Brunswic Scientific Mod
U570 premium, Thermo, ABD), +4°C buzdolab1 (Argelik, 2008), pastor firin1 (Heraeus
T550, Portekiz), dikey model otoklav (Kermanlar, Istanbul), PhoenixTM 100 (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) cihazi, CrystalSpecTM
nephelometer (Becton Dickinson Diagnostic Systems), otomatik pipetler (Lab-mate,
Ingiltere), ¢alkalayict su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), pH metre (Hanna,
Romanya), manyetik karistirict (Stuart, Istanbul), vorteks (Heidolph, Almanya), santrifiij
(Thermo, ABD), buz makinesi (Scotsman AF 80, Italya), hassas terazi (Sartorius
Laboratory, Almanya), mikrodalga firmm (Beko 1550, Tirkiye), termal dongii cihazi
(Techne, TC 512, ABD), elektroforez tanki (Owl), dijital gii¢ kaynagi (EC-105), jel
dokiimantasyon sistemi (Bio-rad, Istanbul), UV illiiminatér (Wilber lourmat, Almanya),
deiyonize su cihaz1 (Barnstead, Istanbul) ve distile su cihaz1 (GFL, Ankara) gibi cihazlar;
1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipleri, 0.2 mL’lik PCR tiipleri (Grainer bio-one, Almanya),
pipet ucu (10 pl, 100 ul, 1000 ul) gibi sarf malzemeler kullanildi. Cam biyokimya tiipleri,
250 mL’lik erlenmayer, 50 mL’lik meziir, cam balon joje, 50 mL’lik ve 15 mL’lik falkon
tiipler, kaynatma kabu, jel dokme tepsisi ve tarak kullanildi.

3.1.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. 2.5 M NaOH

0.5 g NaOH (Merck, Almanya) (MA: 40) tartilip 5 mL deiyonize suda eritildi.
3.1.3.2. 1 M Tris HCI

12.1 g Tris HCI (Sigma, Almanya) (MA: 121.14) distile su ile ¢oziildiikten sonra

konsantre NaOH (Merck, Almanya) ilave edilerek pH: 8’e ayarlandi ve hacmi distile su ile
100mL’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dak otoklavlanarak steril edildi.
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3.1.3.3. 0.5 M EDTA (Etilendiamin-Tetra-Asetik Asit)

29.2 g EDTA (Sigma, Almanya) (MA:292.2) tartilip behere konup, {izerine bir
miktar distile su ilave edildi. Karigimin ¢oziinmesi manyetik karistirict kullanildi. Rengi
berraklagsana kadar icine konsantre NaOH pelletleri eklendi. Homojen ¢oziinme

gerceklesince pH: 8’e ayarlandi ve distile su ile hacmi 200 mL’ye tamamlandi. Sonrasinda

121°C’de 15 dak otoklavlanarak steril edildi.

3.1.3.4. TE Tamponu

Final konsantrasyonlart 10 mM Tris HCI (Sigma, Almanya), 1 mM EDTA

(Sigma, Almanya) olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi.

3.1.3.5. Trimetoprim 20X Stok Solusyonu

12.8 mg trimetoprim (Sigma, Almanya) tartilip 5 mL deiyonize su ilave edildi.
Ardindan CLSI o6nerileri dogrultusunda son hacmin %10°u kadar HCI eklenip tam
¢ozlinmesi saglandiktan sonra deiyonize su ile son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. 1280
mp/mL konsantrasyonunda hazirlanan 20X stok solusyon 0.45 pm’lik filtreden gecirilerek
steril hale getirildi. Ardindan distile su kullanilarak yar1 yariya diliisyonlar1 yapild.
Boylece 1280-1.25 mp/mL arasi 11 diliisyon elde edildi.

3.1.3.6. Sulfametoksazol 20X Stok Solusyonu

243.2 mg sulfametoksazol (Sigma, Almanya) tartilip 5 mL deiyonize su ilave
edildi. Ardindan CLSI 6nerileri dogrultusunda 5 mL sicak su ve eritecek en az miktarda
2.5 mol/L NaOH eklendi. 24320 mu/mL konsantrasyonunu elde etmek {izere deiyonize su
ile son hacmi 10 mL’ye tamamlandiktan Hazirlanan 20X stok solusyon 0.45 um’lik
filtreden gegirilerek steril edildi. Bu islemin ardindan deiyonize su ile yar1 yariya

seyreltmeler yapilarak 24320 — 23.75 mpu/mL arasi 11 diliisyon hazirlandi.
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3.1.3.7. 2.5 mM dNTP Karisimi

100 mM’lik dATP (deoksiadenintrifosfat), dGTP (deoksiguanozintrifosfat), dCTP
(deoksisitozintrifosfat), dTTP (deoksitimidintrifosfat) (Roche, Almanya, Fermentas, ABD)

stoklarindan 20’ser pL. alinip 720 pL deiyonize suda ¢oziilerek 2.5 mM’lik stok karisim
elde edildi.

3.1.3.8. 0.5X TBE (Tris-Borik ast-EDTA) Tamponu

Final konsantrasyonlar1 44.5 mM Trisma base (MA. 121.1 g/mol), 44.5 mM borik
asit (MA: 61.83, ImM EDTA (0.5 M pH:8.0) olacak sekilde deiyonize su kullanilarak

hazirlandi.

3.1.3.9. Etidyum Bromiir

50 mg Etidyum bromiir 10 mL distile su ile son konsantrasyonu 5 mg/mL olacak
sekilde manyetik calkalayici tizerinde karistirilarak homojen bigimde ¢6zlinmesi saglandi.

Isiktan muhafazali olarak oda 1sisinda saklandi.

3.1.3.10. Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)
Final konsantrasyonlar1 %20 glycerol (Merck, Almanya), 1 mg/mL (w/v)
bromphenol blue (BioRad, ABD), 1 mg/mL (w/v) xylene cyanole (Sigma, Almanya)olacak

sekilde deiyonize su ile hazirlandi.

3.1.4. Calismada Kullanilan Besiyerleri

3.1.4.1. Luria Bertani (LB) Buyyon ve Agar

10 g Triptan (Bacto), 5 g yeast ekstrakt (Oxoid, UK), 10 g NaCl (Merck, Almanya)
bir miktar distile suda ¢oziildiikkten sonra konsantre sodyum hidroksit kullanilarak pH:
7.5’e ayarlandi. Hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril edilmek iizere

121°C 1 atm basingta 15-20 dak otoklavlandi.
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3.1.4.2. Mueller Hinton Agar Besiyeri

38 g Mueller Hinton Agar Besiyeri 1000 mL distile suda eritildi ve 1 atm basing ve
121°C’de 15 dak otoklavlandi. 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra petri plaklarina 4 mm
kalinliginda dokiildii.

3.1.4.3. SXT’li Mueller Hinton Agar Besiyeri

38 g Mueller Hinton Agar Besiyeri 1000 mL distile suda eritildi ve 1 atm basingve
121°C’de 15 dak otoklavlandi. 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra 18 mL’lik hacimlere
boliindii. Hazirlanmis olan her bir trimetoprim ve sulfametoksazol diliisyonundan 18
mL’lik MHA besiyerine 1’er mL ilave edildi. Boylece toplam besiyeri hacmi 20 mlL; ilave
edilen antibiyotikler ise 1/20 oraninda seyreltilmis oldu. Alt-iist edilen besiyeri sogumasina

izin vermeden petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokildi.
3.2. YONTEM
3.2.1. Kokenlerin Tanimlanmasi

Klinik ornekler %5 koyun kanli agar (Salubris, Tiirkiye), Eosin Methylene Blue
(EMB) agara (Oxoid, Ingiltere) ve cikolatams1 agar (Salubris, Tiirkiye) besiyerlerine
ekilerek 24-48 saat 37°C’de aerobik ortamda inkiibe edildi ve iireyen koloniler
degerlendirilmeye alindi. Boyali mikroskobik incelemede Gram negatif basil goriiniimiinde
olan katalaz pozitif, oksidaz negatif, non-fermentatif bakteriler klasik yontemlere ilaveten
Phoenix identification/antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) otomotize mikrobiyoloji sistemi ile
tretici firma oOnerileri dogrultusunda tiir diizeyinde tanimlandi ve antibiyotik duyarlilik
testleri calisildi.

Kolonilerden CrystalSpecTM nephelometer (Becton Dickinson company, ABD)
kullanilarak ID buyyon igerisinde 0.5 McFarland standartina ayarlanmis bakteri
siispansiyonu hazirlandi. Antimicrobial susceptibility test (AST) buyyon tiipline 25 pL
hazirlanmis olan bakteri siispansiyonundan eklendi, ardindan bir damla Phoenix ™ AST

indikatorii damlatildi. Hazirlanan paneller 35°C inkiibasyon sicakligi saglayan ve 20
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dakikada bir okuma yapan Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic instrument Systems,

Sparks, Md, ABD) cihazina yerlestirildi (63, 64).

