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Nozokomiyal ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda en sik kargilasilan etkenler
arasinda yer alan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae'nin insan sagligi igin
tehlikeli enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, apse, bronsiyal
aspirasyon, idrar, kan, plevral eflzyon, safra, trake, vicut sivisi ve yara materyalleri,
kateter ucu, kulak sivisi ve rektal suruntu kulttrlerinden izole edilen 50 E.coli ve 50
K. pneumoniae Klinik izolatinin karbapenemaz gen bdlgeleri ve virtlans faktorlerin
varhgi Multiplex-PCR kullanilarak saptandi.

Calisma kapsaminda toplanan E.coli ve K.pneumoniae izolatinin %44’Unde
(E.colide 11, K.pneumoniae'de 33) OXA-48 tip karbapenem direnci saptandi.
Bunun yaninda K. pneumoniae izolatlarinin birinde yalnizca NDM-1, dérdinde hem
OXA-48 hem de NDM-1 direnci bir arada goralmustur.

E.coli izolatlar arasinda siklikla rastlanan virtlans gen bdlgeleri sirasiyla; %92
oraninda ferrik aerobaktin Uretiminden sorumlu olan JutA, %90 aerobaktin
uretiminden sorumlu olan aer ve %84 tip | fimbriya'y1 kodlayan fimA gen bolgeleridir.
fimA ve afa gen bdlgelerinin karbapenem direncli ve duyarli suslar arasinda fimA ve
afa gen bdlgelerinde dnemli derecede fark oldugu gorulmustir (fimA ve afa; P<
0.05). Ayni zamanda, tip | fimbriyanin (fimA) idrar yolu enfeksiyonlarina, P



fimbriyanin (pap) komplike idrar yolu enfeksiyonlarina, S fimbriya (sfa) ve afimbriyal
adezinin (afa) ise; idrar diginda diger enfeksiyonlar ile iligkili oldugu saptanmistir.

K. pneumoniae izolatlarinda ise, siklikla rastlanan gen bodlgeleri sirasiyla; %88
kapsul ile iligkili wabG, %86 kapsul lipoproteini ile iligkili uge, %80 dig membran
proteini ile iligkili ycfM ve %72 oraninda enterobaktin tGretiminden sorumlu entB gen
bolgeleridir. Caligma kapsamindaki virulans gen bolgelerinin direngli ve duyarli
suslar arasinda onemli derecede fark olmadigi gorulmastir (P=0.05). Bunun
yaninda, tip 1 (fimH) ve tip 3 (mrkD) fimbriyalarin idrar yolu enfeksiyonu ve
pnomoniye 6zgu faktorler oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda izolatlarin
sahip olduklari karbapenem direncinde ve gesitliliginde artis saptanmistir. Ayni

zamanda enfeksiyonlara 6zgu virtlans faktorler ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, karbapenemaz, multi

direng, multiplex pcr, OXA-48, NDM-1, virtilans faktor.
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Escherichia coli and Klebsiella pneumonia are most common factors of nosocomial
and community acquired infections. They are known as major threats on public
health. In this study, 50 E.coli and 50 K. pneumoniae clinic specimens isolated from
abscess, bronchial, urea, blood, catheter, ear, pleural efusion, rectal, bile, tracheal,
body fluid and wound cultures were collected and their carbapenemase gene
regions and presence of virulence factors of these isolates were determined by
using Multiplex-PCR.

OXA-48 type of carbapenem resistance was determined as 44% of the total isolates
(11 specimens for E.coli, 33 specimens for K. pneumoniae) collected in this study.
In addition for K. pneumoniae isolates, NDM-1 resistance in one, OXA-48 and NDM-
1 resistance in four specimens were detected.

Virulence gene regions that encountered among E.coli isolates were 92% iutA, 90%
aer and 84% fimA, which are responsible for ferric aerobactin, aerobactin and Type
| fimbria production, respectively. There was a significant difference in fimA and afa
gene regions between carbapenem resistant and sensitive strains (fimA and afa; P<

0.05). The relations of Type | fimbria (fimA) with urinary tract infections, P fimbria



(pap) with complicated urinary tract infections, S fimbria (sfa) and fimbrial adezine
(afa) with other infections except urinary tract infections were determined.

As for K. pneumoniae isolates, gene regions that commonly encountered were 88%
wabG, 86% uge, 80% ycfM and 72% entB, related with capsula, capsula lipoprotein,
external membrane protein and responsible for enterobactin production,
respectively. There was no significant difference between resistant and sensitive
strains in virulence gene regions (P20.05). On the other hand, type 1 (fimH) and
type 3 (mrkD) fimbria were determined as specific factors for urinary tract infections
and pneumonia. According to the result of this study, an increase in the carbapenem
resistance and diversity of isolates were determined. It was also determined that

specific virulence factors takes part in certain infections.

Keywords: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, carbapenemase, multi

resistance, multiplex pcr, OXA-48, NDM-1, virulence factor.
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1. GIRIS
Ulkemizde, nozokomiyal enfeksiyon etkenleri iginde, gram negatif bakteriler 6n
sirada yer almakta ve Enterobacteriaceae ailesine ait mikroorganizmalar klinik
orneklerden en sik izole edilen bakteri grubunu olusturmaktadir [1,2]. Son yillarda

bu grup igerisinde ilk sirayi nozokomiyal enfeksiyonun yani sira toplumsal

enfeksiyonlarda da siklikla rastlanan E.coli ve K.pneumoniae paylasmaktadir [3, 4].

Gunumuzde uygulanan enfeksiyon kontrol oOnlemlerindeki gelismelere karsin
nozokomiyal ve toplumsal enfeksiyonlarda antibiyotiklere kargi direng oranlari hizla
artmakta, tedavi segimi ve etkinliginde sorunlar ortaya ¢cikmaktadir. Bu artan direng
orani, Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarinda tedaviyi zorlagtiran, mortaliteyi ve

tedavi maliyetlerini ciddi oranda artiran énemli bir unsurdur [5].

Hastane kaynakli gram negatif bakterilerdeki direncin hizli yayilmasi son
donemlerde kullanilan antibiyotiklerin hemen hepsine direncgli bakterilerin ortaya
¢lkmasina yol acarak son derece tehlikeli gelismelere neden olmaktadir [3]. Son
yillarda ise; Enterobacteriaceae Uyelerinde her tip karbapenem direnci gosteren
E.coli ve K.pneumoniae kaynakli enfeksiyonlar onem kazanmaya baglamistir [6, 7].
Karbapenemaz gen bolgelerinin ¢godunun transfer edilebilir (plazmid) genler
tarafindan kodlanmasi, bu direncin hizli bir sekilde yayilimini saglamakta ve
uluslararasi boyutta toplum saghgdr icin ciddi bir tehdit olusturabilecegini

gOstermektedir [8].

Karbapenem direncinin yani sira E.coli ve K.pneumoniae izolatlari neden olduklari
enfeksiyonlarla iligkili olarak kapsul olusumu, mukoid koloni, allontoin
metabolizmasi, siderofor olusturma, hemolitik aktivite ve fimbriya varligi gibi bircok
virllans faktorlere sahiptirler [9, 10]. Bu virllans faktorlerinin gosteriimesi ve
enfeksiyonlar ile iligkilerinin belirlenmesi; mevcut enfeksiyon kaynaginin
saptanmasinda, yaylliminin dnlenmesinde ve 6zellikle antimikrobik tedavi surecinde

onemli rol oynamaktadir.

Bu calismada, Turkiye'nin bazi illerindeki hastanelerdeki klinik orneklerden izole
edilen E.coli ve K. pneumoniae izolatlarinin karbapenemaz (KPC, NDM-1, OXA-48,
IMP ve VIM) gen bdlgelerinin ve neden olduklari enfeksiyonlarla iligkili olan virilans
faktorlerinin ortaya cikisindan sorumlu gen bdlgelerinin varligi Multiplex-PCR

kullanilarak saptanmistir. Bunlara ilaveten, E.coli ve K.pneumoniae kaynakli



enfeksiyonlarda virilans gen bodlgelerinin bulunma sikhgi belirlenmistir. Calisma
dogrultusunda saptanan virtlans faktor ve karbapenemaz gen bdlgeleri arasindaki
olasi iligki degerlendirilerek bu izolatlarin sahip olduklari virilans gen bdlgelerine

0zgu genotipler ortaya ¢ikartiimistir.

Bu galisma kapsaminda klinik orneklerden izole edilen karbapenem direncli E.coli
ve K.pneumoniae suslari bir arada toplanarak herhangi bir salgin durumunda bu
turlerin teshisi icin kolaylik saglayacak olan referanslar da elde edilmistir. Bu
baglamda stok kulturleri hazirlanan E.coli ve K.pneumoniae izolatlari Hacettepe
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélim{'nde yer alan Mikrobiyal Taksonomi ve

Kaltur Koleksiyonlari Laboratuvari’nda, -20°C de saklanmisgtir.

Bu calisma ile nozokomiyal enfeksiyonlarda 6nemli rol oynayan E.coli ve
K.pneumoniae'nin son yillardaki karbapenem direncinde ve cesitliligindeki artig
saptanmis olmaktadir. Ayni zamanda bu izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlar ile
sahip olduklari virilans faktor cesitlilikleri de ortaya konmustur. Calisma Turkiye'deki
E.colive K.pneumoniae kaynakli enfeksiyonlarin gerek yaylliminin 6niine gegilmesi
gerekse tedavi slrecinin dogru bir sekilde planmasi acgisindan 06nem

gOstermektedir.



2. GENEL BILGI

Escherichia coli Uriner sistem enfeksiyonu, neonatal menenijit, sepsis ve barsak
enfeksiyonlarina diger Enterobacteriaceae ailesi Uyelerine kiyasla daha siklikla
neden olur ve toplum kdkenli idrar yolu enfeksiyonlarinin % 80’inden sorumludur
[11]. Yara enfeksiyonlari, immunslprese hastalarda nozokomiyal pnémoniler, sik
kargilagilan enfeksiyonlari arasindadir. Ayni zamanda E. coli nozokomiyal gram

negatif bakteremilerde etken olarak ilk sirada yer almaktadir [12].

Enterobacteriaceae ailesi igerisinde yer alan E. coli, 1,0-1,5 ym ¢apinda ve 2-4 ym
uzunlugunda, diz, uglari yuvarlak basillerdir. Besiyerinde hafif kabarik, 1-2 mm
¢apinda, S tipi koloniler olustururlar [13]. Kapsul iceren bazi suslar mukoid (M)
koloniler olusturabilmektedir [14, 15]. Genellikle peritris kirpikleri sayesinde
hareketlidirler. Gram negatif ve faklltatif anaerob 6zellik gosteren E. coli 'nin optimal
ureme sicakhigi 37°C, optimal Ureme pH'si 7.2°dir [13]. E. coli dis etkilere oldukca
dayanikli olup 55°C’de bir saat, 60°C’de 20-30 dakika, oda Isisinda ise uzun sure

canh kalabilmektedir. Soguga direngli, dezenfektanlara karsi direngsizdirler.

E. coli, laboratuvarlarda kullanilan rutin besiyerleri olan %5 Koyun Kanli Agar, Eozin
Metilen Mavisi (EMB) Agar ve MacConkey (MAC) Agar’da kolaylikla Grerler. IMViC
olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri (Triptofandan indol olusturma, metil kirmizisi
testi, Voges Proskauer testi, sitrati kullanma) (++ ——) seklindedir. H2S olusturmazlar.

Ureaz testleri negatiftir [13].

Calisma kapsamimizda yer alan diger nozokomiyal etken Klebsiella pneumoniae
ise; uriner sistem ve nozokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak neden olan bakteriler
arasinda E. coli’den sonra ikinci sirada yer almaktadir [16]. K. pneumoniae'nin
olusturdugu en 6nemli hastalik alkol bagimhlarinda ve akciger fonksiyonlari bozuk
olan kigilerde gortlen pnomonidir. Bunun yaninda; neonatal septisemi, yara

enfeksiyonu ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilmektedir [17].

K. pneumoniae, 0,3-1,0 um capinda ve 0,6-6,0 ym uzunlugundadir. Genis
polisakkarit kapsulleri vardir, buna bagh olarak besiyerlerinde mukoid (M) koloniler
olustururlar ve timu hareketsizdir. Gram negatif ve fakiltatif anaerob 6zellik
gOsteren K. pneumoniae'nin optimal Greme sicakhdi 37°C, optimal Greme pH’si ise
7.0’dir [13]. Isiya dayaniksizdir ve nemli i1sida 55°C’de yarim saatte olurler. Ancak

kuruluga kargi oldukga direnglidir.



IMVIC sonucu izole edilen etkene gore degiskenlik gostermektedir.
K.pneumoniae'de siklikla karsilasilan paternler (- — + +), (+ + + +) ve (— + + +)
seklindedir [18]. (—+—+) IMVIC paternine ise 1960 vyilindan beri birgok
K.pneumoniae'de rastlanmaktadir [19, 20]. Ureyi yavas hidroliz ederler. H2S

uretmezler [13].

2.1. E. coli ve K. pneumoniae'da Antibiyotik Direng Durumu

Penisilinleri, sefalosporinleri ve monobaktamlari hidroliz eden ve genellikle
klavulonik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi 3-laktamaz inhibitdrleri ile inhibe olan
genis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), E.coli ve K.pneumoniae basta olmak
Uzere tim Enterobacteriaceae ailesi tarafindan Uretilebilmektedir [21-23]. Ozellikle
GSBL ureten K. pneumoniae ve E. coli kaynakli enfeksiyonlarda ilk tedavi seceneqi
olan karbapenemlerin giderek artan kullanimi karbapenem direnci sorununu

gundeme getirmistir [24-27].

2.1.1. Karbapenemler

Karbapenemler hem beta laktam grubunun hem de tim antibiyotiklerin en genis
spektrum igeren en etkin Gyesidir [28]. Diger beta laktamlar gibi penisilin baglayan
proteinler (PBP) ile kovalent bag yaparak hlcre duvar sentezini inhibe ederek etki
gostermektedirler. Karbapenemler gram pozitif, gram negatif ve anaeroplara karsi
etkin olmalarina ragmen klinikte en yogun kullanildiklari yer gram negatif bakterilerin

neden oldugu enfeksiyonlardir [29].

Ulkemizde siklikla kullanilan karbapenem antibiyotikleri arasinda piyasaya ilk giren
imipenem, 3 aydan buyuk ¢ocuklarda dahi kullanilabilen meropenem, pnémoni ve
idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde dnemli bir segenek olan ertapenem yer
almaktadir [30, 31]. Bunun yaninda bu grubun en yeni uyesi; komplike
intraabdominal infeksiyonlar, komplike Uriner sistem infeksiyonlari (piyelonefrit),
hastane kokenli pnomoni ve ventilatorle iligkili pndmoni tedavisinde 2007 yilindan

beri kullanilan doripenemdir [32, 33].

Karbapenemler ¢inko metalloenzimlere duyarlidir. Karbapenemleri hidrolize eden
bu enzimler -karbapenemazlar- Enterobacteriaceae’de ilk olarak 1982 (SME-1 tip)
ve 1984 (IMI-1tip) yillarinda saptanmistir [34]. Bu tarihten sonra dinyanin birgok
ulkesinde molekuler yapilari farkli birden ¢ok karbapenemaz 6zelliginde metallo

beta-laktamaz izole edilmistir. Ulkemizde ise 1995 yilindan itibaren giderek artan bir



karbapenem direnci s6z konusudur [28]. Bu artan direng 6zellikle hastane kokenli

gram negatif bakteriler arasinda yaygindir.