3.2.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

S.  maltophilia olarak tiplendirilen kokenlerin  antibiyotik  duyarliliklart,
NMLC/ID35 kullanilan BD Phoenix sisteminin yani sira Kirby-Bauer metoduna gore
Mueller-Hinton Agar (MHA) kullanilarak standart disk difiizyon yontemi ile de arastirildi
(65). Sonuglar Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) kriterlerine gére duyarl
ve direngli olarak kategorize edildi (64, 66).

3.2.2.1. Agar Diliisyon Yontemi

Phoenix identification/antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) otomotize mikrobiyoloji
sistemi sonucuna gore SXT direngli bulunan kokenlere MIK belirlemek iizere agar
diliisyon yontemi uygulandi. Literatiirdeki bildirimler ve kalite kontrol kékenlerinin deger
araliklarin1 kapsayacak sekilde Trimetoprim-Sulfametoksazol oranlart 0.06/1.19 - 64/1216
pg/mL aras1 11 diliisyon iceren MHA besiyeri petrileri hazirlandi.

Test edilecek bakterilerin %5 koyun kanli agara tek koloni pasajlar1 yapildi.
37°C’de 24 - 48 saat inkiibe edildikten sonra olusan koloniler % 0.9’luk tuzlu su iginde
siispanse edildi. Inokulum 1-2x10® CFU/mL (0.5 McFarland) olacak sekilde standartize
edildi. Bu islemin ardindan 1/10 oraninda seyreltilip hazirlanmis olan SXT’li MHA
besiyeri petrilerine 1’er puL bakteri siispansiyonlarindan benekleme usulii inokulasyon
yapildi (67). Buna gore en kiigiik diliisyondan baslanip en biiyiik dilisyona dogru ekim
yapildi. Kalite kontrol kokeni olarak E.coli ATCC 24922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 kokenleri kullanildi. Her deneyde iiremenin kontrolii i¢in antimikrobiyal
iceren petrilere ekimden 6nce ve sonra herhangi bir antimikrobiyal ajan icermeyen MHA
besiyeri petrilerine ayni sekilde inokulasyon yapildi. Tiim petriler 37°C’de 24 - 48 saat
inkiibe edildikten sonra gozle goriiniir koloni olusumu not edilerek her kdken icin MIK

degerleri saptandi (38).
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3.2.3. Trimetoprim-Sulfametoksazol Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Varhigimn

Arastirilmasi

3.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Islemi

3.2.3.1.1. DNA izolasyonu

PZR yapilacak bakterilerin DNA’larini izole etmek amaciyla saklanan kokenler
once % 5 koyun kanli agara (Salubris, Tiirkiye) ekildi. Ureyen bakterilerin Luria Bertani
(LB) s1v1 besiyerine tek koloni pasajlar1 yapildiktan sonra ¢alkalamali su banyosunda bir
gece inkiibe edildi. Bu siispansiyondan 1.5 mL alinarak 5000 rpm’de 5 dak santrifiij edilip
stipernatanti atildi. Kalan ¢okelti bir kez 1 mL Tris-EDTA tamponu (TE) ardindan da bir
kez 1 mL steril distile su ile yikandi. Kalan ¢okeltiye 500 pL steril distile su eklenerek 15
dak kaynayan suda bekletildi. Kaynatma isleminden sonra 13000 rpm’de 5 dak santrifiij
edildi. Ustte kalan siipernatant kismindan pellete degmeden 400 pL alimp ayri bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Boylece PZR isleminde kullanilacak kalip DNA’lar1 elde
edildi (68).

3.2.3.1.2. Master Mix Solusyonunun Hazirlanmasi

Tiim asamalarin buz {lizerinde gerceklestirilebilmesi i¢in dncelikle bos bir kutunun
i¢i buzla dolduruldu. Buz tizerine 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipleri yerlestirildi. Bu islemde
kullanilacak kimyasallar -20°C dondurucudan c¢ikarildi. Taq polimeraz islem sirasi
geldiginde ¢ikarildi. Coziinen kimyasallar 5-10 sn vortekslenip kisa bir siire
santrifiijlendikten sonra PZR islemleri i¢in gerekli reaksiyon karigimlari mikrosantrifiij
tipleri igine pipetlendi. Taq polimeraz enzimi vortekslenmeksizin kisa siire
santrifiijlendikten sonra yukar1 asagiya pipetleyerek tiipe aktarildi. Steril deiyonize su
kullanildiktan sonra 30 sn vortekslenen master miks 0.2 mL’lik PZR tiiplerine 40 pL
dagitildi. Tiiplerin iizerine yazilan 6rnek numaralarma gore kalip DNAlar her bir tiipe

10’ar pL aktarildi. Negatif kontrol olarak deiyonize su kullanildi.
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3.2.3.1.3. PZR Analizi i¢cin Kullamlan Primerler
Calismada kullanilan primer dizileri (IDT, ABD, Biomers, Almanya), tablo 4’de
gosterilmistir.

Tablo 4. PZR Analizi Kullanilan Primerler

Primerler Dizi (5° -3”) Gen Uriin Ref
bolgesi  piiyiikligis o

intl-1F GGTCAAGGATCTGGATTTGG .

intl-1R ACATGCGTGTAAATCATCGTC Intl 500 bp 69

inl-2F CACGGATATGCGACAAAAAGGT )

intl-2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG Int2 740 bp 69

5 CS GGCATCCAAGCAGCAAG integron

3'cs AAGCAGACTTGACCTGA sinif | - 70

Hep 74 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA  integron

Hep 51 GATGCCATCGCAAGTACGAG sinif Il - 71

Sull-F ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA

sull-R CTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT sull 840 bp 6

Sul2-F GAATAAATCGCTCATCATTTTCGG

sul2-R CGAATTCTTGCGGTTTCTTTCAGC sul2 704 bp 6

CRF CACTWCCACATGCTGTKKC

CRFF-r CGCTTGAGSCGTTGCRYCC CRF 740 bp 6

CRFF GGRYGCAACGSCTCAAGCG

CRF-r GMMACAGCATGTGGWAGTG CRF 740 bp 6

LECR2 CACTGGCTGGCAATGTCTAG

RECR2 CTTTGGACCGCAGTTGACTC ISCR2 1793 bp 6

FloF TCGACATCCTGGCTTCACTG

FloR ATTACAAGCGCGACAGTGGC flo 718 bp 6

dhfrA20F  GGGAAACACCGAGAAATGGG

dhfrA20R  TTCTTCTTCCCATTCTCCCC dhftA20 700 bp 6

dhfrA9F CAGATTCCGTGGCATGAACC

dhfrA9R GACCTCAGATACGAGTTTCC dhfrA9 700 bp 6

dhfrAI0F  TGTAGCGCGTGGTGTAAACG

dhfrAI0R  ACGTCTACGTGAGTATCCGC dhfrA10 700 bp 6

3.2.3.1.4. PZR Uygulanmasi

S.maltophilia kokenlerinin DNA izolasyonu yapildiktan sonra integraz 1 ve 2,
integron siif I ve II, sulfonamid direncini gosteren sull ve sul2, trimetoprim direncini
gosteren dfrA, ISCR (Insertion Element Common Region) molekiillerinin tamamini taniyan
CRF ve CRFF, kloramfenikol direncini gosteren flo gen bolgelerinin varligini arastirmak

tizere PZR islemi uygulandi.
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3.2.3.1.4.1. Integraz 1 ve 2 PZR

Her bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 pL olacak sekilde buz iistiinde PZR tiiplerine
tablo 5’teki malzemeler konuldu. Pozitif kontrol olarak integraz 1 ve 2 geni bulundugu
bilinen E.coli izolatlarindan elde edilen DNA 10 uL eklendi.
Tablo 5. Integraz 1 ve 2’nin Amplifikasyonu i¢in Kullanilan Reaksiyon Karigimi

Malzemeler Stok Konsantrasyonu Miktar (uL)
10x taq polimeraz tamponu 1x 5
dNTP 2.5mM stok
50 umol 1
solusyonu
MgCl, (25mM) 2.5 mM 5
Int1-R [ int2-R primeri
0.3 pmol/uLL 1.5
(10 pmol/uL)
Int1-F [ int2-F primeri
0.3 pmol/uLL 1.5
(10 pmol/uL)
taqg DNA polimeraz
0.03 U/uL 0.3
(Promega 5 U/uL
DNA 10
dH,0 25.7
Toplam 50
Amplifikasyon kosullari
7 o O 12 dak 1ilk denatlirasyon
94°C 1 dak denatiirasyon
59 °C 45sn  baglanma 35 dongii

72°C.......... 2 dak wuzama
T2°C.. ... .4 dak son uzatma



3.2.3.1.4.2. Integron Smmf | ve Il PZR
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Integron sinif 1 PZR igin 3°CS ve 5°CS primerleri kullanilirken; integron smif II

icin Hep74 ve Hep 51 primerleri kullanildi. Pozitif kontrol olarak integron smif 1 ve 2 geni

bulundugu bilinen E.coli izolatlarindan elde edilen DNA 10 pL eklendi.