2.2. Enterobacteriaceae'de karbapenem direncinin etki mekanizmasi
Enterobacteriaceae’de karbapenem direnci iki ana mekanizma ile gelisebilmektedir:

2.2.1. Porin degigimleri

Porin degisimleri Pseudomonas aeruginosa suslarindaki temel diren¢ mekanizmasi
olup karbapenemler igin 6zel bir porin olan OprD’nin kaybi direng gelisimine yol
acmaktadir [35]. Enterobacteriaceae ailesinde ise; bu porinler OmpF ve OmpC
ailelelerine ait olup P. aeruginosa’da oldugu gibi bu bakteriyel porinlerin sayisi ve
aktivitesindeki herhangi bir degisiklik zardaki antibiyotik direncinin geligsimine yol
acgabilmektedir [36]. Enterobacter spp.’de saptanan karbapenem direnci, OmpC ve
OmpF porinlerindeki modifikasyonlarin yani sira sefolasporinazlari kodlayan
AmpC’nin agiri Uretimi olan ikinci bir mekanizmanin varligi ile gergeklesmistir [37,
38]. Bu mekanizma; K. pneumoniae’de OmpK35/36, E. colide ise; OmpF ve OmpC
tarafindan kodlanan porinlerin modifikasyonlarin yaninda AmpC ya da GSBL'’nin
asiri uretimi ile gerceklesmektedir [36, 39]. Bu tip direng; E. cloacae, E. aerogenes,
K. pneumoniae, P. rettgeri, C. freundii, E. coli ve P. aeruginosa gibi bircok tlrde

saptanmigtir [35].

2.2.2. Karbapenemazlarin varhigi

Karbapenemaz literaturde ilk olarak klinik izolat olan Enterobacter cloacae’de
saptanmis serin karbapenemaz olup kromozomal olarak NmcA geni tarafindan
kodlanmaktadir [40]. Bundan sonra dinyanin her yanindan karbapenem direncli
Enterobacteriaceae rapor edilmeye baglamistir [41]. Karbapenemazlar arasinda en
yaygin olarak gorulenler; serin karbapenemazlar (KPC ve OXA-48) ve metallo-B-
laktamaz karbapenemazlardir (VIM, IMP ve NDM) [42]. Oldukg¢a cesitli olan
karbapenemazlar Ambler molekiler siniflandirma sisteminde aminoasit

homolojisine goére siniflandiriimaktadir.

Sinif A, C ve D B-laktamazlar aktif bolgelerinde bir serin rezidusu tasirken Sinif B
enzimleri (metallo-B-laktamaz) aktivasyon igin ¢inkoya ihtiyag duymaktadirlar.
Nozokomiyal patojenler arasinda tim B-laktamlari hidroliz edebildiginden dolayi
Sinif A, B ve D karbapenemazlar en buyiuk éneme sahipken Sinif C (AmpC) nadir

olarak goérulen kromozomal olarak kodlanan sefalosporinazlari icermektedir. Sinif C



Enterobacteriaceae’de porin kaybl ile gerceklesen direng mekanizmasini kapsayan

grubu olusturmaktadir.

Sinif A B-laktamazlar, aktif bolgelerinde serine ihtiya¢g gostermekte ve penisilin,
sefalosporin, karbapenem ve aztreonami hidroliz eden B-laktamazlardir. Hidrolitik
aktiviteleri in vitro kosullarda klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe edilebilmektedir
[34]. Bu grup, kromozomda kodlanmis SME (Serratia marcescens enzyme), NmcA
(not metalloenzyme carbapenemase), IMI (imipenem-hydrolyzing) ile plazmidde
kodlanmig KPC (Klebsiella pneumuniae carbapenemase) ve GES (Guiana

extended spectrum) enzimlerini igermektedir [35].

Bu gruptaki karbapenemazlardan en yaygin goérilen KPC ailesi; sikhkla K.
pneumoniae'de gorulmektedir ve bu izolatlar genellikle ¢oklu dirence sahiptir. KPC
tip karbapenemaz (KPC-1) ilk olarak 2001 yilinda Kuzey Karolina'da K.
pneumoniae’nin klinik bir izolatinda tanimlanmis ve bunu takiben bir¢cok cesidi
saptanmistir [43-46]. Daha sonra Avrupa, Latin Amerika, Cin, Yunanistan, israil ve
Tarkiye’de gorulmustir [42, 47-49].

Sinif B B-laktamazlar, B-laktamazin etkin hidrolizi icin g¢inkoya ihtiya¢ duymalari
sebebiyle Metallo-B-laktamaz (MBL) olarak da bilinmektedir. Bu enzimlerin en
onemli 6zelligi; monobaktam aztreonam disinda tum B-laktamlari ve karbapenemleri
hidrolize edebilmeleridir. Bu enzimler klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi
klasik B-laktamaz inhibitérlerinden etkilenmezler fakat EDTA (etilen diamin tetra
asetikasit) gibi bir metal selatorl ile inaktive olmaktadirlar [35]. MBL'ler ilk olarak
firsatci bir patojen de olabilen Bacillus cereus, Aeromonas ve Stenotrophomonas
maltophila’da tanimlanmistir [50-52]. 1990lardan sonra MBL genlerinin transferi ile
once Pseudomonas spp.’de daha sonra Enterobacteriaceae’de tanimlanmistir.
Yakin zamana kadar Enterobacteriaceae'de siklikla rastlanan MBL'ler VIM (Verona
integron-encoded) ve IMP (imipenem) iken, 2009 yilinda yeni bir MBL geni, New
Delhi metallo-B-laktamaz (NDM-1) tasiyan Enterobacteriaceae izolatlari tespit
edilmigtir [49].

IMP ve VIM tip karbapenemazlardan IMP-1 Turkiye'de ilk olarak 2003 yilinda K.
pneumoniae’de ve 2007 yilinda ise; E.colide saptanmigtir [53, 54]. VIM-1 tip K.
pneumoniae ise llkemizde Ozen ve ark., [55] tarafindan bildirilmigtir. IMP tip



karbapenemaza Uzak Dogu'da, VIM tip karbapenemaza ise Dogu Avrupa'da siklikla
rastlanmaktadir [56, 57].

Klinik agidan olduk¢ga onemli olan NDM-1 tip direng, ilk olarak Yeni Delhi'de
saptanmistir [58]. 2010 yilinin ortalarinda Amerika, ingiltere, Pakistan ve diinya
genelinde cgesitli vakalar rapor edilmistir [59, 60]. 2012 ve 2013 yillarinda ise NDM-
1 gen bolgesine Turkiye'de de saptanmistir [49, 61].

Sinif D B-laktamazlar ise; penisilinin yaninda oksasilini de hidrolize etmeleri
sebebiyle OXA tip enzimler olarak anilmaktadir. OXA-48 Ureten K. pneumoniae ilk
olarak 2003 yilinda Turkiye'de tanimlanmistir [62]. Bu direng daha sonra Orta Dogu,
Hindistan, Avrupa ve Kuzey Afrika'da saptanmistir [41, 47, 62]. GUnUmuzde
karbapenem direnci ise; Fas, Umman, Singapur, Tunus ve Amerika’da NDM ve OXA

tip karbapenmazlarin gesitli kombinasyonlari seklinde ortaya ¢ikmistir [59, 63-66].

2.3. Virulans Faktorler
Gunumuzde siklikla idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak karsimiza ¢ikan E.coli'nin
virllans faktorleri Groepitelyal hlicrelere yapisma yetenegi, fimbriya varlidi, siderofor

uretimi, sitotoksik nekrotizan faktor-1 ve hemolitik aktivitedir [67].

E.coli'nin sahip oldugu virtlans faktorlerinin ortaya ¢ikisindan sorumlu bir takim gen
boélgeleri bulunmaktadir. Plazmid aracili fimA geni tarafindan kodlanan ve izolatlarda
yaygin olarak bulunan Tip 1 fimbriya alt Uriner sistem enfeksiyonlarinda gorilmekte
ve E.col'nin insan Ureteral mukoza epitel hucrelerine tutunmasini saglamaktadir
[10, 68]. Yine plazmid aracili pap (pyelonephritis-associated pili) geni tarafindan
ifade edilen P fimbriya ise Ust Uriner sistem enfeksiyon etkenlerinde gorilmektedir
[69, 70]. Afimbriyal adezini ifade eden afa (plazmid ya da kromozomal) ve S
fimbriyay! ifade eden sfa (plazmid aracili) gen bdlgeleri ekstraintestinal E.coli
izolatlarinda gorulmektedir. Bu gen bolgeleri; yaygin olarak sepsis ve menenijitin
yani sira Uriner sistem enfeksiyonu kaynakli izolatlarda da gorulmektedir [10, 71,
72].

E.coli izolatlarinda yaygin olarak bulunan sideroforlar; aer ve iutA tarafindan ifade
edilen aerobaktin ve ferrik aerobaktindir [73]. Bunun yaninda son yillarda iroN geni
ile ifade edilen salmochelin tip siderofor da 6nem kazanmaya baslamistir [74]. Bu
yapilar; plazmid aracili ifade edilmektedir ve 06zellikle idrar yolu enfeksiyonlari,
septisemi, bakteriyemi ve sistemik enfeksiyonlara neden olan nekrotoksijenik,



uropatojenik ve septisemik E.coli izolatlarinda bu yapilar ile iliskili gen bdlgeleri
bulunmaktadir [10, 75].

Bunun yaninda sitotoksik nekrotizan faktor 1 (cnf-1) ve hemolizin (hly) toksinleri
E.coli kaynakli enfeksiyonlarin g¢esitliliginde 6nemli olan virtlans faktorleri
arasindadir [76, 77]. Plazmidler tarafindan ifade edilen bu gen bolgeleri gogunlukla

uropatojenik E.coli tarafindan tretiimektedir [78].

Onemli bir nozokomiyal enfeksiyon patojeni olan K. pneumoniae'nin patojenitesinin
belirlenmesinde ise; glnimizde bes faktdr kullaniimaktadir. Bunlar kapsdl
antijenleri, lipopolisakkaritler, fimbriya varligi, siderofor uretimi ve hemolitik
aktivitedir [17, 25, 79].

K. pneumoniae'da molekuler agidan virllans faktorlerinin ortaya gikigindan sorumiu
bir takim gen bdlgeleri bulunmaktadir. Bu gen bdlgeleri enfeksiyonun siddetinde
onemli rol oynamaktadir [80]. K. pneumoniae enfeksiyonlarinin yayilimi cogunlukla
bakterinin sahip oldugu bluyuk mukoid koloni (>5 mm) fenotipi gostermesi ile
iliskilidir. BuylUk mukoid fenotip bakterinin serum bilesenleri tarafindan élduraimesini
ve akyuvarlar tarafindan fagositozunu engellemektedir. K. pneumoniae'da bu
fenotipin ortaya c¢ikisindan sorumlu plazmid aracili ifade edilen rmpA (regulator of
mucoid phenotype) ve kromozomal magA (mucoviscosity associated gene) olmak
uzere iki gen bolgesi bulunmaktadir [81, 82]. magA ayni zamanda en fazla virtlans
etkiye sahip serotiplerden biri olan K. pneumoniae K1 kapsul serotipine 6zgun gen
bélgesidir [83]. Plazmid aracili k2A ise; en fazla virllans etkiye sahip diger serotip
olan K2 kapsul serotipine 6zgundur [84]. romA ve magA'nin yaninda plazmid aracil
ifade edilen uge gen bolgesi de kapsul lipopolisakkaritin biyosentezi igin gerekli olan
uridin difosfat galakuronat 4-epimeraz'i kodlamaktadir [85]. Kromozomal wabG gen
bolgesinin ise; lipopolisakkaritin biyosentezi ile iliskili oldugu dugtunulmektedir [81].
Diger bir gen bolgesi ise; bakterilerin makrofajlar tarafindan gergeklestirilen
fagositozdan kurtulabilme yetenegini arttiran ve kapsuldeki bir ¢esit adezin olan

fukozun sentezinden sorumlu plazmid aracili ifade edilen wcaG'dir [86].

K. pneumoniae’de yaygin olarak iki tip fimbriyal adezin bulunmaktadir [17]. Bu
fimbriyalar; Tip | ve Ill fimbriya genlerini kodlayan sirasiyla idrar yolu enfeksiyonunda

onemli rol oynayan plazmid aracili ifade edilen fimH ve biyofilm olusumundan



sorumlu mrkD’dir [83, 87]. K. pneumoniae’de gorulen diger bir fimbriya tipi ise; kpn

gen bolgesi ile ifade edilen fimH benzeri fimbriyadir [88, 89].

K.pneumoniae virulansinda onemli bir diger faktor ise; siderofor Gretimidir. Demir
badlayici proteinler olarak da bilinen bu yapinin ayni zamanda biyofilm Gretimini
destekledigi bilinmektedir [89, 90]. K.pneumoniae’da siderofor Gretiminden sorumlu
gen bdlgeleri; plazmid aracili ifade edilen ferrik aerobaktin ile iligkili iutA, salmochelin

ile iligkili iroN ve enterobaktin Uretiminden sorumlu entB gen bdlgeleridir [77, 89, 91].

Bunun yaninda virulans ile iligkili diger genler, allontoin metabolizmasi dlizenleyicisi
kromozomal olarak ifade edilen allS, plazmid aracili ifade edilen dis membran
proteini ile iliskili ycfM, hemolitik aktiviteyi dizenleyen hly, sitotoksik nekrotizan
faktor 1 ile iligkili cnf-1 genleridir [80, 83, 89, 91].

Antibiyotik direnci tipleri ve bakteriyel virllans mekanizmalari farkli zamanlarda
ortaya ¢cikmasina ragmen bu mekanizmalar bazi ortak 6zelliklere sahiptir. Her iki
mekanizma da bakterilerin olumsuz kosullarda hayatta kalmasi igin sarttir. Bunun
igin; virulans mekanizmalari konak savunma sistemlerine; antibiyotik direnci konaga
uygulanan antimikrobiyal terapilere gore zaman igerisinde degismekte ve
gelismektedir. Bunun yaninda; virtlans ve direng faktorleri yatay gen transferleri gibi
benzer mekanizmalar ile turler ve cinsler arasinda aktariimaktadir. Bu sayede
plazmidler araciligiyla virilans ve diren¢ genlerinin yayilimi gerceklesmektedir.
Plazmidler disinda; her iki mekanizma; efluks pompasi, porinler ve bu gen
bolgelerinin aktive edilmesi ya da baskilanmasini saglayan sistemler gibi ortak
yapilara sahiptir [92].

2.4. Karbapenem Direncinin ve Viriilans Faktorlerin Tanisinda Kullanilan
Yoéntemler

Enterobacteriaceae ailesindeki multi direng terépatik, enfeksiyon kontroll ve toplum
saghg acisinda oldukca 6nemli bir sorun olmaktadir. Ozellikle GSBL ve
karbapenem direnci bu ailede siklikla gorulmektedir [21, 27]. Bu nedenle bu tip
dirence sahip patojenlerin hizli ve guvenilir bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir.
Bu amacgla CDC (Amerika Birlesik Devletleri Hastallk Kontrol ve Korunma
Merkezleri), HPA (Saglik Koruma Orgiti) ve EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlihk Testleri Komitesi) tarafindan cgesitli metotlar dnerilmektedir [93-95].
CHROMagar Orientation, CHROMagar ESBL ve CHROMagar KPC bu amagla
kullanilan besiyerleridir. Bunlardan CHROMagar Orientation (CHROMagar



Company, Paris, Fransa), ozellikle urin analizde, gram pozitif ve gram negatif
patojen mikroorganizmalarin saptanmasi ve tanimlanmasinda kullanilan, tek plakta
yedi farkli patojenin (E. coli, Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella-Enterobacter,
Proteus, S. aureus, S. saprophyticus) yuksek duyarllikta tanisina olanak
saglamaktadir [96]. Genel bir besiyeri oldugu icin Uriner sistem enfeksiyonu
analizleri haricinde yara gibi baska enfeksiyonlu bolgelerden alinan ornekler de

analize edilebilmektedir [97].

GSBL Ureten patojenler genis spektrumlu monobaktamlar, UGglncu kusak
sephalosporinler ve penisilline karsi diren¢g gostermektedirler. CHROMagar ESBL
(CHROMagar Company, Paris, Fransa), herhangi bir selektif 6n zenginlestirme
islemine gerek duyulmadan AmpC tipi direncli bakterilerin gelismesini 6nlemektedir.
GSBL ureten Proteus, E.coli, Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter igin %100

duyarhlik ve %93,3 secicilikte glvenilir sonuglar vermektedir [98].

Karbapeneme direngli Enterobacteriaceae'nin direkt izolasyonunda kullanilan
CHROMagar KPC (CHROMagar Company, Paris, Fransa) ise; 6n zenginlestirme
islemlerine gerek duyulmadan 18-24 saatlik inkibasyondan sonra sonug
vermektedir [96]. Klebsiella pneumoniae karbapenemazina (KPC) sahip E. coli,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter ve Pseudomonas igin %92,7 duyarllik ve

%95,9 6zgullikte sonuglar vermektedir [99].

Kromojenik besiyerleri izolatlari ve sahip olduklari antibiyotik direncini fenotipik
olarak oldukga yuksek duyarlilik ve segicilikte tanimlamasina ragmen molekuler
metotlar kadar guvenilir degildir. Multiplex PCR yontemi o6zellikle karbapenem
direncinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [100, 101]. ilk olarak
1988 yilinda tanimlanan Multiplex PCR’da, Klasik PCR’dan farkli olarak her bir
reaksiyonda c¢oklu primer setleri kullaniimaktadir [102]. Bu yontemle daha az
zamanda daha ¢ok hedef bdlge amplifikasyonunun gergeklestiriimesi mumkundur.
Degisik hedeflerin ayni reaksiyon sartlarinda amplifikasyonunu saglamak igin
kullanilacak primerlerin dikkatli secilmesi, primerlerin annealing isilarinin birbirine
uygun olmasi ve birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri igin optimizasyonun ¢oKk iyi
yapilmasi gerekmektedir. Ayni zamanda non spesifik amplifikasyonlarin dnlenmesi
icin bircok deneme gerektirmektedir [103]. Bu yodntem karbapenemaz gen
bolgelerinin yani sira virulans gen bolgelerinin varliginin saptanmasinda yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir [86, 104].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Bu calismada; Ankara, Antalya, istanbul ve Kayseri’de alti farkli hastaneden
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae klinik ornekleri toplandi. Bu ornekler
apse, brongiyal aspirasyon, idrar, kan, plevral efuzyon, safra, trake, vicut sivisi ve
yara materyalleri, kateter ucu, kulak sivisi ve rektal suruntlu kdltarlerinden izole
edildi.

Luria Bertani Agar’a tek koloni ekimi yapilarak kontrol edilen izolatlar, 2 ayda bir
pasajlanarak caligilan sure igerisinde -20°C’de saklandi. Pasajlanan kulturler
Hacettepe Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bélimii Biyoteknoloji Anabilim Dali

Mikrobiyal Taksonomi ve Kiiltlir Koleksiyonlari Laboratuvari’nda stoklanmistir.

3.2. izolatlarin Tanisi

Klinik izolatlardan toplanan E. coli ve K. pneumoniae suglarinin tanisi; Vitek-32
Sistemi (bioMerrieux-Fransa), CHROMagar Orientation (CHROMagar Company,
Paris, Fransa), ve geleneksel fenotipik yontemler (Gram Boyama, Kanli Agar’da
hemoliz, ipliklenme, Eozin Metilen Mavili Agar'da laktoz fermentasyonu, IMViC,

ornitin dekarboksilaz ve hareket testleri) kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.1).

Kanh Agar’da
ipliklenme

hemoliz

EMB’de laktoz
fermentasyonu

Hareket, indol,
ornitin ozellikleri

IMViIC testleri

Sekil 3. 1. : izolatlarin teshisi igin yapilan fenotipik testler (a; K. pneumoniae, b; E.
coli)
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3.2.1. Otomatize Sistem
izolatlar ilk olarak biyokimyasal testler iceren otomatize bir sistem olan Vitek-32

Sistemi (bioMerrieux-Fransa) kullanilarak tanimlandi.

3.2.2. CHROMagar Orientation
izolatlarin CHROMagar Orientation (CHROMagar Company, Paris, Fransa) hazir
besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda; koyu pembe renkte olusan

koloniler E. coli; metalik mavi renkte olanlar ise K. pneumoniae olarak tanimlandi
[97] (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. : CHROMagar Orientation testi (a; K. pneumoniae b; E. coli)

3.2.3. Gram Boyama
Kolonilerden temiz lam Uzerine bir damla serum fizyolojik kullanilarak preparat
hazirlandi. Preparatin gram boyama teknigine gére boyanmasindan sonra isik

mikroskobunun x100’lUk objektifinde immersiyon yagi ile incelendi (Sekil 3.3).

w ‘r/': )‘" . !
S ) ol - .
-, PR e )
N ‘ l:( . . |' 1.'}\

| 7‘75: A
i a g, T '?' b

Sekil 3. 3. : E. coli (a) ve K. pneumoniae (b)'nin 1sik mikroskobunun x100’lUk
objektifteki goruntusu
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3.2.4. Hareket indol Ornitin Dekarboksilaz Testleri

Tum izolatlar hareket, indol, ornitin besiyerinde besiyerine batirma teknigi
kullanilarak inokiile edilip 37°C'de, 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyon
sonrasi izolatlarin ekim bolgesinde bulaniklik ile hareket 6zelligi, renk degisimine
gbre ise; ornitin dekarboksilaz enzimine sahip olup olmadig1 degerlendirildi. Ureme
yalnizca ekimin yapildi§i hat Gzerinde ise hareket negatif, Greme ekim yapilan
hattinin disinda ve besiyerinde bulaniklik olusmasi halinde ise; hareket pozitif olarak
kabul edildi. Besiyerinin pembe-sari ya da pembe renkte olmasi halinde ornitin
dekarboksilaz pozitif, sarl renge donusmesi halinde ise negatif olarak kabul edildi
(Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. : indol, hareket ve ornitin dekarboksilaz pozitif ( a; E. coli) ve indol,
hareket ve ornitin dekarboksilaz negatif (b; K. pneumoniae)

3.2.5. Hemoliz
Izolatlar, %5 Koyun Kanli Besiyeri'ne inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona
tabi tutuldu. inkiibasyon sonrasi izolatlarin pigmentasyonuna ve hemoliz tipine

bakilarak degerlendirme yapildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5. : E. coli (a) ve K. pneumoniae (b) suslarinin hemoliz durumu

3.2.6. ipliklenme (String) Testi

Kanli Agar Besiyeri'nde inkiibasyon sonucu olusan bakteri kolonileri, petri i¢erisinde
0ze yardimiyla %0,5’lik sodyum deoksikolat solisyonunda suspanse edilip ip gibi
uzamasl! halinde Mukoid (M tipi) koloni olarak tanimlandi (Sekil 3.6). 5 mm'den
baylk mukoid (viskoz) kolonilere sahip izolatlar 'buyik mukoid fenotip pozitif'

digerleri ise 'negatif' olarak degerlendirildi.

Sekil 3. 6. : ipliklenme testi

3.2.7. Eozin Metilen Mavili (EMB) Agar Besiyeri'nde Koloni Morfolojisi ve
Laktoz Fermentasyonu

izolatlarin EMB Besiyeri’'nde 37°C’de inkiibasyonu sonucunda; tremesi ve laktozu
fermente etmesi sonucu kirmizi renk olusumuna bakilarak test sonucu pozitif olarak
kabul edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3. 7. : K. pneumoniae (a) ve E. coli (b) suslarinin Eozin Metilen Mavili Agar
Besiyeri’'ndeki gelisimi ve koloni morfolojileri

3.2.8. iMViC (indol, Metil Kirmizisi, Voges Proskauer, Sitrat) Testi

indol Testi (i)

izolatlarin %1 oraninda triptofan igeren besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibasyonu
sonucunda; tipe 0,5 ml kovaks ayiraci (p-dimetil amino benzaldehit 5 g; izo-amil
alkol 75 ml) damlatilarak iyice karistirildi. Triptofanin hidrolize oldugu tuplerde
olusan indol, kovaks ayiracinin bileseni olan para dimetil amino benzaldehitlerle
reaksiyona girmesiyle besiyerinin Ust kisminda kirmizi halka olusumu goézlendi.
Kirmizi bir halka olusmasi halinde sonug indol pozitif, sarimsi kahverengi bir halka

olusmasi halinde ise sonug¢ indol negatif olarak degerlendirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. : indol testi (a; indol negatif b; indol pozitif)

Metil Kirmizisi Testi (MR)
izolatlarin glikoz fosfatli besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibasyonu sonucunda; pH

indikatoru olarak metil kirmizisi (Metil kirmizisi 0,1 g; %96 'lik etil alkol 300 ml; distile
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su 200 ml) damlatildi. Glikozu karigik asit fermentasyonu yoluyla fermente ederek
organik asit olusturan izolatlarda ortamin pH degeri dismekte ve metil kirmizisi
indikatorl pH 4.4 ve altinda kirmizi renk olusumuna neden olmaktadir. Kirmizi renk
olusumu metil kirmizisi pozitif, ortam renginde bir degisiklik olmamasi metil kirmizisi

negatif olarak degerlendirdi (Sekil 3.9).

Sekil 3. 9. : MR testi (a; MR negatif b; MR pozitif)

Voges Proskauer Testi (VP)

Izolatlarin glikoz fosfatl besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibasyonu sonucunda;
Barritt 1 (%5'lik a-naftol) ve 2 (%40'hk KOH) ayiraglari damlatildi. Glikozu 2-3
blatandiol fermentasyonu yoluyla fermente ederek ortamda bazik bir triin olan asetil
metil karbonil (asetoin) ara Urind olusturan izolatlarda besiyerinin Ust kisminda
pembeden kirmiziya kadar degisen renk olusumu gozlendi. Kirmizi renk olusumu
Voges Proskauer pozitif, sari renk olusumu ise Voges Proskauer negatif olarak
degerlendirildi (Sekil 3.10).

Sekil 3. 10. : VP testi (a; VP negatif b; VP pozitif)
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Sitrat Testi (C)

izolatlarin sitratli besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda; sitrat
kullanimi ile olugan alkali bir Grun olan sodyum karbonat nedeniyle besiyerinin
renginin maviye donusmesi halinde test sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Sekil
3. 1)

Sekil 3. 11. : Sitrat testi (a; sitrat negatif b; sitrat pozitif)

E. colive K. pneumoniae olarak tanimlanan toplam 100 izolat, %20 gliserollu Triptic
Soy Broth besiyerine ¢ekilerek, 2 ayda bir pasajlanarak ¢alisilan sure igerisinde -
20°C’de saklandi.

3.3. izolatlarin Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) ve Karbapenem
Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

izolatlarin GSBL ve karbapenem duyarliliklari, Vitek-32 otomatize sistem
(bioMerrieux-France), CHROMagar ESBL (CHROMagar Company, Paris, Fransa)
ve CHROMagar KPC (CHROMagar Company, Paris, Fransa) kullanilarak

belirlenmistir.

3.3.1. Vitek-32 Otomatize Sistem

Otomatize bir sistem olan Vitek-32 otomatize sistem (bioMerrieux-Fransa) ile
izolatlarin GSBL ve karbapenem direnci belirlendi. Kalite kontrol kbkeni olarak E.coli
ATCC-25922 kullanildi.
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3.3.2. CHROMagar ESBL

izolatlarin CHROMagar ESBL (CHROMagar Company, Paris, Fransa) hazir
besiyerinde 37°C’de 24 saat inkibasyonu sonucunda; Ureme gosteren izolatlar
GSBL pozitif olarak tanimlandi [98] (Sekil 3.12).

Sekil 3. 12. : CHROMagar ESBL testi (a; GSBL pozitif E. coli b; GSBL pozitif K.
pneumoniae)

3.3.3. CHROMagar KPC

izolatlarin CHROMagar KPC (CHROMagar Company, Paris, Fransa) hazir
besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda; Ureme gdsteren izolatlar
karbapenem direngli olarak tanimlandi [99] (Sekil 3.13).

Sekil 3. 13. : CHROMagar KPC testi (a; KPC pozitif K. pneumoniae, b; KPC
negatif K. pneumoniae c; KPC pozitif E. coli, d; KPC negatif E. coli)

3.4. izolatlardan DNA izolasyonu
Fenotipik olarak karbapenem duyarliliklari belirlenen izolatlardan; genomik DNA
izolasyonu; NucleoSpin®Tissue (Macherey-Nagel, Almanya), plazmid izolasyonu

ise; NucleoSpin®Plasmid (Macherey-Nagel, Aimanya) kiti ile gergeklestirildi.
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3.4.1. Genomik DNA izolasyonu

NucleoSpin® Tissue Kit protokolu:

LB Agar kultirinden 6ze yardimiyla alinan 3-4 koloni 250 pul Buffer A1
solusyonu eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Daha sonra sirasiyla
250 ul Buffer A2 ve 300 pl Buffer A3 eklenerek iyice karistirildi.

200 pl Buffer B3 eklenerek iyice karistirildi ve 70°C’de 10 dakika inkiibasyona
tabi tutuldu.

210 pl %96-100 etanol eklenerek karigtirildi.

Karisim 2 ml hacimdeki NicleoSpin®Tissue kolonlarina uygulandi.

8.000 rpm’de 1 dakika santrifij edildikten sonra tlpteki sivi kisim
uzaklastiridi.

500 ul Buffer BW ve 600 pl Buffer B5 solUsyonlari sirasiyla eklenerek 8.000
rom’de 1’er dakika santrifij edildi.

Yikama soltisyonun kalintilarinin uzaklastirmak igin 11.000 rpm’de birkag
dakika santrifuj edildi.

NucleoSpin®Tissue kolonu 1.5 ml hacimde temiz santrifij tluplne
yerlestirilerek 70°C’de i1sitiimis 100 ul Elution Buffer BE kolondaki membranin
merkezine uygulandi.

11.000 rpm’de 1 dakika santriflj edilerek saf DNA elde edilmis oldu.

3.4.2. Plazmid DNA izolasyonu
NucleoSpin®Plasmid Kit protokolu:

LB Agar kultirinden 6ze yardimiyla alinan 3-4 koloni 250 pl Buffer A1
solusyonu eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Daha sonra sirasiyla
250 ul Buffer A2 ve 300 pl Buffer A3 eklenerek iyice karistirildi.

10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Slpernatan 2 ml hacimdeki NucleoSpin®Tissue kolonlarina uygulandi.
8.000 rpm’de 1 dakika santrifij edildikten sonra tlpteki sivi kisim
uzaklagtirildi.

500 pl Buffer AW ve 600 ul Buffer A4 solusyonlari sirasiyla eklenerek 8.000
rom’de 1’er dakika santrifuj edildi.

Yikama solusyonun kalintilarinin uzaklastirmak igin 11.000 rpm’de birkag
dakika santriftij edildi.
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e NducleoSpin®Tissue kolonu 1,5 ml hacimde temiz santrifij tlpune
yerlestirilerek 50 pl Elution Buffer AE kolondaki membranin merkezine
uygulandi.

e 11.000 rpm’de 1 dakika santriflj edilerek saf DNA elde edilmis oldu.