Tablo 6. integron Sinif I Ve II’nin Amplifikasyonu I¢in Kullanilan Reaksiyon Karisimi

Master mix Konsantrasyon Miktar (uL)

5x tag polimeraz tamponu 1x 10
dNTP 2.5mM stok

200 umol 4
solusyonu
MgCl; (25mM) 2 mM 4
3’CS / Hep74 primeri

2 pmol/uL. 2.5
(10 pmol/uL)
5°CS / Hep 51 primeri

2 pmol/uL 2.5
(10 pmol/uL)
taqg DNA polimeraz

0.02 U/uL 0.2
(Promega 5 U/uL
DNA 10
dH,0 16.8
Toplam 50

Amplifikasyon kosullari

94°C..........
55°C..........
72°C..........

ilk denatiirasyon

denatiirasyon

baglanma
uzama

son uzatma
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LEC2/REC2 primerleri ISCR2 elementini arastirmak i¢in kullanildi.

Tablo 7. LEC2/REC2 'nin Amplifikasyonu I¢in Kullanilan Reaksiyon Karisimi

Master mix Konsantrasyon Miktar (uL)
5x taq polimeraz tamponu 1x 5
dNTP 2.5 mM stok
200 pmol 4
solusyonu
MgCl; (25mM) 2 nM 4
Sull-R / sul2-R primeri
0.2 pmol/puLL 1
(10 pmol/uL)
Sull-F / sul2-F primeri
0.2 pmol/uL 1
(10 pmol/uL)
taqg DNA polimerz
0.02 U/uL 0.2
(Fermentas 5 U/uL)
DNA 10
dH,0 24.8
Toplam 50

Amplifikasyon kosullari

30 dongii

95°C..iiiiiiiiii, 5 dak ilk denatiirasyon
95°C 1 dak denatiirasyon

55°C 2.5 dak baglanma

72 °C 3 dak uzama

son uzatma
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3.2.3.1.4.4. Diger Gen Bélgeleri icin Uygulanan PZR Protokolii

sull, sul2, CRF/CRFF-r, CRFF/CRF-r flo, dfra2, dfr9, dfrA10 gen bolgelerini
amplifiye etmek i¢in asagidaki protokol izlendi.
Tablo 8. sull, sul2, CRF, flo, dfra2, dfr9, dfrA10’un Amplifikasyonu I¢in Kullanilan

Reaksiyon Karigimi

Master mix Konsantrasyon Miktar (uL)
5x taq polimeraz tamponu 1x 5
dNTP 2.5mM stok
200 umol 4
sollisyonu
MgCl; (25mM) 2mM 4
Revers primeri
0.2 pmol/uLL 1
(10 pmol/uL)
Forward primeri
0.2 pmol/uLL 1
(10 pmol/uL)
taqg DNA polimeraz
0.02 U/uL 0.2
(Fermentas 5 U/uL
DNA 10
dH,0 24.8
Toplam 50
Amplifikasyon kosullari
95°C. i, 5dak ilk denatiirasyon
95°C 1 dak denatiirasyon
55°C 1 dak baglanma 30 dongii
72°C... 1.5da uzama
T2°C...ciiiiiiin, 4 dak  son uzatma

3.2.3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

Elektroforez islemi igin %2’lik agaroz jel hazirlamak iizere 1 gr agaroz 50 mL TBE

tamponu ile karistirilip mikrodalga firinda agaroz partikiilleri tamamen eriyinceye kadar
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1sit1ldi. Iginde erimis agaroz bulunan erlen, 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk
bekletildi. istenilen sicakliga ulasan agaroza son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde
etidyum bromiir eklendi. Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir zemindeki tepsi {lizerine
oturtuldu. Hazirlanmis olan jel tepsiye dokiildiikten sonra katilasmasi ig¢in oda 1sisina
birakildi. Katilagan agarozdan tarak ¢ikarildiktan sonra tepsi ile birlikte yatay elektroforez
tankinin i¢ine yerlestirildikten sonra jelin {izerini kapatacak sekilde TBE tamponu dokiildii.
DNA agarlastirilarak kuyucuklara pipetleyebilmek ve yiirliyen DNA konumunu belirlemek
i¢in yiikleme tamponu kullanildi. 10 ul PCR tirtinii 3 pl yiikleme tamponu (loading buffer)
ile karigtirlarak kuyucuklara pipetlendi. Uriin biiyiikliiklerine gére 1 kb DNA marker
(MBI Fermentas) veya 100 bp DNA marker (Biolabs, New England) ilk veya son
kuyucuklara 5 pL pipetlendi. Ornekler ilk 10 dak 80 voltta yiiriitiildiikten sonra 100 volta
cikarilip 30 dak daha dogru akimda elektroforez edildi. Olusan bantlar UV

transilluminatdrde gozlendi ve  VersaDoc. ™. Imaging System ile goriintiilendi.

3.2.3.2. Niikleotid Dizi Analizi

3.2.3.2.1. Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli JM101 koékenine ait komponent hiicreler
kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirlandi (72). Oze ile 3 mL LB besiyerine 1 gece
onceden tek bir koloni secilerek ekim yapildi. Siv1 kiiltiir gece boyunca 37 °C’de 200
rpm’de sallanarak inkiibe edildi. Hazirlanan gece kiiltiiri 600 nm’de Sl¢iilerek yogunlugu
belirlendi ve 0.1 olacak sekilde tekrar 30 mL LB yeni besiyerine ekim yapildi. Optik
yogunluk 600 nm’de 0.4-0.6 arasina ulasinca hiicreler 4°C’de 4000 rpm’de 10 dak.
santrifiij edilerek topland1 ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 10 mL soguk 0.1 M
CaCl, ilave edilerek ¢oziildii ve 30 dak buz i¢inde bekletildi. Sonrasinda 4°C’de 4000
rpm’de 10 dak. santrifiij edildi ve pellet 2 mL 0.1 M CacCl; ¢ozeltisinde siispansiye edilerek
200 pL hacimlerde steril mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek kullanildi.

3.2.3.2.2. Genin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi
Baz sirasinin belirlenmesi i¢in PZR iiriinlerinin pGEM-T easy vektoriine (Promega)

ligasyonu sagland1 ve bu amagla iiretici firmaya ait protokol takip edildi. Ligasyon iiriinleri

daha onceden hazirlanan E. coli JM101 komponent hiicrelerine transforme edildi (72).
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PZR {iriiniinii tasiyan plazmidi i¢eren hiicreler 1| mM IPTG ve X-Gal igeren ampisilinli (50
pug/mL) LB agar petrilerine yayma ekim ile ekildi ve mavi-beyaz renk olusumuna bakilarak
hiicreler ayrildi. Yirmi koloni beyaz hiicreden plazmid izole edildi (Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System, Promega) ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile kesilerek agaroz jelde yiiriitiildii. Kontrol olarak PZR {iriinii kullanildi ve PZR iiriinii ile
ayni parcayl veren plazmidler pozitif kontrol kabul edildi ve niikleotid dizi analizi

Macrogen Inc.’de (Amsterdam) yaptirildi.
3.2.3.2.3. PZR ile Elde Edilen Integron Simif I’e Ait Sekanslarin Birlestirilmesi
Ters PZR 1ile elde edilen sekanslara ait cakisma bolgeleri BLAST programi (URL-

1, 2005) kullanilarak belirlendi. Ust iiste ¢akisan kisimlar alt alta getirilerek birlestirildi ve

gene ait tam uzunlukta sekans elde edildi.



4. BULGULAR

4.1. Kokenlerin Tanimlanmasi

Ocak 2006 — Ekim 2011 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na tiim
birimlerden gonderilen farkli klinik orneklerden izole edilen 339 hastadan 618 S.
maltophilia kokeni incelendi. Kokenlerin gonderildigi birimlere ve materyallere gore
dagilimi Tablo 9 ve Tablo 10’da verildi.

Tablo 9. S. maltophilia Kokenlerin Izole Edildigi Hastalarin Klinik Birimlere Gére

Dagilimi
BOLUM SAYl  YUZDE (%)
Erigkin yogun bakim iiniteleri 83 24.5
Yenidogan yogun bakim {initesi 52 15.3
Erigkin dahili birim servisleri 81 23.9
Pediatri servisleri 25 7.4
Cerrahi boliim servisleri 65 19.2
Eriskin dahili birimler poliklinikleri 6 1.8
Pediatri Poliklinikleri 4 1.2
Cerrahi Birim Poliklinikleri 13 3.8
Diger birimler 10 2.9

TOPLAM 339 100
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Tablo 10. S. maltophilia Kokenlerinin izole Edildikleri Materyallere Gore Dagilimi

MATERYAL SAYI YUZDE (%)
Balgam 25 4.0
BAL® 20 3.2
TA 320 51.8
Idrar 76 12.3
Kan 72 11.7
Yara 35 5.7
Diren Sivisi 20 3.2
Steril Viicut Sivilari 19 3.1
Diger 31 5.1
TOPLAM 618 100

a: Bronkoaveoler lavaj
b: Trakeal aspirasyon 6rnegi
Incelenen S. maltophilia kokenleri iginde SXT antibiyotigine direngli bulunan 32
koken ileri ¢aligmaya alindi. Bu kokenlerin izole edildigi hastalarin hangi birimde tedavi
aldig1 ve hangi materyallerinden {iretildigi tablo 11°de gosterilmistir. Kdkenlerin %90.631

hastane kaynakli iken %9.37’si toplum kaynakl idi.
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Tablo 11. SXT Direngli Kékenlerin izole Edildigi Hastalarin Klinik Birim Ve
Materyallere Gore Dagilimi

MATERYAL . Katater YUZDE
BAL® Balgam TA” idrar Yara TOPLAM
o Kiiltiirii %
BOLUM
Poliklinikler 4 12.5
Psikiatri 1 1 3.1
Pediatri Nefroloji 2 2 6.3
Ortopedi 1 1 3.1
Servisler 12 37.5
Gogiis
2 1 3 9.4
hastaliklar1
Dahiliye
- 2 2 6.3
Hematoloji
Dahiliye onkoloji 1 1 3.1
Dahiliye
1 1 3.1

Gastroenteroloji
Noroloji 1 1 3.1

Pediatri Siit

3 3 94
Cocugu
Kalp Damar
o 1 1 3.1
Cerrahisi
YBU 16 49.9
Yenidogan YBU® 12 12 37.5
Néroloji YBU 1 1 3.1
Pediatri YBU 1 1 3.1
Cerrahi YBU 1 1 2 6.2
TOPLAM 5 1 19 4 2 1 32 100

a: Bronkoaveoler lavaj
b: Trakeal aspirasyon 6rnegi
¢: Yogun Bakim Unitesi

SXT direngli S. maltophilia enfeksiyonu goriilen hastalarin tasidigi risk faktorleri
YBU’de uzun siireli yatis, malignensi, hematolojik malignite, kalitsal nérolojik hastaliklar,
immun siipresyon yapan organ disfonksiyonu, diabetes mellitus hastaligi, solid organ
transplantasyonu, tiiberkiiloz, solunum sistemi patolojisi, seklinde siralandi. Bu baglamda

hasta sayilar1 ve tasidiklari risk faktorleri tablo 12°de belirtildi.
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Tablo 12. SXT Direngli S. maltophilia Tespit Edilen Olgulara Eslik Eden Etkenler

Eslik Eden Etken Hasta sayisi Yiizde
YBU’de uzun siireli yatis 14 43.8
Malignensi 5 15.6
Hematolojik malignite 2 6.3
Norolojik hastaliklar 3 94
Immun  siipresyon  yapan  organ 3 9.4
disfonksiyonu

Diabetes mellitus 2 6.3
Solid organ transplantasyonu 1 3.1
Tiiberkiiloz 1 3.1
Solunum sistemi patolojisi 1 3.1

Calismaya dahil edilen SXT direngli S. maltophilia tiremesi goriilen hastalarin
tedavi aldiklar klinik birimler, iremenin goriildiigii materyaller bu organizmayla birlikte
treyen diger bakterilerin dagilimi tablo 13’de gosterildi. Bu inceleme sonucunda
materyallerin =~ %59.4’linli  trakeal aspirasyon Ornekleri olustururken; 9%15.6’smi
bronkoalveolar lavaj, %12.5’ini idrar, %6.25’ini yara siirlintlisi, %3.1’ini katater ve
%3.1’in1 balgam 6rneklerinin olusturdugu goriildi.

SXT direngli S. maltophilia tiremesi goriilen materyallerde S. maltophilia’ya eslik
eden diger bakteriler incelendiginde hastalarin %53.1’inde S.maltophilia tiremesi tek
basina goriiliirken, eslik eden bakterilerin iginde %15.6 ile ilk sirayr Pseudomonas
aeruginosa almaktaydi. Pseudomonas aeruginosa’dan sonra sirasiyla Staphylococcus
aureus (%9.4), Klebsiella pneumoniae (%6.3), Acinetobacter baumannii complex (%6.3),
Enterococcus faecalis(%6.3), Escherichia coli (%3.1), Achromobacter species (%3.1),

Staphylococcus haemolyticus (%3.1), Candida species (%3.1) tiremeleri gozlendi.
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Tablo 13. SXT Direngli S. maltophilia Uremesi Goriilen Materyallerde S. maltophilia’ya
Eslik Eden Diger Bakteriler

izolat No Materyal Materyalin Génderildigi Birim
TSM-01 Yara S. haemolyticus

TSM-02 TA® A. baumannii complex Enterococcus faecalis
TSM-03 TA P. aeruginosa

TSM-04 Idrar Achromobacter spp., Candida species
TSM-05 Katater YOK

TSM-06 TA E. coli

TSM-07 TA S. aureus

TSM-08 TA YOK

TSM-09 TA S. aureus

TSM-10 TA A. baumannii complex

TSM-11 TA K. pneumoniae

TSM-12 TA YOK

TSM-13 BAL® Pseudomonas spp

TSM-14 TA YOK

TSM-15 BAL. YOK

TSM-16 TA E. clocae

TSM-17 Balgam YOK

TSM-18 TA YOK

TSM-19 BAL YOK

TSM-20 TA P. aeruginosa

TSM-21 Idrar YOK

TSM-22 TA YOK

TSM-23 TA YOK

TSM-24 Idrar YOK

TSM-25 TA YOK

TSM-26 TA P. aeruginosa

TSM-27 TA K. pneumoniae, E. faecium, S. aureus
TSM-28 Yara YOK

TSM-29 BAL YOK

TSM-30 BAL YOK

TSM-31 TA P. aeruginosa

TSM-32 Idrar YOK

a: Bronkoaveoler lavaj

b: Trakeal aspirasyon 6rnegi
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4.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

SXT direngli S. maltophilia kokenlerinin antibiyotik duyarliliklar1 tablo 14 ‘de
gosterildi. SXT duyarliigi agar diliisyon yontemi ve Phoenix otomatize sistemiyle;
seftazidim, levofloksasin Phoenix otomatize sistemiyle; minosiklin ise disk diflizyon

yontemi ile ¢alisildu.

Tablo 14. SXT Direngli S. maltophilia Kokenlerinin Antibiyotik Duyarliliklar

izolat SXT i
NoO SXT  AgarDilisyon CAZ  LEV MIN
Phoenix MIK degeri

TSM-01 R 32/608 S S S
TSM-02 R 64/1216 R S S
TSM-03 R 64/1216 R R R
TSM-04 R 64/1216 R S S
TSM-05 R 64/1216 S S S
TSM-06 R 64/1216 R S S
TSM-07 R 64/1216 R S S

SM-08 I 64/1216 S S S
TSM-09 R 64/1216 R S S
TSM-10 R 64/1216 S R S
TSM-11 R 32/608 R | S
TSM-12 R 64/1216 R R S
TSM-13 R 64/1216 S S I
TSM-14 R 64/1216 R R S
TSM-15 R 64/1216 S S S
TSM-16 R >64/1216 R R S
TSM-17 R 64/1216 R S S
TSM-18 R >64/1216 R R S
TSM-19 R 64/1216 S S S
TSM-20 I >64/1216 S R I
TSM-21 R 64/1216 R R S
TSM-22 R >64/1216 R R S
TSM-23 R 64/1216 R S I
TSM-24 R 8/152 R R S
TSM-25 R >64/1216 R S S
TSM-26 R 64/1216 R R S
TSM-27 R >64/1216 I R S
TSM-28 R >64/1216 I | S
TSM-29 R >64/1216 S S S
TSM-30 R >64/1216 S | S
TSM-31 R >64/1216 R S R
TSM-32 R 64/1216 R R S

CAZ: seftazidim; LEV: Levofloksasin; MIN: Minosiklin; SXT: Trimetoprm-sulfametoksazol
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Resim 3. Agar Diliisyon Goriintiisii

4.3. Diren¢ Genlerinin Varhi@inin PZR Yontemiyle Gosterilmesi
4.3.1. Integraz 1 ve Integraz 2 Genlerinin Amplifikasyonu

Intl-1 ve intl-2 primerleri kullamlarak uygulanan amplifikasyon sonucunda 32 hasta

izolatinin 2 tanesinde 500 bp biyiikliigiinde bant goriildii.
4.3.2. integron Simf I Ve II Genlerinin Amplifikasyonu

5’CS ve 3’CS primerleriyle yapilan integron sinif I taramasinda sadece bir izolatta

2290 bp biiyiikliigiinde bant goriildii, diger kokenlerde bant gdriilmedi.

hep51 ve hep74 primerleriyle integron sinif I taramasi sonucunda higbir izolatta

bant goriilmedi.