3.5. Multiplex PCR ile Karbapenemaz ve Viriuilans Gen Bolgelerinin Analizi
3.5.1. Karbapenemaz Gen Bdlgelerinin Multiplex PCR ile Analizi

Multiplex PCR kosullarinin standardizasyonu igin éncelikle kullanilan genomik ya da
plazmid DNA, primer, tampon, MgSO4, Taq Polimeraz’'in farkli konsatrasyonlarini

iceren kombinasyonlari 6n deneylerle optimize edildi (Sekil 3.14).

Sekil 3. 14. : Multiplex PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Multiplex PCR reaksiyon karisimi toplam hacim 50ul olacak sekilde; 1XPCR
tamponu (20mM Tris HCI, 10mM (NH4)2SO04, 10mM KCI, 2mM MgSO4, %0,1 Triton
X-100), 0,06mM dNTP, 2U Taq Polimeraz (NEB, Beverly, MA), 50 umol/L primer
(NEB, Beverly, MA) ve 2ul DNA’dan olusmaktadir. Hem genomik hem de plazmid
DNA’si icin PCR reaksiyonu en az 3’er tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
Karbapenemaz gen bdlgelerine ait primerler Cizelge 3.1'de agikga gortulmektedir.
Bu primerler iki farkli grup (IMP-VIM ve KPC-NDM-1-OXA-48) olacak sekilde PCR

reaksiyonuna tabii tutuldu [101].
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Cizelge 3. 1. : Karbapenemaz Gen Bolgeleri [101]

Primer Primer Dizisi* (5’-3’) Gen bolgesi Uriin (kb)
KPC-F 5'- CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG -3'
KPC-R 5- CTTGTCATCCTTGTTAGGCG -3 KPC 798
NDM-1-F | 5-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC -3'
, ) NDM-1 621
NDM-1-R | 5'- CGGAATGGCTCATCACGATC -3
OXA-48-F | 5- GCGTGGTTAAGGATGAACAC -3'
, : OXA-48 438
OXA-48-R | 5'- CATCAAGTTCAACCCAACCG -3
IMP-F 5'- GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC -3'
232
IMP-R 5'- GGTTTAAYAAAACAACCACC-3' IMP
VIM-F 5'- GATGGTGTTTGGTCGCATA -3'
390
VIM-R 5'- CGAATGCGCAGCACCAG -3 vViM
*Y=CyadaT

Multiplex PCR doéngusu; 95°C’de 5 dakika 6n denattrasyon, 95°C’de 1 dakika,
52°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika (35 dongu) ve 72°C’de 10 dakika son uzama

olacak sekilde uygulandi (Sensoquest Labcycler, Germany).

3.5.2. Viriilans Gen Boélgelerinin Multiplex PCR ile Analizi

Multiplex PCR kosullarinin standardizasyonu igin éncelikle kullanilan genomik ya da
plazmid DNA, primer, tampon, MgSO4, Taq Polimeraz’'in farkli konsatrasyonlarini
iceren kombinasyonlari 6n deneylerle optimize edildi. Multiplex PCR reaksiyon
karisimi toplam hacim 50ul olacak sekilde; 2XPCR tamponu (40mM Tris HCI, 20mM
(NH4)2S04, 20mM KCI, 4mM MgSOs4, %0,2 Triton X-100), 0,2mM dNTP, 2U Taq
Polimeraz (NEB, Beverly, MA), 2,5 umol/L primerler (NEB, Beverly, MA) ve 2,5l
DNA’dan olugmaktadir. Hem genomik hem de plazmid DNA'sI i¢in PCR reaksiyonu
en az 3’er tekrar olacak sekilde gerceklestirildi. Virtlans gen bdlgeleri E.coli igin 3
(pap, afa-sfa-fimA, hly-iroN-aer-cnf1-iutA) K. pneumoniae igin ise; 4 (magA-fimH-
uge-iutA, wabG-rmpA-cnf1-ycfM, hly-iroN-k2A-mrkD, kpn-allS-entB-wcaG) farkh
grup olacak sekilde PCR reaksiyonuna tabii tutuldu. VirGlans genlerinin PCR ile
analizinde E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin gesitli virlans faktérlerini kodlayan

gen bolgeleri icin kullanilan primerler Cizelge 3.2 ve 3.3'te goértlmektedir.
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Cizelge 3. 2. : E. coli’ de gesitli virilans faktorlerini kodlayan gen bolgeleri

) . . L Uriin
*

Gen Bolgesi Primer Dizisi (kb)
fimA
fimA-F 5-GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC-3' 447 [105]
fimA-R 5- ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC-3'
pap
papl 5'- GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3' 308
pap2 5- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3'
pap3 5'-GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT-3' 336
pap4 5'-AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA-3'
sfa
sfa-F 5'- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC -3' 410
sfa-R 5'-CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3'
aer
aer-F 5'- TACCGGATTGTCATATGCAGACCG -3' 602
aer-R 5'- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG -3' [76]
cnf-1
cnf-F 5-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3' 498
cnf-R 5'-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT -3'
hly
hly-F 5'-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3' 1177
hly-R 5-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3'
afa
afa-F 5-GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC -3' 750
afa-R 5'-CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG -3
iutA
iutA-F 5'-GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3' 300
iutA-R 5'- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-3'
iroN [77]
iroN-F 5'- AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3 665
iroN-R 5'- GACGCCGACATTAAGACGCAG-3'
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Cizelge 3. 3. : K.pneumoniae'da ¢esitli virulans faktorlerini kodlayan gen bolgeleri
Gen Bolgesi Primer Dizisi Uriin (kb)
magA
magA-F 5-GGTGCTCTTTACATCATTGC -3 1282 [81]
magA-R 5'- GCAATGGCCATTTGCGTTAG -3
koA
k2A-F 5-CAACCATGGTGGTCGATTAG-3' 543 [84]
k2A-R 5-TGGTAGCCATATCCCTTTGG-3
rmpA
rmpA-F 5- ACTGGGCTACCTCTGCTTCA -3 516 [81, 86]
rmpA-R 5- CTTGCATGAGCCATCTTTCA -3
wabG
wabG-F 5'- ACCATCGGCCATTTGATAGA -3' 683
wabG-R 5'- CGGACTGGCAGATCCATATC -3' [81]
uge
uge-F 5-TCTTCACGCCTTCCTTCACT -3' 534
uge-R 5'- GATCATCCGGTCTCCCTGTA -3'
alls
allS-F 5'- CCGAAACATTACGCACCTTT -3 508
allS-R 5'- ATCACGAAGAGCCAGGTCAC -3
fimH (3]
fimH-F 5-TGCTGCTGGGCTGGTCGATG -3 688
fimH-R 5'- GGGAGGGTGACGGTGACATC -3
mrkD
mrkD-F 5-TTCTGCACAGCGGTCCC-3' 240 [87]
mrkD-R 5-GATACCCGGCGTTTTCGTTAC-3'
wcaG
wcaG-F 5'- GGTTGGKTCAGCAATCGTA -3' 169 [86]
wcaG-R 5'- ACTATTCCGCCAACTTTTGC -3'
kpn
kpn-F 5'- GTATGACTCGGGGAAGATTA-3' 626
kpn-R 5'- CAGAAGCAGCCACCACACG-3
ycfM
ycf-F 5'- ATCAGCAGTCGGGTCAGC-3' 160 [89]
ycf-R 5'- CTTCTCCAGCATTCAGCG-3'
entB
entB-F 5- ATTTCCTCAACTTCTGGGGC-3' 371
entB-R 5'- AGCATCGGTGGCGGTGGTCA-3
iutA
iutA-F 5-GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3 300 [91]
iutA-R 5'- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-3
iroN
iroN-F 5'- AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3' 665 [77]
iroN-R 5'- GACGCCGACATTAAGACGCAG-3'
hly
hly-F 5-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3 1177
hly-R 5'-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3 [91]
cnf-1
cnf-F 5-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3' 498
cnf-R 5'-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT -3
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez tanklarini doldurmak ve agaroz jelin hazirlanmasi igin 1x TBE (Tris-
Borat-EDTA (1xTBE: 89 mM Tris, 89 mM Borik Asit ve 2 mM EDTA) tamponu
kullanildi. Erlenmayer igerisindeki elektroforez tamponuna, DNA izolasyonu sonucu
elde edilen Urdnler icin % 1,5, Multiplex PCR ile elde edilen karbapenemaz ve
virilans gen bdlgeleri icin % 1,8 konsantrasyon olacak sekilde toz agaroz eklendi.
Tampon icindeki agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda tutuldu. Agaroz

taneciklerinin miimkin olan en kisa surede erimesi saglandi (Sekil 3.15).

Sekil 3. 15. : Agarozun hassas terazide tartimi ve mikrodalga firinda eritilmesi

Erlenmayer duzenli olarak karistirilarak cepere yapisan taneciklerin ¢ozeltiye
katilmasi saglandi. Sicaklik yaklasik olarak 55°C olunca jele yatay elektroforez
tankina dokulmeden once 0.05 mg/ml’lik etidium bromur (MpBIO, Amerika) eklendi
(Sekil 3.16).

Sekil 3. 16. : Boyanin agaroz jele eklenmesi

Elektroforez dizenegdi kurulduktan sonra, agaroz ¢ozeltisi taragin disleri arasinda
ya da altinda hava kabarciklari olmamasina dikkat edilerek kalibin igerisine dokuldu
(Sekil 3.17).
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Sekil 3. 17. : Agaroz jelin dokulmesi

Jel, polimerize olduktan sonra igerisinde 1xTBE (pH 8.3) tamponu olan elektroforez
tankina yerlegtirildi. 15 yl amplifikasyon Uranudne 5 pl yukleme boyasi (6X; NEB,
Ingiltere) ilave edilerek drnekler toplam 20 ul hacimde olacak sekilde kuyucuklara
yuklendi (Sekil 3.18).

Sekil 3. 18. : Orneklerin agaroz jele yiklenmesi

Ornekler 150 V sabit voltaj uygulanarak 2 saat yirGtiildii. Daha sonra jel Gel Logic
200 Molecular Imaging System goéruntileme sistemi (Kodak, Rochester) ile

go6rintulendi.

3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi i¢cin "Minitab v17.1.0" programi
kullaniimistir. Analiz igin Fisher’'in kesin testi kullanilarak degerlendirme yapildi. P
degerinin <0.05 olmasi halinde elde edilen sonuglar arasinda énemli bir fark oldugu
kabul edildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Apse, brongiyal, idrar, kan, kateter, kulak, plevral eflizyon, rektal surintl, safra,
trakeal, vicut sivisi ve yara kulturlerinden 50 Escherichia coli ve 50 Klebsiella
pneumoniae izolatlari toplandi. Cesitli klinik érneklerden izole edilen bu izolatlarin

hastalara ait klinik 6rneklere gore dagihmlari belirlendi.

Calismamizda izole edilen 50 E. colinin 35'i idrar, 6’sI yara, 2’si kan, digerleri ise;
apse, bronsiyal aspirasyon, kateter ucu, kulak sivisi, plevral eflizyon, trakeal, vicut
sivisi kaynaklidir. 50 K. pneumoniae’nin ise; 25'i idrar, 8'i trakeal, 8'i yara, 3’0 rektal,
2’'si kan, 2'si kateter ve digerleri bronsiyal ve safra kaynaklidir. izolatlarin klinik

orneklere gore ylzde dagilimlari Sekil 4.1'deki grafikte acikga gorilmektedir.

Viicut sivisi

Plevral eflizyon

Kulak

Apse

Safra

Bronsiyal
Kateter !

Kan

Rektal

Trakeal ‘
Yara

idrar —

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Klebsiella pneumoniae m Escherichia coli

Sekil 4. 1. : E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin klinik 6rneklere gore yizde
dagilimlari

4.2. izolatlarin Tan1 Sonuglari
incelenen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin sayisi, uygulanan testler ve bu

testlerin sonuglari Cizelge 4.1 ve 4.2'de verilmigtir.
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Cizelge 4. 1: E. coli izolatlarinin toplu test sonuglari

izolat _ _VITEK-32 IMViC MiO KA EVB HIPERMUKOID
no Kdltdr izolat I MR VP C Ornitin Hareket Hemoliz Mr%tf?gk Laktoz >5mm kollvclmi
1 Apse E.coli + + - . + + _ + + _ i
2 Brongiyal  E.coli + o+ - - + + - - + ) ]
3 idrar E.coli + o+ - - + + - . + ) )
4 idrar E.coli + + - - + + . ) + i +
5 idrar E.coli + o+ - - + + - . + _ _
6 idrar E.coli + + - - + + - B + i i
7 idrar E.coli + o+ - - + + - . + _ )
8 Idrar E.coli + o+ - - + + - + + ] )
9 idrar E.coli + + - - + + _ _ + ) )
10 Idrar E.coli + o+ - - + + a . + ] )
11 idrar E.coli + o+ - - + + - + _ _
12 idrar E.coli + o+ - - + + . N ) ]
13 idrar E.coli + + - - + + _ _ + ) )
14 idrar E.coli + o+ - - + + . . + i +
15 Idrar E.coli + o+ - - + + - . + ] )
16 idrar E.coli + + - - + + - B + i i
17 Kan E.coli + + - - + + - - + - -
18 idrar E.coli + o+ - - + + - + + _ _
19 idrar E.coli + + - - + + . . + i i
20 idrar E.coli + + - - + + . ) + i i

1-20, E. coli; EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanli Agar; MIO, Hareket, indol, Ornitin Besiyeri.
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Cizelge 4.1."in devami

: VITEK-32 IMViC mio KA EMB HIPERMUKOID
Izolat L ;
no Kalar izolat Il MR VP C  Ornitin Hareket Hemoliz Mr%tf?gk Laktoz >5mm M koloni
21 idrar E.coli + o+ - - + + ] _ N ] ]
22 idrar E.coli + o+ - - + + o i + i )
23 idrar E.coli + o+ - - + + - i + i N
24 Yara E.coli + o+ - - + + . . + i )
25 Yara E.coli + + - - + + - - + - -
26 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . )
27 idrar E.coli + o+ - - + + . i + i ]
28* e'?L_ez\ggrl] E.coli P . . ] ) . _ ,
29 Kateter E.coli + o+ - - + + - + + . ]
30 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . i
31 idrar E.coli + o+ - - + + . . + i )
32 Yara E.coli + o+ - - + + - + + ) )
33 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . )
34 idrar E.coli + o+ - - + + - + + ) i
35 Yara E.coli + o+ - - + + - + + . ]
36 Trakeal E.coli + o+ - - + + - + + 3 i
37 Kan E.coli + + .. + + ; } + ) i
38 idrar E.coli + o+ - - + + a + + . ]
39 idrar E.coli + o+ - - + a + + i )
40 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . ]

21-40, E. coli; EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanli Agar; MiO, Hareket, indol, Ornitin Besiyeri.
*Gulmez ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan plevral efuzyon susu ¢alismamiza dahil edilmigtir.
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Cizelge 4.1."in devami

- VITEK-32 IMViC Mio KA EMB HIPERMUKOID
Izolat R :
no Kaltdr izolat I MR VP C  Ornitin Hareket Hemoliz Me':.tahk Laktoz >5mm M koloni
rofle
41 idrar E.coli + o+ - - + + - + + - )
42 Yara E.coli + o+ - - + + - + + . )
43 Yara E.coli + o+ - - + + ; ; + ) i
44 Vicutsivisi  E.coli + o+ - - + + - - + . )
45 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . )
46 Kulak E.coli + o+ - - + + - ] + ] ]
a7 idrar E.coli + o+ - - + + a - + - -
48 idrar E.coli + o+ - - + + - + + . )
49 idrar E.coli + o+ - - + + - - + ) +
50 idrar E.coli + o+ - - + + - - + . )