2000 bp 2282 bp

Resim 4. Integron Smif I Band1 Gériilen Izolata Ait Jel Goriintiisii 1; 1kb DNA
Marker, 2; Integron Smmf I Tasiyan S. maltophilia Kékeni, 3; Pozitif Kontrol Olarak
Kullanilan integron Sinif I Tasidig1 Bilinen Koken, 4; Negatif Kontrol.
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4.3.3. sull ve sul2 Gen Bolgelerinin Amplifikasyonu
sull primerleri kullanilarak taranan sulfonamid direnci sadece integron sinif I
bulunan hastada 840bp biiytikliigiinde bant goriildii. sul2 ile yapilan taramada pozitif sonug

bulunamadai.

800 bp

Resim 5. sull Bandi1 Gériilen Izolata Ait Jel Gériintiisii. 1; 100bp DNA Marker, 2;
sull Tasiyan S. maltophilia Kokeni, 3; Negatif Kontrol.

4.3.4. ISCR Elementleri Gen Bolgelerinin Taranmasi

CRF/CRFF-r ve CRFF/CRF-r primerleri kullanilarak tiim ISCR elementlerinin

varlig1 arastirildi. Higbir izolatta saptanamadi.

4.3.5. ISCR2 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

ISCR2 elementinin gen bolgesini amplifikasyonu i¢cin LECR2/RECR2 primerleri

kullanildi, pozitif izolat bulunamadi.
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4.3.6. dnfrA Gen Bolgelerinin Amplifikasyonu

Trimetoprim direncini gosteren dhfr gen boélgelerinin varligi dfrA9F/dfrA9R,
dfrA10F/dfrA10R, dfrA20F/dfrA20R primerleri ile tarandi. Higcbir 6rnekte bant goriilmedi

pd

i =

l”
il

Resim 6. dfrA9, dfrA, dfrA20 Amplifikayon Uriinlerinin Yiiriitildiigi Jel
Gorlintlisii. M: 100bp Dna Marker, N: Negatif Kontrol

4.4. Amplifiye Edilmis integron Simf I’in Niikleoti1 Dizi Analizi Sonucu

PCR yontemiyle amplifiye edilen TSM-30 kokenine ait integron smif I gen
kasetinin (2290 bp) niikleotid dizi analizi sonucu sekil 4 gosterildi. Gen kasetinin
sirastylabeta-laktamaz enzimlerinden biri olan okzasilinaz (Oxa-2), aminoglikozid
direncine neden olan aminoglycoside 6’N asetyltransferase (aac6’) ve  kuarterner
amonyum bilesikleri direng genlerini tasidig1 tespit edildi. Integron gen kasetinin hemen

yaninda ise sulfonamid direncine neden olan sull geni bulunmaktaydi.
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GGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAG
CAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTGGGCATTAAGGAAAAGTTAATGGCAATCCGAATCTTCGCGATACTTT
TCTCCATTTTTTCTCTTGCCACTTTCGCGCATGCGCAAGAAGGCACGCTAGCACGTTCTGACTGGAGGAAGTT
TTTCAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATAGTTGTGGCAGACGAACGCCAAGCGGATCGTGCCATGTTGGTT
TTTGATCCTGTGCGATCGAAGAAACGCTACTCGCCTGCATCGACATTCAAGATACCTCATACACTTTTTGCAC
TTGATGCAGGCGCTGTTCGTGATGAGTTCCAGATTTTTCGATGGGACGGCGTTAACAGGGGCTTTGCAGGCCA
CAATCAAGACCAAGATTTGCGATCAGCAATGCGGAATTCTACTGTTTGGGTGTATGAGCTATTTGCAAAGGAA
ATTGGTGATGACAAAGCTCGGCGCTATTTGAAGAAAATCGACTATGGCAACGCCGATCCTTCGACAAGTAATG
GCGATTACTGGATAGAAGGCAGCCTTGCAATCTCGGCGCAGGAGCAAATTGCATTTCTCAGGAAGCTCTATCG
TAACGAGCTGCCCTTTCGGGTAGAACATCAGCGCTTGGTCAAGGATCTCATGATTGTGGAAGCCGGTCGCAAC
TGGATACTGCGTGCAAAGACGGGCTGGGAAGGCCGTATGGGTTGGTGGGTAGGATGGGTTGAGTGGCCGALCTG
GCTCCGTATTCTTCGCACTGAATATTGATACGCCAAACAGAATGGATGATCTTTTCAAGAGGGAGGCAATCGT
GCGGGCAATCCTTCGCTCTATTGAAGCGTTACCGCCCAACCCGGCAGTCAACTCGGACGCTGCGCGATAAAAC
CGCGCAGCGCCGGTTACTTCAACGTTAGGCCGCACGGAATCAACATCTCATGTCCGCCAACAATGCCGCAATA
GTTCTACGAGTCATGGCCGAGAACGATCTGCCAATGCTCCATGCTTGGCTGAACCGCCCCCACATAGTCGAGT
GGTGGGGCGGCGAGGATGAACGCCCAACTCTTGACGAAGTCTTAGAACACTATTCGCCCGAAGTTCTGGCAAA
GCAAGCTGTAGTGCCTTACATCGCAATGCTAGATGACGAACCCATCGGCTACGCCCAATCCTACATCGCACTT
GGAAGTGGCGATGGATGGTGGGAAGACGAAACTGATCCAGGGGTCCGCGGGATTGACCAGTCTTTGGCTAATC
CATCACAGTTAAACAAGGGGTTGGGTACAAAGCTCGTACGCTCGCTCGTTGAACTCCTGTTTAGCGACCCGGC
CGTAACGAAAATCCAAACCGATCCATCTCCTAGCAACCATCGCGCCATTCGCTGCTACGAGAAGGCCGGGTTC
GTTCAAGAAAAAAACATCCTCACACCTGACGGCCCTGCGGTGTACATGGTCCAAACACGCCAGGCGTTCGAAA
GCCTGCGCAATGCTGCCTAAAATTGAGGTCAAGGCGGCTCGCGTTCATGAAGAGCCTCATCATCACTCTATCC
ATTCGCATCTCGGCGTGTTTTCCTACGCCTTGGCATCTGTCCCTAGCCTAACTGGGCGCTCAACTGGACATCA
ACGTGCTGCGCACGTTGCTGCCAGTTAACTGGGGCGTTAGATGCCAGATTTGGCGTTGCGTATGCTCACAGAA
AATCGATAGCCGCAAGACTGTTTTTGGCAACTCATAGCCACTACAATTTCTCCTTCATACCGTAG

CCGGGTTGGCATCTAACAATTCATTCAA
GCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAATTCAGGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAAC
TATCAGGTCAAGTCTGCTT

Sekil 4. TSM-30 Kokeninin 1ntegron Smif I Gen Kaseti Niikleotit Dizisi. Sari: Oxa-2;

Mavi aac6’; Pembe: qacF
oxa-2 aac6’ gacF Sull

Sekil 5. TSM-30 Kokeninin integron Simif I Gen Kasetinin Igerdigi Direng Genlerinin

Sematik Goriintiisii.



5. TARTISMA

S. maltophilia, ¢evremizde kaynak sulari, musluk sulari, toprak, bitkiler gibi pek
cok ortamda bulunabilen, mortalite ve morbiditeyi artiran enfeksiyonlara neden olan
onemli patojenlerden biridir (10, 16). Toplum kaynakli enfeksiyonlarinin varligma dair
yayinlar bulunsa da asil olarak hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan nonfermentatif
Gram negatif bir ajandir (29, 40, 48, 49). Hastane ortamininda musluk baslari, banyolar
gibi genel kullanim alanlar1 disinda ultrasonografik goriintiileme cihazlarinin basliklari ve
bu islemde kullanilan jeller, diyalizatorlerin aparatlar1 gibi malzemelerde {ireyerek
kontaminasyonlara yol agabilmektedir.

Bir enfeksiyonun hastane enfeksiyonu seklinde tanimlanmasi i¢in etken olan
mikroorganizmanin, hastanin hastaneye yatisindan en az 48 saat sonra izole edilmesi
gereklidir (73). Bizim calismamizdaki SXT direngli S. maltophilia’larin ¢ogunlugu
(%90.63’1) hastane kaynakli idi.

S. maltophilia; hastanelerde, ozellikle YBU’lerinde, uzun siireli yatan, genis
spektrumlu antimikrobiyal tedavi alan, kistik fibrozisli, transplantasyon hastalar1 ve
maligniteli olgularda infeksiyon olusturma egilimindedir (50, 51). Calismamizda 2006 -
2011 yillar1 arasinda laboratuvarimizda izole edilen 339 hastaya ait 618 S. maltophilia
kokeni retrospektif olarak incelemeye alinmis ve kdkenlerin %39.8°1le en stk YBU’lerinde
saptandigi  goriilmiistiir. Ileri incelemeye aldigimiz SXT direngli S. maltophilia
kokenlerinin oldugu grupta da %49.9 ile YBU’lerinin siras1 degismemektedir. Bizim
calismamiza benzer sekilde Samonis ve ark (74) Yunanistan’da 2005-2010 yillar1 arasinda
bir iiniversite hastanesinde S. maltophilia enfeksiyonunu YBU’sinde %20 seklinde tespit
etmislerdir. Fransa’da dokuz egitim hastanesinin katildig1 bir ¢alismada 2001 - 2008 yillar
arasinda cesitli hasta Orneklerinden izole edilen nonfermentatif bakterilerin prospektif
incelenmesi yapilmistir. Bu siire iginde 31 hasta YBU tedavi goérmiis ve onlarin 19
tanesinde S. maltophilia iiremesi goriilmiistiir (75). Ulkemizde Yildirim ve ark (76) 36
giinliik YBU izlemde 5 vaka tespit etmisken; Oztiirk ve Sahin (77) izole ettikleri 33 S.

maltophilia kokeninin 26’sinin YBU kaynakli oldugunu saptamustir. Bizim hastanemizde
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2001 yilinda yapilan incelemede Caylan ve ark (8) YBU’lerinde %359 oraninda
bulmuslardir.

Literatiirdeki veriler daha ¢ok eriskin populasyona ait olsa da S. maltophilia
yenidogan ve pediatrik yas grubu i¢in goriilme siklig1 artan hastane enfeksiyonu etkenleri
arasindadir. SENTRY Antimicrobial Surveillance Program’nin 2004 yilinda yaptiklar
aragtimada Latin Amerika, Kuzey Amerika ve Avrupa’da pediatrik yas grubundan etken
patojen olarak toplanan kokenler arasinda S. maltophilia tim bolgeler i¢inde 15., Latin
Amerika’da 10., Kuzey Amerika’da ise 13. siray1 almistir; Avrupa’da ise patojen olarak
goriilmemistir (42). Bizim g¢alismamizda hem SXT direngli hem de SXT duyarli S.
maltophilia iiretilen hasta gruplari incelendiginde, biiyiik kismimi yenidogan YBU’indeki
bebeklerin olusturdugu goéze carpmaktadir. Bu izolatlarin birbirlerine yakin tarihlerde
tretildiklerini gbdz Onilinde tutulursa nasocomial c¢apraz enfeksiyon olabilecegi akla
gelmektedir. 2006 - 2008 yillar1 arasinda Mutlu ve ark (9) hastanemiz yenidogan
YBU’sinde izole edilen S. maltophilia kokenleriyle ilgili vaka-kontrol galismasi
yapmuslardir. Bu ¢aligmada trakeal aspirasyon orneklerinde %46 enfeksiyon orani tespit
etmisler ve risk faktorleri olarak uzun siireli hastanede yatis, invaziv girisimler ve genis
spektrumlu antibiyotik kullanimimi belirlemislerdir. Hastalarin gerekli tedavileri igin
invaziv iglemlerden uzaklasmak miimkiin olamayacagindan ¢apraz enfeksiyonlari
engellemede saglik personelinin el hijyenine dnem verilmesine dikkat ¢ekmislerdir (9).
Benzer yorum Gulcan ve ark (78) tarafindan 2004 yilinda yenidogan YBU’nde tespit
ettikleri 3 vakada da s6z konusu olmustur.

S. maltophilia solunum yolu enfeksiyonu, endokardit, iiriner sistem enfeksiyonlari,
endoftalmit, yara ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi pek cok klinik tabloya yol
acabilmektedir (21, 49). Calisma siirecinde izolasyon yapilan 6rnekler retrospektif olarak
incelendiginde %358 ile birinci siray1 solunum yolu drneklerinin aldig1 géze carpmaktadir.
Solunum yolu Orneklerinin ardindan; idrar, kan ve yara Ornekleri gelmektedir.
Gopalakrishnan ve ark. (79) Ohlo’da iki farkli hastanede YBU’lerinde izole edilen S.
maltophilia kokenlerinin retrospektif incelemesini yaptiklar1 ¢alismalarinda ve kendi
aragtirmalartyla karsilastirma yaptiklar1 bes farkli yayinda bizim sonuglarimiza benzer
oranlar saptanmistir. Kore’de dordiincii basamak bir hastanede 2009 yili boyunca toplanan
kokenler ise sirastyla solunum yolu Ornekleri, idrar, kan ve piiy Orneklerinden izole
edilmistir (80). Giilmez ve ark (5) ise bizimle uymlu olarak en sik solunum yolu
orneklerinden S. maltpohilia kokeni izole etmislerdir. Kendi hastanemiz verilerine

baktigimizda ise Caylan ve ark (8) en sik %47 ile kan ve %34 ile trakeal aspirat
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kiiltiirlerinde S. maltophilia ftrettiklerini bildirmislerdir. Sonuglar karsilagtirildiginda,
mikroorganizmanin {iretildigi enfeksiyon bdlgelerinde yillar iginde biiylik farkliliklar
gelismedigini gostermektedir. Calismamizin asil inceleme alani olan SXT direngli S.
maltophilia kokenlerinde de genel bakistaki durum degismemekte ve ayni sekilde en sik
materyal tliri olarak solunum yolu 6rnekleri goriilmektedir.

S. maltophilia enfeksiyonlar1 agisindan risk altindaki hasta populasyonu tim
diinyada hizla artmaktadir. Bu olumsuz gidisatta kemoteropatik ilaglar ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin kullanimi, invaziv girisimlerin medikal tedavinin bir pargasi haline
gelmesi gibi unsurlar 6nemli rol oynamaktadir (81). Calisma grubumuza baktigimizda risk
faktorleri: YBU’de uzun siireli yatis, malignensi, hematolojik malignite, kalitsal ndrolojik
hastaliklar, immun siipresyon yapan organ disfonksiyonu, diabetes mellitus, solid organ
transplantasyonu, tiiberkiiloz, solunum sistemi patolojisi seklindedir. Malignensi
hastalarinda, enfeksiyonlar yoniinden diger hasta gruplarindan farkli olarak kemoterapinin
indiikledigi ndtropeni, oraintestinal mukozada hasarlanma, graft-versus-host hastaligi ve
diyare gibi ek faktorler de bulunabilmektedir. Bircok kanser tedavi merkezinde Gram
pozitif bakteriler Gram negatiflerden daha fazla goriilmektedir. Fakat bu durum
nonfermentatif Gram negatifler pencerisinden bakildiginda degismektedir. Malignensi
hastalarinda nonfermentatif Gram negatif basillerin, 6zellikle S. maltophilia, enfeksiyonlari
giderek artmaktadir (82). Bizim inceleme grubumuzdaki SXT direngli S. maltophilia
iireyen hastalarin %21.9°’unda c¢esitli kanser tiirleri bulunmaktadir. Bunlarin %6.3’{inii
hematolojik maligniteler olusturmaktadir.

Komorbidite etkenlerinden sayilan diabetes mellitus da goz ardi edilemeyecek
noktalardandir. Gopalakrishnan ve ark. (79) 1999 yilinda yaptiklart retrospektif bir
calismada 143 hastada %18.2 seklinde saptamistir. Bizim ¢alismamiza dahil edilen SXT
direngli S. maltophilia kokenlerinin {iredigi 32 hastanin %25’inde diabetes mellitus
hastalig1 bulunmaktadir.