41-50, E. coli; EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanl Agar; MIO, Hareket, indol, Ornitin Besiyeri.
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Cizelge 4. 2: : K. pneumoniae izolatlarinin toplu test sonugclari

. VITEK-32 IMViC MiO KA EMB HIPERMUKOID
zolat yitar —— - . Metalik .
no I1zolat I MR VP C Ornitin Hareket Hemoliz r6fle Laktoz (>5mm) M koloni
51 idrar K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
52 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
53 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - - + - +
54 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
55 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
56  Trakeal K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
57  Trakeal K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
58 Yara K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
59 Yara K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
60 idrar K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
61 Safra K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
62  Trakeal K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
63 idrar K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
64 Yara K.pneumoniae - - + o+ - - - + + - +
65 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
66  Trakeal K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
67 idrar K.pneumoniae - + - + - - - - + - +
68 idrar K.pneumoniae - + - + - - - + - +
69 Yara K.pneumoniae - + - + - - - + - +

51-69, K. pneumoniae; EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanli Agar; MiO, Hareket, indol, Ornitin Besiyeri.
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Cizelge 4.2.'nin devami

. VITEK-32 IMViC Mio KA EMB HIPERMUKOID
Izolat R _
no Kaltdr izolat I MR VP C  Ornitin Hareket Hemoliz Metalik ) avtoz (>5mm) M koloni
rofle
70 Kateter K.pneumoniae - + -+ - - - - + - ¥
71 Trakeal K.pneumoniae - + - + - - - - + R +
72 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
73 Idrar K.pneumoniae -+ - ¥ . ; - ] + ) +
74 Yara K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
75 Trakeal  K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
76 Kateter K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
77 Trakeal K.pneumoniae - - + O+ - - - - + _ +
78 Yara K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
79 Rektal K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
80 Rektal K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
81 Kan K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
82 Rektal K.pneumoniae - + -+ - - - . + - +
83 Brongiyal K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
84 Trakeal K.pneumoniae - + -+ - - - . + - +
85 idrar K.pneumoniae -+ -+ - - - - + - +
86 Yara K.pneumoniae - + -+ - - - . + - +
87 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
88 idrar K.pneumoniae - -+ o+ - - - . + - +
89 idrar K.pneumoniae - + 4+ - - - - + - +
90 idrar K.pneumoniae - -+ o+ - - - . + - +

70-90, K. pneumoniae; EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanli Agar; MiO, Hareket, Indol, Ornitin Besiyeri.
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Cizelge 4.2.'nin devami

: VITEK-32 IMViC Mio KA EMB HIPERMUKOID
lzolat .. .. :
no Kaledr izolat I MR VP C  Ornitin Hareket Hemoliz Metalik Laktoz (>5mm) M koloni
rofle
91 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - . + - +
92 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - - + - +
93 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - . + . +
94 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
95 Yara K.pneumoniae - - + o+ - - - - + - +
96 idrar K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
97 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - . + - +
98 idrar K.pneumoniae - - + o+ - - - - + - +
99 Kan K.pneumoniae - + -+ - - - - + - +
100  idrar K.pneumoniae - + + - - - - + - +

91-100, K. pneumoniae, EMB, Eozin Metilen Mavili Besiyeri; KA, Kanh Agar;
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4.3. izolatlarin Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) ve Karbapenem
Direnclerinin Saptanmasi

CHROMagar KPC (K. pneumoniae karbapenemaz) besiyerine gore; toplanan 50 E.
coliden 10’u, 50 K. pneumoniae’den 34’G karbapenem pozitif olarak saptanmistir.
CHROMagar ESBL (Extended spectrum beta lactamase) besiyerine gore ise;
toplanan 50 E. col’den 38’i, 50 K. pneumoniae’den 49’u karbapenem pozitif olarak
saptanmistir. izolatlarin GSBL ve karbapenem direnci durumlari Cizelge 4.3 ve

4 .4'te verilmigtir.

Cizelge 4. 3: E. coli izolatlarinin GSBL ve KPC direng durumlari

izolat Kiltiir . VITEK-32 CHROMagar
no Izolat GSBL KPC Orientation GSBL KPC
1 Apse E.coli - - E.coli + ;
2 Bronsiyal E.coli + - E.coli + -
3 idrar E.coli + - E.coli + .
4 idrar E.coli + - E.coli + -
S idrar E.coli + - E.coli + -
6 idrar E.coli + - E.coli + -
7 idrar E.coli + - E.coli + -
8 idrar E.coli + - E.coli + -
9 idrar E.coli + - E.coli + -
10 idrar E.coli + - E.coli + .
11 idrar E.coli + - E.coli + -
12 idrar E.coli + - E.coli + .
13 idrar E.coli + - E.coli + -
14 idrar E.coli + - E.coli + -
15 idrar E.coli + - E.coli + -
16 idrar E.coli + - E.coli + -
17 Kan E.coli + - E.coli + -
18 idrar E.coli + - E.coli + -
19 idrar E.coli + - E.coli + .
20 idrar E.coli + - E.coli + -
21 idrar E.coli + - E.coli + i
22 idrar E.coli + - E.coli + _
23 idrar E.coli + - E.coli + i
24 Yara E.coli + - E.coli + _
25 Yara E.coli + - E.coli + i
26 idrar E.coli + - E.coli + i
27 idrar E.coli + - E.coli + -

1-30, E. coli; GSBL, genislemis spektrumlu beta-laktamaz; KPC, K. pneumoniae
karbapenemaz, Karbapenem direngli olanlar koyu renk ile gosterilmistir.
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Cizelge 4.3’Un devami

izolat Kiltiir . VITEK-32 CHROMagar
no Izolat GSBL KPC Orientation GSBL KPC
28 Plevral eflizyon E.coli + + E.coli + +
29 Kateter E.coli - T E.coli - +
30 idrar E.coli + T E.coli + -
31 idrar E.coli + - E.coli + i
32 Yara E.coli + + E.coli + +
33 idrar E.coli + + E.coli + +
34 idrar E.coli - + E.coli . -
35 Yara E.coli + - E.coli + +
36 Trakeal E.coli + + E.coli + +
37 Kan E.coli + + E.coli + +
38 idrar E.coli + i E.coli + +
39 idrar E.coli - - E.coli ; +
40 idrar E.coli + E.coli + -
41 idrar E.coli + E.coli + +
42 Yara E.coli - + E.coli - _
43 Yara E.coli + + E.coli + .
44 Viicut sivisi E.coli - - E.coli - -
45 idrar E.coli - - E.coli - -
46 Kulak E.coli + - E.coli + .
47 idrar E.coli - - E.coli . .
48 idrar E.coli - - E.coli . -
49 idrar E.coli + - E.coli + -
50 idrar E.coli + - E.coli + .

31-50, E. coli; GSBL, genislemis spektrumlu beta-laktamaz; KPC, K. pneumoniae
karbapenemaz, Karbapenem direngli olanlar koyu renk ile gosterilmistir.
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Cizelge 4. 4: K. pneumoniae izolatlarinin GSBL ve KPC direng durumlari

izolat Kiiltiir . VITEK-32 CHROMagar
no Izolat GSBL KPC Orientation GSBL KPC
51 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
52 idrar K.pneumoniae - - K.pneumoniae + -
53 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
54 idrar K.pneumoniae  + - K.pneumoniae  + -
55 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
56 Trakeal K.pneumoniae  + - K.pneumoniae  + -
57 Trakeal K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
58 Yara K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
59 Yara K.pneumoniae + - K.pneumoniae + -
60 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae + +
61 Safra K.pneumoniae + - K.pneumoniae + +
62 Trakeal K.pneumoniae  + - K.pneumoniae  + +
63 idrar K.pneumoniae - + K.pneumoniae - +
64 Yara K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
65 idrar K.pneumoniae  + + K.pneumoniae  + +
66 Trakeal K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
67 idrar K.pneumoniae  + + K.pneumoniae  + +
68 idrar K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
69 Yara K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
70 Kateter K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
71 Trakeal K.pneumoniae  + o+ K.pneumoniae  + n
72 idrar K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
73 idrar K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
74 Yara K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
75 Trakeal K.pneumoniae  + o+ K.pneumoniae  + n
76 Kateter K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
77 Trakeal K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
78 Yara K.pneumoniae  + + K.pneumoniae  + +
79 Rektal K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +
80 Rektal K.pneumoniae + + K.pneumoniae + +

51-80, K. pneumoniae; GSBL, genislemis spektrumlu beta laktamaz; KPC, K
pneumoniae karbapenemaz, Karbapenem direngli olanlar koyu renk ile
gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.4.Un devami

izolat Kiiltii VITEK-32 CHROMagar
no ultar izolat GSBL KPC Orientation GSBL KPC
81 Kan K.pneumoniae + o K.pneumoniae + +
82 Rektal K.pneumoniae + i K.pneumoniae + +
83 Bronsiyal K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
84 Trakeal K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
85 idrar K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
86 Yara K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
87 idrar K.pneumoniae + ¥ K.pneumoniae  + +
88 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
89 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
90 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + +
91 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + +
92 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
93 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + +
94 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + +
95 Yara K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
96 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + +
97 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
98 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -
99 Kan K.pneumoniae + + K.pneumoniae  + +
100 idrar K.pneumoniae + - K.pneumoniae  + -

81-100; K. pneumoniae; GSBL; genislemis spektrumlu beta laktamaz; KPC; K.

pneumoniae karbapenemaz, Karbapenem direngli olanlar koyu renk ile

gOsterilmigtir.

4.4. Genomik ve Plazmid DNA Uriinlerinin Agaroz Jelde Gériintiilenmesi

4.4.1. Genomik DNA Uriinlerinin Agaroz Jelde Gériintillenmesi

Calisma kapsaminda E.coli ve K.pneumoniae suslarindan izole edilen genomik

DNA Uranlerinin jel goruntileri Sekil 4.2'de verilmistir.

Sekil 4. 2. : Genomik DNA drunlerinin agaroz jeldeki goruntisu
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4.4.2. Plazmid DNA Uriinlerinin Agaroz Jelde Gériintiilenmesi
Calisma kapsaminda E.coli ve K.pneumoniae suslarindan izole edilen plazmid

profilleri sirasiyla Sekil 4.3 ve 4.4’'te verilmistir.

5§ 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

=)

g — —_— el W w—
Sl A i ,:_-— =1
- — -

Sekil 4. 3. : E.coli suslarinin plazmid DNA Urdnlerinin agaroz jeldeki goértnttsi. 1-
50, E.coli; M, 100 kb DNA molekdiler agirlik standardi

M 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

LA

76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

—_— —— o —— W T w— —_ ——

—

LTI

Sekil 4. 4. : K.pneumoniae suslarinin plazmid DNA UrUnlerinin agaroz jeldeki
gorintisi. 51-100, K.pneumoniae; M, 100 kb DNA molekiiler agirlik standardi
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4.5. Karbapenemaz Gen Bolgelerinin Multiplex PCR Analizi
Calisma kapsaminda toplanan E.coli ve K.pneumoniae izolatlarinin %44’inde

(E.colfde 11, K.pneumoniae’de 33) OXA-48 tip karbapenem direnci saptandi.

4.5.1. E.coli'de Karbapenemaz Gen Bolgelerinin Analizi

Toplanan 50 E. colinin 11 (%22)’sinde plazmid kokenli OXA-48 karbapenemaz gen
bolgesi saptanmistir. Calisma kapsaminda Multiplex PCR yontemi ile
karbapenemaz gen bdlgesi saptanan E. coliizolatlarina ait jel gértntuleri Sekil 4.5’te

verilmigtir.

32 33 35 36 37 38 39 41 NK

1500 bp [

Sekil 4.5. : E. coli izolatlarinda OXA-48 tip (438 kb) gen bdlgelerine ait jel
gorantaleri. 28-41, E. coli; NK, Negatif kontrol, M, 100 kb DNA molekiiler agirlik
standardi

izolatlarin CHROMagar ve Multiplex PCR ile elde edilen karbapenem direng
durumlari Cizelge 4.5'te karsilastirimal olarak verilmistir. Karbapenem direnci
acisindan her iki yontemin sonuglari 31 numarali izolat haricinde uyumlu

bulunmustur.
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Cizelge 4. 5: E. coli izolatlarinin karbapenem direncine ait toplu test sonugclari

izolat Kl CHROMagar | Multiplex PCR
no uitur Orientation  KPC Geglggmk PISZNrRId Karba{)iginemaz
1 Apse E.coli - - ) ]
2 Bronsiyal E.coli - - ) )
3 idrar E.coli ] ; i ]
4 Idrar E.coli ] ; i ]
5 idrar E.coli ] ; i ]
6 idrar E.coli ] ; i ]
7 Idrar E.coli ] ; i ]
8 idrar E.coli ] ; i ]
9 idrar E.coli ] ; i ]
10 idrar E.coli ] ; i ]
11 idrar E.coli ] ] ] ]
12 idrar E.coli ] ; i ]
13 idrar E.coli ] ; i ]
14 idrar E.coli ] ] i )
15 idrar E.coli ] ] i )
16 idrar E.coli ] ; i ]
17 Kan E.coll i . . ]
18 idrar E.coli ] ; i ]
19 idrar E.coli ] ; i ]
20 idrar E.coli ] ; i ]

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz
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Cizelge 4.5."in devami

izolat Kl CHROMagar . Multiplgx PCR
no ultur Orientation  KPC Gegﬁ'ra\nlk Plgf\lrzld Karbaﬁginemaz
21 idrar E.coli . - ] ]
22 idrar E.coli . - ) ]
23 idrar E.coli . - ) ]
24 Yara E.coli - - i )
25 Yara E.coli ) ; ] ]
26 idrar E.coli ] - ) ]
27 idrar E.coli ] - ) ]
28 Plevral eflizyon E.coli
29 Kateter E.coli
30 idrar E.coli ]
31 idrar E.coli ]
32 Yara E.coli
33 idrar E.coli
34 idrar E.coll ]
35 Yara E.coli +
36 Trakeal E.coli +
37 Kan E.coli +
38 idrar E.coli "
39 idrar E.coli "
40 Idrar E.coli . - ) )

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz; OXA, Oksasilinaz tip, Karbapenem direngli olanlar koyu renk ile gdsterilmistir.



Cizelge 4.5."in devami

i CHROMagar Multiplex PCR
Izr?lat Kaltar . . Genomik Plazmid Karbapenemaz
0 Orientation KPC DNA DNA tipi
41 idrar E.coli s + + OXA-48
42 Yara E.coli - - - -
43 Yara E.coli - - . i
44 Vicut sivisi E.coli - - - -
45 idrar E.coli - - . i
46 Kulak E.coli - - - -
47 idrar E.coli - - . i
48 idrar E.coli - - , -
49 idrar E.coli - - . i
50 idrar E.coli - - . -

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz; OXA, Oksasilinaz tip
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4.5.2. K. pneumoniae’de Karbapenemaz Gen Bolgelerinin Analizi

Toplanan 50 K. pneumoniae’nin 29 (%58)'inde yalnizca plazmid kokenli OXA-48,
birinde (%2) yalnizca NDM-1, 4 (%8)'inde ise; hem OXA-48 hem de NDM-1
karbapenemaz gen bdlgeleri bulunmaktadir. Calisma kapsaminda Multiplex PCR
yontemi ile karbapenemaz gen bolgesi saptanan K. pneumoniae izolatlarina ait jel

gorintileri Sekil 4.6-4.8'de verilmistir.