Otozomal resesif gegis gosteren kistik fibrozis hastaligi yasam siiresini kisaltan
yaygin hastaliklardan biridir. CFTR (kistik fibrozis transmembran kondiiktans regiilatorii)
proteininde olusan bozukluk nedeniyle akcigerlerde kronik hastaliklara yol agmaktadir. Bu
hastalarda en sik alt solunum yolu enfeksiyonuna neden olan patojen Pseudomonas
aeruginosa’dir. Ancak son yillarda Burkholderia cepacia complex, Stenotrophomonas
maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans da tehdit olusturan ajanlar arasina girmistir (83). S.
maltophilia enfeksiyonlari igin risk faktorlerinden biri olan kistik fibrozis higbir

hastamizda bulunmamaktadir.
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Calismamizdaki SXT direngli kokenler %53.1°i monomikrobiyalken, %46.9’u
polimikrobiyaldir. En sik eslik eden mikroorganizma %15.6 ile Pseudomonas
aeruginosa’dr. Ikinci sirada ise %9.4 ile Staphylococcus aureus gelmektedir. Singapur’da
18 yasindan biiyiikk, S. maltophilia kiiltirii pozitif hastalarda yapilan bir ¢alismada
monomikrobiyal kiiltiir oranin1 %37.7, Pseudomonas aeruginosa birlikteligini ise %23.3
olarak bulmuslar. Bunun yami sira Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (%24.7),
Enterococcus spp. (%22), Acinetobacter baumannii (%22), Klebsiella spp (%17.3),
Escherichia coli (%9.3)’nin birlikte tiremeleri gosterilmistir (84). Cografik agidan yakin
komsumuz olan Yunanistan’da 2005 -2010 yillarinda yapilan restrospektif ¢calismada tiim
birimlerden goénderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen S. maltophilia kokenlerine siklik
sirasina gore Klebsiella pneumoniae (%10.3), Pseudomonas aeruginosa (%8.8),
Acinetobacter spp. (%5.9), Achromobacter xylosoxidans (%2.9), Escherichia coli
(%1.5)nin  eslik ettigi tespit edilmistir (74). Ulkemizde Hacettepe Universitesi
hastanesinde Gililmez ve ark (5) yaptiklari ¢galismada bizim sonuglarimiza benzer sekilde S.
maltophilia’ya eslik eden diger bakterileri s0yle siralamiglardir: Pseudomonas aeruginosa
(%24.7), Staphylococcus aureus (%20.1), Klebsiella spp. (%12.1), Acinetobacter spp.
(910.3).

Glinimiizde farkli cografik bolgelerden hatta farkli hastanelerden izole edilen
kokenlerin antibiyotik duyarlilik profillerinin degisiklikler gosterdigi bilinmektedir (6, 41).
S. maltophilia karbepenemler gibi genis spektrumlu pek ¢ok antibiyotige dogal direng
tasimaktadir (10). Tasidig1 intrensek direncglere ek olarak her gecen giin diinyanin farkli
bolgelerinden kazanilmig direng raporlar1 bildirilmektedir (6, 43, 47). Kazanilmis
direnglerle ilgili olarak ¢ogunlukla mobil gen bolgeleri suglanmaktadir (55). Bu konuyla
ilgili olarak ozellikle son yillarda kendilerine komsu genleri yanida tasiyabilen ISCR
elemanlar1 giindeme gelmeye baglamistir (60). Bu durum klinisyenlerin elinde S.
maltophilia tedavisinde kullanabilecekleri az sayida ajan kalmasina neden olmaktadir. Pek
cok otor ilk tercih edilmesi gereken ilacin SXT oldugunu bildirmektedir. Ancak bu ajana
kars1 da direng gelistigi yoniinde sesler giderek yiikselmektedir (6, 40, 41, 42).
Calismamizda 2006-2011 yillar1 arasinda izole edilen 339 hastaya ait S. maltophilia
suslarini incelenmis ve %9.4’linli SXT direngli oldugunu goriilmiistiir. Sader ve Jones’nin
(7) SENTRY Antimicrobial Surveillance Programi (1997-2003) dahilinde yaptiklar
calismada tiim diinyadan cesitli 6rneklerden toplanan 3059 nonfermentatif Gram negatif
basillerin (Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. suslari harig) en biiylik kismini

%59.2 (2076) ile S. maltophilia suslar1 olusturmaktadir. Bu S. maltophilia suslarinin
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%4.7’sinde SXT direnci saptanmistir (7). Malezya’da Neela ve ark (43) 2008 Ocak -
Aralik tarihleri arasinda 56 S. maltophilia iiremis hasta izolati iginde bir tane SXT direngli
sus saptamiglardir. Kore’de 2009 yilinda toplanan 90 ornekte %4 oraninda direng
saptanmustir (80). Hu ve ark (47) Cin’de yaptiklar1 ¢alismada S. maltophilia tiremis 102
hastada %30.4 oraninda direng saptamislardir. Yunanistan’da ise direng orani %13.2 olarak
bulunmustur (74). Ulkemizde bu konuda yapilan yaymlari inceledigimizde 2005°te Tatman
Oktun ve ark (45) Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yaptiklar1 arastirmada
cesitli orneklerden izole ettikleri 52 susta %98.1 oraninda duyarlilik diizeyi gérmiislerdir.
Nazik ve ark (85) Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’inde kistik fibrozisli hastalardan
tiretilen S. maltophilia suslarinda SXT duyarliligin1 %100 olarak belirlemislerdir. Tiirk
Dag1 ve ark (86) Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2007 - 2010 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinde {ireyen S.
maltophilia izolatlarinda SXT direncini %10 olarak saptamislardir. Giilmez ve ark (86)
2010 yilindaki yayinlarinda SXT diren¢ oranint %4 olarak bulmusken, 2005 yilindaki
yayinlarinda %28.3 olarak tespit etmislerdir (5). Zer ve ark (88) Gaziantep Universitesi T1p
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari mikrobiyoloji birimine Ocak 2007 - Ocak 2008
tarihleri arasinda gonderilen cesitli orneklerde yaptiklari calismada SXT duyarliligni
%097.3 olarak belirtmiglerdir. Hastanemiz verilerini incelersek Caylan ve ark (8) 2004’te
tiim yas gruplarinda ve tiim 6rneklerde S. maltophilia’da SXT direng oran1 %2.3, Mutlu ve
ark (9) yenidoganlarda yaptiklar1 calismada %3 olarak tespit etmislerdir. Calismamiz
sonucunda goriildiigii tizere tiim diinyada oldugu gibi bizim hastanemizde de S. maltophilia
direng sorunu giderek artmaktadir.

S. maltophilia SXT’ye kars1 direng efluks pompa sistemi, biyofilm olusumu gibi
nedenlere bagl olabilecegi gibi bizim ¢alismamizda arastirdigimiz mobil direng genleriyle
de gelisebilir. Lévesque ve ark (70) kullandigr 3°CS ve 5°CS primerleriyle yaptigimiz
tarama sonucunda 32 hasta susunun sadece bir tanesinde integron smif I geni tespit
edilmistir. Toleman ve ark. (6) sull-F ve sull-R primerleriyle yapilan taramada ise
integron sinif I tespit ettigimiz susta sull geni de pozitif bulunmustur. Bizim sonucumuza
benzer sekilde Neela ve ark (43) da 64 sustan birinde integron smif I ve sull genlerini
tespit etmislerdir. Toleman ve ark (6) tiim diinyadan toplanan 25 SXT direngli S.
maltophilia sugsunun 17’sinde integron siif I ve sull geninin birlikteligini gostermisler ve
bu ¢aligmayla Kuzey Amerika ve Avrupa’da ilk defa sull tasiyan S. maltophilia izolati
raporlamiglardir. Kore’de Song ve ark (89) 2007 - 2009 yillar1 arasinda ii¢ {iniversite
hastanesinde toplanan 120 S. maltophilia susunun 19’unu SXT direngli bulmus, bu suslarin
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icinde de 10 tanesinde integron smif I ve sull birlikteligini saptamisken; ayni durum
Cin’de 2006 - 2009 yillar1 arasinda 31 adet SXT direngli S. maltophilia susunun 21’inde
gorilmistir (47).

Calismamizda bir izolatta PZR islemi ile amplifiye etti§imiz integron simif I gen
kasetinin niikleotid dizi analizini inceledigimizde beta-laktamaz geni (oxa2),
aminoglikozid diren¢ geni (aac6’) ve kuarter amonyum direncine yol acan qacF genin
varligi gorilmiistir. Bu dizilimin hemen yaninda ise sull geni bulunmaktadir.
Integronlarm aktarilabilir olan gen bélgeleri olduklar1 géz oniinde tutulursa tespit ettigimiz
gen kasetini tasiyan S. maltophilia susunun direng¢ genleri agisindan rezervuar rol
oynayabilecegini diisliniirmektedir.

Literatiirde ¢alismamiza benzer arastirmalar incelendiginde Tayvan’da ve
Malezya’da kuarterner amonyum diren¢ genleri bulunmus ve bu genleri SXT direnci
olugmasinda etkili oldugu vurgulanmistir. Bu maddeyi igeren dezenfektanlarin Onerilen
dozlarin {izerinde kullanilmasi hastanelerde diren¢ miktarinin artmasina neden olacagina
deginmektedirler (43). SENTRY’nin 2007°deki bes farkli kitada yaptigi c¢alismada
amplifiye ettikleri sinif I integronlarin igerikleri; Almanya ve Brezilya suslarinda sul ve
gac genlerini, ABD ve Sili suslarinda aacA4 genini, Meksika’dan gonderilen 2 susta ise
aacA7 ve aadA5 genlerini tespit etmislerdir (6). Cin’de yapilan ¢alismalarda ise ¢ogunlukla
aminoglycoside-3"-adenylyltransferases  (aadA), aac, dfrA,  chloramphenicol
acetyltransferase (cat) genlerinin farkli birlikteliklerini igeren gen kasetleri tespit
etmiglerdir (47, 90). Kore’de ise aacA4, aadAl, aac6-1l ve gac genlerinden olusan
integron sinif I bulunmustur (89). Tayvan’da yapilan bir ¢aligmada bizim sonucumuza
benzer direngler igerse de dizilimleri (aacA4, aadB, aacC4, aacA6-Ib, smr, smr/aacA4,
gac, cmlA, catB2 ve blaIMP-8/aac6-11/aadA5) farklidir (32). Biitiin bu incelemelerin
sonucun ¢alismamizda tespit ettigimiz integron sif | gen kasetinin sahip oldugu gen
dizilimi ilk kez ¢alismamizda bulunmustur.

Calismamizda Teloman ve ark (6) kullandigi SXT direncini gosteren diger
primerlerle yapilan PCR’larda sul2, dfrA9, dfrA10 ve dfrA20 genlerinin boyutlarinda bant
tespit edilmemistir. Ayrica mobil ISCR genlerini genel olarak tarayan CRF primerleriyle
yapilan PCR sonucu amplifikasyon bandi1 saptanamamustir. sul geniyle beraber bulunabilen
kloramfenikol direncini gosteren flo geni PCR’la amplifiye edilmeye ¢alisilmis ama jel
elktroforezde bant goriilmemistir (6).

Sonu¢ olarak; PZR isleminde amplifikasyon goremedigimiz SXT direngli S.

maltophilia suslarmin SXT antibiyotigine kars1 direng gelistirmesinin ¢alistigimiz genler
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disinda kalan gen bdlgelerinin varligina bagl olabilecegi ya da efluks pompa sistemi,
biyofilm olusturma gibi farkli mekanizmalardan kaynaklanabilecegi kanaatine varilmistir.
Integron gen Kkasetlerinin aktarilabilir olabilecegi goéz oOniinde tutularak sadece S.
maltophilia’da degil farkli tiirdeki bakterilerin tedavisinde de zorluklara yol agabilecegi

unutulmamalidir.



6. ONERILER

Integron smif I gen kaseti tespit edilen susta genin aktarilabilir oldugu konjugasyonla

yontemi ile arastirilmalidir.

Uygulanan PZR islemlerinde amplifikasyon goriilmeyen suslarda SXT direncine neden

olan diger mekanizmalar arastirilmalidir.

S. maltophilia nin SXT direng oranlarini diigiirebilmek i¢in;

— uygun antibiyotik politikalar gelistirilmeli,

— yabanci cisimlerin uzun siire kullanilmasindan kaginilmali,

— gerekli enfeksiyon kontrol politikali uygulanmali,

— hasta ve saglik personeline hastane enfeksiyonlarini dnlemeye yonelik egitimler
verilmeli,

— ampirik tedavide basariyr belirleyen bakteri-ilag iliskisinin bilinmesi i¢in sik
araliklarla direng arastirmalar1 yapilmali,

— farkl cografik bolgelerde antimikrobiyal duyarliliklar izlemek amaciyla siirveyans

calismalar1 diizenlenmelidir.
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7. OZET

Non-fermentatif Gram negatif basil olan Stenotrophomonas maltophilia, hastane
enfeksiyonlar1 ve firsat¢t enfeksiyonlar acisindan giderek artan bir 6neme sahiptir. Cesitli
mekanizmalart kullanarak aminoglikozidler, beta-laktamlar, tetrasiklinler gibi pek cok
genis spektrumlu antibiyotige direng gosterir. Bu durum klinisyenlerin ampirik tedavi
seceneklerini oldukga kisitlamaktadir. Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) hem etki giicii
hem de kullanilabilen hasta profilinin genisligi nedeniyle tedavide ilk tercih olarak dnerilen
antibiyotiktir. Ancak son yillarda farkli cografi bolgelerde yapilan caligmalarda bu
antibiyotige kars1 da direng goriildiigii bildirilmeye baglanmistir.

Calismamizda 339 hastaya ait 618 izolat S. maltophilia olarak tanimlandi. Phoenix
identification/antimicrobial susceptibility testing (ID/AST) (Becton Dickinson Diagnostic
Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) otomotize mikrobiyoloji sistemi ve agar diliisyon
yontemi ile SXT direnci saptanan 32 farkli S. maltophilia izolatinda dirence neden oldugu
bilinen genler (sull, 2, dhfr geni, ISCR gen boélgeleri ve smif I ve II integron gen kasetleri)
0zgiil primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle arastirildi. Ardindan
amplifiye edilen iirtinlerin niikleotit dizi analizleri yapildi. Bu islemlerin sonucunda bir
izolatta integron Sinif I gen kaseti ve sull geninin varlig1 tespit edildi. Gen kasetinin
niikleotit dizi analizi incelendiginde ise oxa2, aac’6 ve gacF diren¢ genlerini igerdigi
belirlendi. Literatiir taramasi sonucunda ¢alismamizda tanimlanan antibiyotik direng
genleri dizisinin daha 6nce raporlanmadigi goriildii.

Integronlarm aktarilabilir gen kasetleri olduklar1 géz oniinde tutuldugunda, tespit
edilen susun direng genleri agisindan rezervuar olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak
hastanemizden izole edilen S. maltophilia kdkenlerinde SXT antibiyotigine karsi direng
olusturacak genlerin varhigina dair epidemiyolojik veriler elde edildi. Bu veriler
hastanemizdeki Stenotrophomonas maltophilia salginlarinin takibi, nazokomiyal bulasin

Onlenmesi ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerini desteklemede kullanilabilecektir.
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8. SUMMARY

Stenotrophomonas maltophilia which is a non-fermentative Gram-negative bacilli
has an increasing importance in terms of nosocomial infections and opportunistic
infections. By using the various mechanisms, it shows resistance to many broad-spectrum
antibiotic such as aminoglycosides, beta-lactams, and tetracyclines. This situation is quite
limiting for empirical treatment options for clinicians. Because of the potency and the
width of the patient profile that can be used, trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) is
recommended as the first choice antibiotic treatment. However, in recent years, studies in
different geographical regions have been reporting a resistance against this antibiotic.

In our study, 618 isolattes of 339 patients identified as Stenotrophomonas
maltophilia. The genes that are known as SXT resistance detemining genes (sull, 2, dhfr
gene, ISCR gene regions and class I, 11, integron gene cassettes) studied by using specific
primers for polymerase chain reaction method in 32 isolates which had been detected the
presence of SXT resistance by Phoenix identification/antimicrobial susceptibility testing
(ID/AST) (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, USA) otomotize
microbiolgy system and agar dilution methods. As a result of this assay in one strain class |
integron gene cassette and sull gene detected. Nucleotide sequence analysis of the gene
cassette is determined that it contains oxa 2, aac'é and gacF resistance genes. The literature
review identified that this antibiotic resistance genes which are detected by our study were
not reported before.

Integrons are mobile gene cassettes therefore they can be a reservoir of resistance
genes. Thus, the strain which is identified thought the study is imprtant fort he transfer of
resistance genes to other bacterias. As a conclusion, epidemiological data obtained for the
presence of SXT resistance genes in Stenotrophomonas maltophilia strains that are isolated
at our hospital. These data can be used to support follow up of outbreaks, prevention
transmission and taking control measures of nosocomial infections of Stenotrophomonas

maltophilia in our hospital.
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