M 60 61 62 63 64 66 67 68 69 70 71 73 75 76 77 78

1500 bp
500 bp

100 bp

Sekil 4. 6: K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 tip (438 bp) gen bdlgelerine ait jel
gorantaleri. 60-80, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol; M, 100 kb DNA molekuler
agirlik standaradi

90 91 93 94 96 NK

Sekil 4. 7: K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 tip (438 bp) gen bdlgelerine ait jel
gorantaleri. 81-96, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol; M, 100 kb DNA molekuler
agirlik standardi
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65 72 74 87 99 M

100 bp

Sekil 4. 8: K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 (438 kb) ve NDM-1 tip (621 kb) gen
bolgesine ait jel goruntuleri. 65, 72, 74, 87, Multi direng; 99, NDM-1 tip; M, 100 kb
DNA molekliler agirlik standardi

izolatlarin CHROMagar ve Multiplex PCR ile elde edilen karbapenem direng
durumlari Cizelge 4.6'da karsilastiriimali olarak verilmigtir. Karbapenem direnci
acisindan her iki yontemin sonuglari uyumlu bulunmustur. Bu yontemin E. coli ve
Klebsiella gibi karbapenem direnci pozitif bazi bakteriler igin %92,7 duyarlilik ve

%95,9 6zgullikte sonuglar verdigi bilinmektedir [99].
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Cizelge 4. 6: K. pneumoniae izolatlarinin karbapenem direncine ait toplu test sonugclari

izolat . CHROMagar . Multiplgx PCR
no Orientation  KPC Geglg'&mk Plgilrzld Karbaﬁginemaz
51 idrar K.pneumoniae - - - -
52 idrar K.pneumoniae - - - -
53 idrar K.pneumoniae - - - -
54 idrar K.pneumoniae - - - -
55 idrar K.pneumoniae - - - -
56 Trakeal K.pneumoniae - - - -
57 Trakeal K.pneumoniae - - - -
58 Yara K.pneumoniae - - - -
59 Yara K.pneumoniae - - - -
60 idrar K.pneumoniae  +
61 Safra K.pneumoniae  +
62 Trakeal K.pneumoniae +
63 idrar K.pneumoniae +
64 Yara K.pneumoniae +
65 idrar K.pneumoniae + + + OXA-48 ve NDM-1
66 Trakeal K.pneumoniae  +
67 idrar K.pneumoniae  +
68 idrar K.pneumoniae  +
69 Yara K.pneumoniae  +
70 Kateter K.pneumoniae  +

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz, OXA, Oksasilinaz tip; NDM, New Delhi Metallo beta-laktamaz tip
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Cizelge 4.6'nin devami

izolat it CHROMagar . ML:ItipIg;( PCR -
no Orientation KPC Ge&g?' P[a;erzl Kar aﬁginemaz
71 Trakeal K.pneumoniae  +
2 idrar K.pneumoniae  + e + OXA-48 ve NDM-1
73 idrar K.pneumoniae  +
74 Yara K.pneumoniae ~ + + + OXA-48 ve NDM-1
75 Trakeal K.pneumoniae 4+
76 Kateter K.pneumoniae ~ +
77 Trakeal K.pneumoniae  +
78 Yara K.pneumoniae  +
79 Rektal K.pneumoniae  +
80 Rektal K.pneumoniae  +
81 Kan K.pneumoniae  +
82 Rektal K.pneumoniae ~ +
83 Bronsiyal K.pneumoniae  +
84 Trakeal K.pneumoniae +
85 idrar K.pneumoniae +
86 Yara K.pneumoniae  +
87 idrar K.pneumoniae ~ + + + OXA-48 ve NDM-1
88 idrar K.pneumoniae - - - -
89 idrar K.pneumoniae - - - -

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz, OXA, Oksasilinaz tip; NDM, New Delhi Metallo beta-laktamaz tip



Cizelge 4.6'nin devami

izolat cltin CHROMagar . Multipl.ex PCR
no Orientation KPC Ge[?ﬁ,&mk Plgf\lrzld Karbaﬁginemaz
91 idrar K.pneumoniae  +
92 idrar K.pneumoniae  _
93 idrar K.pneumoniae
94 idrar K.pneumoniae
95 Yara K.pneumoniae .
96 idrar K.pneumoniae  +
97 idrar K.pneumoniae .
98 idrar K.pneumoniae . - - -
99 Kan K.pneumoniae  + -+ 5 NDM-1
100 idrar K.pneumoniae . - - -

KPC, K. pneumoniae karbapenemaz, OXA, Oksasilinaz tip; NDM, New Delhi Metallo beta-laktamaz tip



Ukemizde E. coli ve K. pneumoniae’de yaygin olarak gorilen karbapenemazlar;
OXA-48 ve NDM-1'dir [49, 61, 62, 106, 107]. Bunun yaninda son yillarda; IMP-1,
VIM-1 ve OXA-51 tip karbapenemazlar saptanmistir [53-55, 61, 108, 109].

Calisma kapsaminda toplanan izolatlarin %44’Gnde OXA-48 tip direng saptandi.
Plazmid kokenli bu direncin galismadaki diger direng tiplerine gore yuksek olmasi
2010 yilinda Carrer ve arkadasglari [110] tarafindan yapilan Turkiye'nin gesgitli illerini
kapsayan ¢alismasi ile uyumlu bulunmustur. Ayrica; bu direncin ozellikle tUlkemizde
diger direng tiplerine gore daha yaygin oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir
[41, 61, 106, 111].

Calismamizda; OXA-48 tip karbapenem direncinin yani sira ginimuzde Turkiye'de
de gorilmeye baslayan NDM-1 tip karbapenem direnci saptandi [41, 49]. Diinya’da
en fazla K.pneumoniae’da sonra da E.coli'de gorulen bu direng tipi Ulkemizde en
fazla K.pneumoniae'de goérilmektedir [49, 61, 112]. NDM-1 tip direncin ilk olarak
Hindistan’da gorulmesinin ardindan Pakistan ve Banglades’te de ayni tip direng
saptanmistir. Bunun yaninda, daha sonraki zamanlarda Orta Dogu ile iligkili birgok
hastada NDM-1 ureten enterobakteriyel izolatlar rapor edilmistir [41]. NDM-1 tip
direncin Ulkemize girisi bu direncin daha 6nceden Irak’ta tespit edilmis olmasi
kolonize olmus bir hastanin Turk hastanesine kabull ile oldugu rapor edilmigtir
[107].

Calisma sonuclarindan elde edilen karbapenem direnci agisindan en énemli bulgu
ise; K.pneumoniae izolatlarinin 4'inde hem OXA-48 hem de NDM-1 direncinin bir
arada gorulmesidir. Buna benzer bir durum; 2012 yilinda Tunus’ta OXA-48 ve NDM-
1, ayni yil igerisinde Fas'ta OXA-48, NDM-1 ve VIM-1 ve Umman’da NDM-1, OXA-
48 ve OXA-181 kombinasyonu seklinde ortaya ¢cikmistir [59, 63, 65]. Ulkemizde ise;
ilk defa Alp ve ark. tarafindan [61] yapilan bir calismada 2010-2011 yillari arasinda
toplanan 94 K.pneumoniae izolatinin yalnizca %1'inde (1 izolat) OXA-48 ve NDM-1
direnci tespit edilmigtir. Kilic ve Baysallar [113] tarafindan yapilan ¢alismada ise;
ayni multi direng Suriye miulteci kampindan Sanliurfa Hastanesi’nde tedavi olan bir
hastada saptanmistir. Calismamizda ise bu direng 4 K. pneumoniae izolatinda tespit
edilmis ve zaman igerisinde artis gosterdigi agiktir. Son yillarda fazla sayida rapor
edilen bu multi direng icin; I1zdebski ve ark. tarafindan [114] 2015 yilinda Tunus’ta

yapilan bir ¢alismada; teror saldirilarini takiben agir yaral iki Polonyali turistten
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birinde yalnizca NDM-1 Ureten K.pneumoniae, diger hasta da ise; bu izolatin

yaninda OXA-48 Ureten K.pneumoniae ve NDM-1 Ureten E.coli izole edilmigtir.

Ulkemizde son vyillarda artis gosteren karbapenem direncinin; direncin gorildigi
ulkelere yapilan seyahatlarin yani sira son yillarda ulkemizde atig gOsteren teror
olaylari sonucu yaralilarin ve tlkemize kabul edilen multecilerin Turk hastanelerinde

tedavisi nedeniyle hizli bir gekilde yayilim gosterdigi aciktir.

4.6. Virulans Gen Bolgelerinin Multiplex PCR Analizi

4.6.1. E.coli'de Viriilans Gen Bolgelerinin Analizi

Calismamizda E.coli izolatlari igin 9 farkl virilans gen balgesi (pap, afa, fimA, sfa,
hly, iroN, aer, cnf-1 ve jutA) Multiplex PCR ile analiz edildi. Analiz sonucu elde edilen

virtlans gen bolgeleri Sekil 4.9'da gortulmektedir.

1500 bp

1000 bp

500 bp

100bp

Sekil 4. 9 : E.coli'de bulunan virtilans gen bdlgeleri (pap; 328-336 bp, afa; 750 bp,
fimA; 447 bp, sfa; 410 bp, hly; 1177 bp, iroN; 665 bp, aer; 602 bp, cnf-1; 498 bp,
iutA; 300 bp)
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Virilans gen bdlgesi saptanan E. coli izolatlarina ait jel goruntuleri Sekil 4.10-

4.12'de verilmistir.

100 bp

Sekil 4. 10: E. coli izolatlarinda pap (328-336 kb) gen bdlgelerine ait jel géruntuleri.
12-46, E. coli; NK, Negatif kontrol; M, 100 kb DNA molekdiler agirlik standardi

M12 34 56 7 89 10 1112 1314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 NK

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

M 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 3940 4142 43 44 4546 47 48 49 50 NK

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4. 11: E. coli izolatlarinda afa (750 kb), fimA (447 kb) ve sfa (410 kb) gen
bolgelerine ait jel goruntuleri. 12-46, E. coli; NK, Negatif kontrol; M, 100 kb DNA
molekliler agirlik standardi
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M1 2 34 567 8 9 101112 1314 15 1617 1819 20 21 22 23 24 25 NK

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

M 26 27 28 29 30 3132 33 34 3536 37 38 394041 4243 4445 46 47

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4. 12: E. coli izolatlarinda hly (1177 kb), iroN (665 kb), aer (602 kb), cnf-1 (498
kb) ve iutA (300 kb) gen bdlgelerine ait jel gortntileri. 12-46, E. coli; NK, Negatif
kontrol; M, 100 kb DNA molekdiler agirlik standardi

Saptanan virlilans gen bdlgelerinin E.coli izolatlarindaki dagilimi Sekil 4.13’deki
grafikte agikga gorilmektedir. izolatlar arasinda siklikla rastlanan gen bélgeleri
sirasiyla; %92 oraninda siderofor tiplerinden ferrik aerobaktin Uretiminden sorumlu
olan iutA ve %90 aerobaktin Uretiminden sorumlu olan aer, %84 Tip | fimbriya'y
ifade eden fimA gen bdlgeleridir. izolatlar arasinda en az gdriilen viriilans gen

bélgesi ise; %10 oraninda hemolizinden sorumlu olan hly gen bdlgesidir.
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Sekil 4. 13.: Virllans gen bdlgelerinin E.coli izolatlarindaki dagilimi. n; genlerin
bulundugu izolat sayisi, %, gen bolgelerinin toplam 50 izolata gére orani

Sideroforlar, demir varligi sinirli olan doku ve kanda bakteri gelisimini destekleyen
en onemli virllans faktordur. aer ve iutA gen bolgeleri tarafindan ifade edilen
aerobaktin ve ferrik aerobaktin E.coli virilansinda énemli sideroforlar olup birgok
izolatta bulunmaktadir [73, 74]. Calismamizda E.coli izolatlarinda; enfeksiyonda
onemli bir rolu olan aerobaktin Uretiminden sorumlu jutA ve aer gen bolgeleri yuksek
oranda bulunmustur (Cizelge 4.13). Arisoy ve ark. [76] ve Tarchouna ve ark. [104]
tarafindan yapilan calismalarda; taranan virtilans genleri igerisinde aer gen bolgesi
en ylUksek oranda (sirasiyla %42 ve %52) bulunmustur. Ekstraintestinal E.coli
izolatlar ile yapilan bagka bir caligmada ise; virllans gen bdlgeleri icerisinde en
fazla iutA (%65) gen bolgesi saptanmis ve ayni ¢alismada kullanilan kontrol
(patojenik olmayan) izolatlarda bu gen bdlgesine rastlanmamistir [75].
Calismamizda siderofor ile iligkili diger bir gen bdlgesi %28 oraninda bulunan iroN
gen bolgesidir (Cizelge 4.13). Bu gen bdlgesi; salmochelin sideroforunun
uretiminden sorumlu olup uroteliyel hicrelerde invazyona neden olmaktadir [115].
Koga ve ark. [75] tarafindan yapilan galismada bu gen bdlgesi iutA’dan sonra
yuksek oranda (iroN; %55) saptanmigtir.
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Calismamizda saptanan fimbriya ile iligkili gen bdlgeleri sirasiyla; fimA (%84), afa
(%38), pap (%24) ve sfa (%20) seklindedir (Cizelge 4.13). Tip 1 fimbriya E.coli
izolatlarinin gogunlugunda yaygin olarak bulunan bir yapidir [10]. Bu yapi, énemli
bir virGlans faktér olmasina ragmen hem patojenik hem de kommensal izolatlarda
gozlenmektedir [72]. Calismamizda oldugu gibi bu gen bdlgesinin diger fimbriya

tiplerine gore daha fazla oldugu birgok ¢calismada rapor edilmistir [75, 104, 116].

Hemolizin ekstraintestinal (sistit, menenjit, septisemi, piyelonefrit) ve intestinal
enfeksiyonlara neden olan E.col/nin ¢egitli patojenik tipleri tarafindan Gretilmektedir
ve virllans Uzerindeki etkisi tam olarak aydinlatiimamistir [10, 72]. Koga ve ark. [75]
tarafindan ektraintestinal enfeksiyona neden olan E.coli izolatlarinda yapilan
calismada; hly gen bdlgesi yuksek oranda bulunmasina ragmen patojen olmayan
E.coli (kontrol grubu) izolatlarinda da benzer bir oran bulunmugtur. Ayni ¢calismada
cnf-1 gen bolgesi higbir izolatta saptanmamistir. Benzer bir sekilde; Tarchouna ve
ark., [104] tarafindan yapilan bir galismada da, hly (%19) ve cnf-1 (%3) gen bdlgeleri
en az saptanan gen bolgeleri olarak rapor edilmistir. Calismamizda da bu gen

bolgelerine ait oranlarin oldukg¢a dusuk olmasi bu durumu desteklemektedir.

E.coli izolatlarindaki virtlans faktorlerin klinik érneklere gére yuzde dagilimi Sekil
4.14’te fimbriya tipleri (afa, fimA, sfa ve pap), siderofor olusumu (iroN, iutA ve aer)
ve diger virulans faktorler (cnf-1 ve hly) ile iligkili gen bolgelerinin klinik drneklere

gore dagilimi gorulmektedir.
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Sekil 4. 14. : E.coli'ye ait fimbriya tipleri (a), siderofor olusumu (b) ve diger virtlans faktorlerin (c) klinik érneklere gore ytuzde dagilimi.
(idrar; 35, yara; 6, kan; 2, brongiyal; 1, kulak; 1, viicut sivisi; 1, apse; 1, kateter; 1, plevral efiizyon; 1, trakeal; 1 izolat)
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E.coli izolatlarindaki virtlans faktorlerin klinik érneklere gére dagilimina bakildiginda;
virulans faktor cesitliligi en fazla idrar orneklerinde gorulmektedir (Sekil 4.14). Bu
durum E.col/nin insanlarda oldukg¢a yaygin ve ¢ok cesitli semptomlarla gorulen idrar
yolu enfeksiyonlarinin (sistik, piyolenefrit vb.) etkeni olmasi ile yakindan iliskilidir [72,
117].

Idrar yolu enfeksiyonlari igin en énemli virlilans faktérler fimbriyalardir. Yapilan bir
calismada; idrar yoludaki az ve ¢ok virulan izolatlar arasinda tip | fimbriya ile iligkili
genin bulunma sikhginda o6nemli bir fark bulunmadigi saptanmistir [118].
Calismamizda ise; idrar o&rneklerinin %91’inde (32 izolat) fimA gen bdlgesi
saptanmigtir. Benzer bir sekilde; Johnson ve ark. [116] tarafindan yapilan bir galismada
cesitli idrar yolu enfeksiyonu (sistit, piyelonefrit, prostatis) etkeni E.coli izolatlarin da
taranan virilans gen bolgeleri igerisinde %95 (60 izolat) oraninda Tip 1 fimbriya
saptanmigtir. Bu gen bdlgesi; E.coli izolatlarinin gogunda yaygin olarak gorulmesine
ragmen idrar yolu enfeksiyonu etkeni izolatlarina 6zgu bir gen bdlgesi oldugunu

soylemek mumkundur.

Uropatojenik E.col/nin patogenezinde énemli rol oynayan dzellikle piyelonefrit ile iligkili
gen bolgesi olan pap gen bdlgesi; calismada idrar érneklerinin yalnizca %29 (10
izolat)’'unda saptanmigtir. Benzer bir sonug¢ Arisoy ve ark. [76] tarafindan yapilan
calismada 136 idrar yolu enfeksiyonu etkeni olan E.coli izolatlarinda yapilan ¢alismada
bu oran %23 (31 izolat) seklindedir. Wang ve ark. [117] tarafindan yapilan ¢alismada;
komplike idrar yolu enfeksiyonu etkeni izolatlarda pap geni %94 (48 izolat) olarak
bulunmustur. Benzer sekilde; Roberts ve ark. [119] tarafindan maymunlar Uzerinde
yapillan bir c¢alismada; pap genin inaktive edilmesi ile E.coli'nin bdbreklerdeki
kolonizasyonun ve yanginin azaldigi saptanmigtir. Bu ¢alismalar da; pap geninin daha

cok komplike idrar yolu enfeksiyonlari ile iliskili oldugunu net bir sekilde géstermektedir.

Calismamizda; afimbriyal adezin ile iligkili afa geni idrar, yara, kan ve bronsiyal
drneklerinde saptanmistir (Cizelge 4.14). insanda hemopoietik endotel, intestinal ve
driner hdcrelerdeki glikoprotein olan bozulma hizlandirma faktori (DAF; Decay-
accelerating factor) bu gen bdlgesi ile ifade edilen afimbriyal adezinler igin reseptor
olmalari bu klinik érnekler ile olan iligkiyi agiklamaktadir [10]. S fimbriya ile iligkili sfa
gen bolgesi de; afa gen bdlgesi gibi idrar yolu enfeksiyonlarinin yaninda sepsis,

menenijit gibi enfeksiyonlarda da bulunmaktadir [72]. Wang ve ark. [117] tarafindan
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yapilan ¢alismada; komplike idrar yolu enfeksiyonu olan ve saglikli bireylerden alinan
orneklerin higbirinde sfa ve afa genleri saptanmamigstir. Johnson ve ark. [116]
tarafindan yapilan benzer bir galismada da; sfa ve afa gen bolgelerine komplike idrar
yolu enfeksiyonlarindan alinan érneklerde sirasiyla %14 ve %3’Unde saptanmis olmasi

bu tip enfeksiyonlar igin 6zgu gen bdlgeleri olmadigini gostermektedir.

Sideroforlar E.coli’'nin ¢esitli patojenik tiplerinin gcogunda fimbriyalardan sonra siklikla
saptanan virllans faktorlerdir. Wang ve ark. [117] tarafindan yapilan ¢alismada; kontrol
grubu, sistemik bir enfeksiyon olan akut kolanjit ve komplike idrar yolu enfeksiyonu
etkeni E.coli izolatlarinda virGlans gen bolgeleri arastiriimistir. Calismada aerobaktin
dretiminden sorumlu jutA gen bolgesi, komplike idrar yolu enfeksiyonu etkenlerinde
(%78; 40 izolat), akut kolanjit etkenleri (%52;13 izolat) ve kontrol grubuna (%47;14
izolat) gére daha ylksek oranda bulunmustur. Buna karsin; Landgraf ve ark. [120]
tarafindan yapilan bir ¢alismada, ferrik aerobaktin (iutA) ve Uropatojeni arasinda
oldukga zayif bir iligki tespit etmistir. Johnson et al. [116] ve Henderson ve ark. [74]
tarafindan yapilan arastirmalarda ise; idrar drneklerinde salmochelinin (iroN) ferrik
aerobaktine (iutA) gére daha fazla bulundugu saptanmigtir. Calismamizda ise;
aerobaktin ve ferrik aerobaktinlerin klinik orneklerin birgok cesidinde (Sekil 4.14),
salmochelinin ise; agirlikli olarak idrar 6rneklerinde saptanmigs olmasi salmochelinin

idrar yolu enfeksiyonuna 6zgu bir siderofor oldugunu gostermektedir.

Cogunlukla Uropatojenik E.coli tarafindan uretilen cnf-1 ve hly gen bolgeleri o6zellikle
idrar yolu enfeksiyonlarinin semptomlarinda meydana gelen yangi cevabinin
olusumunda 6énemlidir [121]. hly gen bdlgesinin piyelonefrit ve sistit gibi komplike idrar
yollari enfeksiyonlari ile iligkili oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir [72,
104, 117]. cnf-1 gen bolgesi ise; piyelonefrite neden olan izolatlarin Ugte birinde
uretilmekte ve bu izolatlar bobrek invazyonuna neden olabilmektedir [72]. Wang ve ark.
[117] tarafindan yapilan ¢alismada; komplike idrar yolu enfeksiyonuna neden olan
E.coli izolatlarinda hly ve cnf-1 gen bdlgeleri sirasiyla %23 ve %21 iken; kontrol
grubunda bu gen bdlgeleri %2 ve %1 olarak bulunmustur. Calismamizda da; cnf-1 gen
bdlgesi %34 (17 izolat) olarak saptandi (Sekil 4.13) ve bu izolatlarin %82 (14 izolat)’si
idrardan izole edilmigtir (Sekil 4.14). hly gen bdlgesinde ise; bu oran %10 olup bu gen
bdlgesi yalnizca idrar érneklerinde saptanmistir (Sekil 4.14) ve bu durumu destekler
niteliktedir.
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Calismada, karbapenem ve virtlans gen profilleri bir arada degerlendirildiginde 24 tip
virilans profili tanimlandi. Tanimlanan virilans gen profilleri Cizelge 4.7°de izole
edildikleri érnekler ile toplu bir sekilde verilmigtir. Cizelgede fimbriya ile iligkili gen
bdlgeleri mavi, siderofor ile iligkili gen bolgeleri yesil, hemolizin ile iliskili gen bdlgesi

kirmizi, sitotoksik nekrotizan faktor ise; mor renk ile ifade edilmigtir.

Cizelge 4. 7: E.coli izolatlarinin karbapenem direnci ve virilans gen profilleri

izolat no Klinik 6rnek Karbapenem direnci Virtlans gen profilleri
29 Kateter OXA-48 =
44 Vicut sivisi karbapenem duyarl _
. fimA
48 Idrar karbapenem duyarl
41 idrar OXA-48 fimA, iutA
1 Apse karbapenem duyarl fimA, aer
28 sl OXA-48
eflizyon
32 Yara OXA-48
35 Yara OXA-48 :
aer, iutA
36 Trakeal OXA-48
30 idrar karbapenem duyarli
49 idrar karbapenem duyarl
27 idrar karbapenem duyarl aer, iutA, cnf-1
7 idrar karbapenem duyarl
19 idrar karbapenem duyarli . _
. fimA, aer, iutA
40 Idrar karbapenem duyarli
43 Yara karbapenem duyarli
33 idrar OXA-48 fimA, sfa, aer, iutA
18 idrar karbapenem duyarli
45 idrar karbapenem duyarl fimA, pap, aer, iutA
46 Kulak karbapenem duyarli
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Cizelge 4.7'nin devami

Izolat Klinik drnek Karpapeqem Virulans gen profilleri
no direnci
37 Kan OXA-48
5 idrar karbapenem duyarl
8 idrar karbapenem duyarli
9 idrar karbapenem duyarli fimA, afa, aer, iutA
24 Yara karbapenem duyarl
25 Yara karbapenem duyarl
50 idrar karbapenem duyarli
31 Idrar OXA-48
4 idrar karbapenem duyarli _ _
) fimA, aer, iutA, cnf-1
Idrar karbapenem duyarli
17 Kan karbapenem duyarli
34 Idrar karbapenem duyarli fimA, sfa, aer, iutA, iroN
38 idrar OXA-48 fimA, pap, aer, iutA, hly
16 idrar karbapenem duyarl fimA, pap, aer, iutA, iroN
21 idrar karbapenem duyarli _ _
. fimA, pap, afa, aer, iutA
26 Idrar karbapenem duyarli
3 idrar karbapenem duyarli _ _
. fimA, afa, aer, iutA, cnf-1
20 Idrar karbapenem duyarli
12 idrar karbapenem duyarli _ _ _
. fimA, pap, afa, aer, iutA, iroN
15 Idrar karbapenem duyarli
23 idrar karbapenem duyarli fimA, sfa, afa, iutA, iroN, cnf-1
2 Bronsiyal  karbapenem duyarli _ _ _
. fimA, afa, aer, iutA, iroN, cnf-1
13 Idrar karbapenem duyarli
22 idrar karbapenem duyarli _ _ _
: fimA, sfa, aer, iutA, iroN, hly, cnf-1
a7 Idrar karbapenem duyarli
11 idrar karbapenem duyarl fimA, sfa, afa, aer, iutA, iroN, cnf-1
42 Yara karbapenem duyarl fimA, pap, sfa, aer, iutA, iroN, cnf-1
39 idrar OXA-48 fimA, pap, sfa, aer, iutA, iroN, hly, cnf-1
10 idrar karbapenem duyarli fimA, sfa, afa, aer, iutA, iroN, hly, cnf-1
14 idrar karbapenem duyarli fimA, pap, sfa, afa, aer, iutA, iroN, cnf-1
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Cizelge 4.7°de virtulans profilleri incelendiginde; karbapenem direngli 29 numarall
kateterden izole edilen E.colide; taranan virulans gen bolgelerinden higbiri
saptanmamistir. Buna karsin; karbapenem direngli idrardan izole edilen 39 numarali
izolatta sekiz virulans gen bolgesini tagidigl ve en virulant izolat oldugunu soylemek

mUmkudnddr.

Virllans faktorlerinin karbapenem direngli ve duyarli E.coli izolatlari arasindaki
dagihmina bakildiginda; fimA ve afa gen bdlgelerinin direngli duyarl suslar arasinda
onemli derecede fark oldugu gorulmustur (fimA ve afa; P< 0.05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4. 8: Karbapenem duyarli ve direngli E.coli izolatlarinda virllans faktorlerin
dagihmi

Karbapenem Karbapenem P
Virulans faktorler direngli izolatlar duyarl izolatlar degeri
(n=11) (%) (n=39) (%)

pap 2 (18) 10 (26) 1.00

sfa 2 (18) 8 (21) 1.00
fimA 6 (55) 36 (92) <0.05
afa 1(9) 18 (46) <0.05
hly 2 (18) 3(8) 0.301
cnf-1 2 (18) 15 (38) 0.292
iutA 10 (91) 36 (92) 1.000
aer 9 (82) 36 (92) 0.301
iroN 1(9) 13 (33) 0.148

idrar yolu enfeksiyonu etkeni E.colinin sahip oldugu viriilans faktorler ile GSBL ve
siprofloksasin direnci arasindaki iliski ¢esitli arastiricilar tarafindan ortaya konmustur
[105, 122]. Buna karsin Arisoy ve ark. [76] tarafindan yapilan c¢alismada; virtlans
genlerinin artigi ile bazi antibiyotiklerde diren¢ bazilarinda ise; duyarlilik arttisi

saptanmigtir.

Son yillarda virtlans ile antibiyotik direnci arasinda yapilan ¢alismalarda; bu iligki i¢in
birkag mekanizma Uzerinde durulmaktadir [92]. Bunlardan biri; antibiyotik direncini
tasiyan plazmidler digerleri ise; porin kaybi ve efluks pompasidir. Fekete ve ark. [123]
tarafindan yapilan calismada plazmid aracili olan bu iliski; enterotoksijenik E.coli
virilans plazmidinin tetrasiklin direncini tagsiyan Tn10 transpozonuna sahip olmasi
seklinde aciklanmistir. Rolhion ve ark. [124] tarafindan yapilan c¢alismada ise;

E.colfdeki OmpC porini kaybinin tutunma, invazyon ve intestinal kolonizasyonun
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azalmasina neden oldugu bulunmustur. Calismamiza 28 numarali izolat olarak dahil
edilen ve Glulmez ve ark. [39] tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan, porin kaybi ve
OXA-48 direnci tespit edilen E.coli izolatinin virilans faktorleri incelendiginde; bu
izolatta yalnizca siderofor ile iligkili (aer, iutA) gen bolgeleri saptanmistir (Cizelge 4.7).
Buna benzer olarak, ¢calismamizda karbapenem duyarli izolatlarda virulans faktorlerin
daha fazla olmasi; porin kaybinin karbapenem direnci ve virllans arasindaki iligkide

etkisinin daha fazla oldugunu géstermektedir.

4.6.2. K.pneumoniae'de Virulans Gen Bolgelerinin Analizi

Calismamizda K.pneumoniae izolatlari i¢cin 16 farkl virtGlans gen bdlgesi (fimH, uge,
iutA, wabG, rmpA, ycfM, iroN, mrkD, kpn, entB, wcaG, magA, k2A, allS, hly ve cnf-1)
Multiplex PCR ile analiz edildi. Analiz sonucu izolatlarda taranan virtlans gen
bdlgelerinden 11 virtlans gen bolgesi saptandi. Saptanan virtlans gen bdlgeleri Sekil

4.15'te gorulmektedir.

500 bp

prme!
=/
=
—
——
—_—
=5
———

:

100 bp

Sekil 4. 15: K.pneumoniae 'de bulunan virtilans gen boélgeleri (fimH; 688 bp, uge; 534
bp, iutA; 300 bp, wabG; 683 bp, rmpA; 516 bp, ycfM; 160 bp, iroN; 665 bp, mrkD; 240
bp, kpn; 626 bp, entB; 371 bp, wcaG; 169 bp)
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Virllans gen bolgesi saptanan K. pneumoniae izolatlarina ait jel goérintuleri Sekil 4.16-
4.19’da verilmigtir.

M 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 NK

1500 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

M 76 77 7879 80 818283 84 858687 88 89 90 919293 94 9596 97 98 99 100 NK

100 bp

Sekil 4. 16: K. pneumoniae izolatlarinda fimH (688 kb), uge (534 kb) ve iutA (300 kb)

gen bolgelerine ait jel goruntileri. 51-100, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol; M, 100
kb DNA molekiiler agirlik standardi

M 5152 53 54 55 56 57 58 59 60 61 6263 64 6566 67 6869 707172 73 74 75 NK

— P S G W ) — -— .
500 bp s -

100 bp

M 76 777879 80 818283 8485 86 87 8889 90 9192 93 94 95 96 97 98 99 100 NK

1500 bp
1000 bp [

— —-——-—--—-- — --d——--—-
500 bp [

100 bp

Sekil 4. 17: K. pneumoniae izolatlarinda wabG (683 kb), rmpA (616 kb) ve ycfM (160

kb) gen bolgelerine ait jel goruntileri. 57-100, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol; M,
100 kb DNA molekiiler agirlik standardi
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M 515253 54 55 56 57 58 59 60 6162 63 64 6566 67 68 6970 7172 73 7475 NK

=1 - e

M 76 77 78 79 é?) 81 82 83 84 85 86 87 88 8990 9192 93 94 95 96 97 98 99 100 NK

Sekil 4. 18: K. pneumoniae izolatlarinda iroN (665 kb) ve mrkD (240 kb) gen

bdlgelerine ait jel gorintileri. 51-100, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol; M, 100 kb
DNA molekliler agirlik standardi

M 5152 5354 5556 57 58 59 60 6162 63 64 65 66 67 68 69 70717273 7475 NK

100 bp

100 bp

Sekil 4. 19: K. pneumoniae izolatlarinda kpn (626 kb), entB (371 kb) ve wcaG (169
kb) gen bolgelerine ait jel gortntileri. 51-100, K. pneumoniae; NK, Negatif kontrol;
M, 100 kb DNA molekdiler agirlik standardi

61



Saptanan virllans gen bdlgelerinin K.pneumoniae izolatlarindaki dagilimi Sekil
4.20'deki grafikte agikga gorllmektedir. Izolatlar arasinda siklikla rastlanan gen
bdlgeleri sirasiyla; kapsul ve kapsul lipopolisakkaritlerinin Uretiminde sorumlu wabG
(%88) ve uge (%86), dis membran proteini ile iligkili ycfM (%80), enterobaktin
Uretiminden sorumlu entB (%72) gen bélgeleridir. izolatlarin higbirinde magA, k2A, cnf-

1, hly ve allS gen bdlgeleri saptanmamistir.
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Sekil 4. 20. : Virulans gen bdlgelerinin K.pneumoniae izolatlarindaki dagilimi. n;
genlerin bulundugu izolat sayisi, %; gen bolgelerinin toplam 50 izolata gére orani

K. pneumoniae’nin virilansinda sahip olduklari lipopolisakkarit ve kapsul polisakkariti
oldukga 6nemlidir. Bu iki yapi; fagositoza direng gostererek enfeksiyonu tetiklemektedir
ve Ozellikle bakterilerin kanda yayiliminda kritik rol oynamaktadir [125]. Calismamizda
da; bu yapilar ile iligkili ycfM, uge ve wabG gen bdlgeleri diger virtilans gen bolgelerine
gore daha fazla bulunmustur. Kapsil mukopolisakkaritlerin olusumunu dizenleyen
kapsul ile iligkili diger bir gen bolgesi olan rmpA; izolatlarin %34’Unde saptanmistir. Bu
gen bdlgesinin yaninda hipermukoid koloniye (>5mm) sahip izolatlar bdbrekte olusan
apselerin patogenezinde yer almaktadir ve Ozellikle Dogu ve Guneydogu Asya
ulkelerinde rastlanmaktadir [126]. Bu durum; ¢calismamizdaki rmpA gen bdlgesindeki
bu dusuk orani ve hipermukoid koloninin higbir izolatta saptanmamasini

aciklamaktadir.
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Calismamizda tum kapsul ile iligkili gen bolgelerine gore daha az siklikla bulunan diger
gen bdlgesi ise; bir ¢gesit siderofor olusumundan sorumlu olan enterobaktin Greten entB
(%72)’dir. Bu gen bdlgesinin birgok klinik K.pneumoniae izolatlarinda bulundugu birgok
calisma tarafindan rapor edilmigtir [89, 127, 128]. entB gen bolgesi biyofilm gelisiminde
rol oynamasina ragmen Klebsiella virilansinda rolu hala tam olarak bilinmemektedir
[90].

Calismada oldukga ylksek oranda bulunan diger gen bdlgeleri ise; fimbriya ile iligkili
(fimH, mrkD ve kpn) gen bolgeleridir. Tip | fimbriya ile iligkili imH ve Tip 3 fimbriya ile
iliskili mrkD gen boélgeleri K. pneumoniae’de en sik gorilen fimbriya tipleri olup birgok

¢alisma tarafindan rapor edilmistir [17, 89].

K. pneumoniae’da cnf-1 ve hly gen bdlgeleri digerlerine gore daha az saptanan
virllans gen bdlgeleri arasindadir [89, 91, 128]. Calismamizda da; izolatlarin higbirinde

bu gen bolgeleri saptanmamistir.

Mukoviskozite ile iligkili ve K1 kapsul serotipine 6zgu bir gen bdlgesi olan magA, K2
serotipine 6zgu bir gen bdlgesi olan k2A ve allantoin metabolizmasi ile iligkili bir gen
bdlgesi olan allS genleri ise; bobrek apsesinin patogenezinde dnemli rol oynamaktadir
[83, 84, 129]. Ayni zamanda magA geni 6zellikle hipermukoid koloniye (>5mm) sahip
olan izolatlarda olduk¢a sik rastlanmaktadir [81]. Calismamizda bu genlerin
saptanmamasi; hipermukoid koloniye sahip ya da karaciger ile iligkili hi¢bir izolatin
calismamiz kapsaminda yer almamasi seklinde agiklanabilir. Chou et al. [130]

Compain ve ark. [131] tarafindan yapilan ¢calismalar da bu gorisu destekler niteliktedir.

K.pneumoniae izolatlarindaki virGlans faktorlerin klinik érneklere goére yuzde dagihmi
Sekil 4.21’de fimbriya tipleri (kpon, mrkD ve fimH), siderofor olusumu (iroN, iutA ve
entB), kapsul ve diger virilans faktorler (wcaG, rmpA, ycfM, wabG ve uge) ile iligkili

gen baolgelerinin klinik érneklere gore dagilimi goralmektedir.
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Sekil 4. : K.pneumoniae'ye ait fimbriya tipleri (a), siderofor olusumu (b), kapsul ve diger virtlans faktorlerin (c) klinik drneklere gére
yuzde dagihmu. (idrar; 25, trakeal; 8, rektal; 3, kan; 2, yara; 8, kateter; 2, safra; 1, brongiyal; 1 izolat)
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K.pneumoniae izolatlarindaki virllans faktorlerin klinik orneklere gére dagilimina
bakildiginda; virulans faktor cesitliligi en fazla idrar ve trakeal Orneklerinde
gorulmektedir (Sekil 4.21). Bu durum K.pneumoniae’nin siklikla neden oldugu idrar

yolu enfeksiyonu ve pndmoni ile yakindan iligkilidir [17].

Tip 1 fimbriyay! ifade eden fimH geni Urogenital sistem ve trake epitel hlicrelerindeki
mannoz igeren reseptorlere baglanmaktadir [132] ve galismamizda bulunan idrar
orneklerinin %49’unda (13 izolat), trake drneklerinin %75’inde (6 izolat) bu gen bdlgesi
bulunmaktadir. mrkD gen bdlgesi ise; trakeal epitel ve renal tubdler hicrelere
tutunmayi desteklemekte [87] ve galismamizda toplanan trakeal kaynakl izolatlarin
%75’inde (6 izolat), idrar Orneklerinin %56’sinda (14 izolat) bu gen bdlgesi

bulunmaktadir.

Calismamizda idrar ve trakeal 6rneklerinden sonra virtilans cgesitliligi fazla olan diger
bir klinik drnek ise; rektal surintadur (Sekil 4.21). Rektal surintu érnekleri; hastane
kaynakli direncgli bakterilerin kolonizasyonunun tespitinde, c¢ocuklarda ciddi
enfeksiyonlara neden olan enterik patojenlerin tanimlanmasinda ve yogun bakim
Unitelerindeki hastalarda nozokomiyal enfeksiyonlarin belirlenmesinde siklikla
kullaniimaktadir, hassasiyeti ve spesifikligi oldukga yuksektir [133-136]. Calismamizda
alinan rektal suruntu orneklerinin hepsi karbapeneme direngli (OXA-48)'dir. Bu direncin
yaninda; 79 numarali izolatta diger klinik orneklerin sahip oldugu virilans gen
bolgelerinden farkli olarak bakterilerin makrofajlar tarafindan gercgeklestirilen
fagositozdan kurtulabilme yetenegini arttiran wcaG gen bolgesi saptanmigtir (Cizelge
4.9). Bu gen bdlgesi, diger virulans gen bdlgelerine gore daha az caligiimistir. Turton
ve ark. [86] tarafindan yapilan bir calismada 77 K. pneumoniae izolatindan invaziv ve
ciddi enfeksiyonlara neden olan 11 izolatta bu gen bolgesi saptanmistir. Yapilan
calismalar dogrultusunda; hem wcaG gen bdlgesinin  hem de OXA-48
karbapenmazinin varligi rektal surlntl olarak alinan bu izolatin da ciddi bir

enfeksiyonun nedeni oldugunu gdstermektedir.

Calismada, karbapenem ve virlilans gen profilleri bir arada degerlendirildiginde 40 tip
virilans profili tanimlanmistir. Tanimlanan virtilans gen profilleri Cizelge 4.9'da izole
edildikleri drnekler ile toplu bir sekilde verilmistir Cizelgede fimbriya ile iligkili gen
bdlgeleri mavi, siderofor ile iligkili gen bolgeleri yesil, kapsul ve lipopolisakkarit ise

kirmizi renk ile ifade edilmistir.
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Cizelge 4. 9: K.pneumoniae izolatlarinin karbapenem direnci ve virtlans gen profilleri

Izolat Klinik 6rnek Karb_apen_em Virlllans gen profilleri
no direnci
91 idrar OXA-48 uge
93 idrar OXA-48 iutA, uge, wabG
80 Rektal OXA-48
mrkD, entB, ycfM
- idrar karbapenem y
duyarl
54 idrar kargaperrem
uyarli entB, uge, wabG, ycfM
87 idrar NDM-1 ve OXA-48
58 Yara S DR iutA, wabG, ycfM, rmpA
duyarli
89 idrar karbapenem fimH, kpn, entB, uge
duyarh
83 Bronsiyal OXA-48 _
fimH, uge, wabG, ycfM
99 Kan NDM-1
69 Yara OXA-48 entB, uge, ycfM, rmpA
77 Trakeal OXA-48 kpn, entB, uge, rmpA
94 idrar OXA-48 ycfM, uge, wabG, rmpA
; karbapenem
98 Idrar duyarl uge, wabG, ycfM, rmpA
52 lgar  Karbapenem
) karbapenem kpn, entB, uge, wabG, ycfM
88 Idrar
duyarli
63 idrar OXA-48 fimH, mrkD, entB, uge, rmpA
74 Yara NDM-1 ve OXA-48 fimH, mrkD, kpn, entB, uge
64 Yara OXA-48 kpn, entB, wabG, ycfM, rmpA
71 Trakeal OXA-48
72 idrar NDM-1 ve OXA-48 fimH, mrkD, uge, wabG, ycfM
73 idrar OXA-48
70 Kateter OXA-48 mrkD, entB, uge, wabG, ycfM
100 idrar karcti)apenem entB, uge, wabG, ycfM, rmpA
uyarli
84 Trakeal OXA-48 fimH, uge, wabG, ycfM, rmpA
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Cizelge 4.9’un devami

Izolat Klinik 6rnek Kardb_apen_em Virtlans gen profilleri
irenci
90 idrar OXA-48 fimH, mrkD, uge, wabG, rmpA
51 idrar Kabapenem mrkD, kpn, entB, iutA, wabG, ycM
duyarli
59 Yara RO kpn, entB, iutA, uge, wabG, ycfM
duyarli
61 Safra OXA-48
fimH, mrkD, kpn, entB, wabG, ycfM
86 Yara OXA-48
62 Trakeal OXA-48 fimH, mrkD, iutA, uge, wabG, ycfM
65 idrar NDM-1 ve OXA-48 _
fimH, kpn, entB, uge, wabG, ycfM
76 Kateter OXA-48
67 idrar OXA-48 fimH, mrkD, kpn, entB, uge, wabG
96 idrar OXA-48 fimH, mrkD, iroN, uge, wabG, ycfM
82 Rektal OXA-48 fimH, entB, uge, wabG, ycfM, rmpA
92 idrar karbapenem fimH, mrkD, entB, wabG, ycfM, rmpA
duyarli
53 idrar kargapenem fimH, kpn, entB, iutA, uge, wabG, ycfM
uyarli
56 Trakeal kargaperl‘em _
uyarli fimH, mrkD, kpn, entB, uge, wabG, ycfM
78 Yara OXA-48
81 Kan OXA-48 fimH, mrkD, kpn, entB, iutA, uge, wabG
68 idrar OXA-48 mrkD, entB, iutA, uge, wabG, ycfM, rmpA
95 Yara karbapenem mrkD, kpn, entB, iutA, wabG, ycfM, rpmA
duyarli
79 Rektal OXA-48 mrkD, kpn, entB, uge, wabG, ycfM, wcaG
75 Trakeal OXA-48 mrkD, kpn, entB, uge, wabG, ycfM, rmpA
85 idrar OXA-48 fimH, mrkD, entB, uge, wabG, ycfM, rmpA
55 lgr  *@babenem
karbapenem fimH, mrkD, kpn, entB, iutA, uge, wabG, ycfM
57 Trakeal
duyarli
66 Trakeal OXA-48 fimH, mrkD, entB, iutA, iroN, uge, wabG, ycfM
60 idrar OXA-48 fimH, mrkD, kpn, entrI?ﬁFi)lXA, uge, wabG, ycfM,
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Cizelge 4.9'da virtlans profilleri incelendiginde; karbapenem direngli olan 91 numarali
izolatin yalnizca bir virtlans faktére (uge) sahip oldugu fakat karbapenem duyarl 53,
55, 56, 57 ve 95 numarall izolatlarin en az yedi virulans gene sahip olduklari
go6rilmektedir. Bunun yaninda; 55-57 ve 56-78 gruplari ayni virtlans faktorlere sahip
olmasina kargin gruplar kendi arasinda karbapenem direnci ve klinik drnek yoninden
fakliik gostermektedir. Bu durum bu tip karbapenem direngleri ile virllans faktorler

arasinda bir iligkinin olmadigini gostermektedir.

Virilans faktorlerinin  karbapenem direngli ve duyarli K.pneumoniae izolatlari
arasindaki dagilimi Cizelge 4.10’da verilmistir. Yapilan istatistiksel analize gore;
karbapenem direncli ve duyarli izolatlar ile sahip olduklar virilans faktorler arasinda
onemli derecede fark olmamasina (P=0.05) karsin karbapenem direncli izolatlarda

virllans faktor gesitliliginin oldukga fazla oldugu bulunmustur.

Karbapenem duyarli ve direncgli K.pneumoniae izolatlarinda virllans faktorlerin
dagilimi (Cizelge 4.9) ve virtlans profilleri (Cizelge 4.10) incelendiginde; karbapenem
direncgli izolatlarda duyarh izolatlara gére virlilans faktor cgesitliliginin oldukca fazla
oldugu goérilmektedir. Virtlans gen bolgelerinden kapsdul ile iligkili genlerin (wabG, ycfM
ve uge) yani sira fimbriya ve siderofor tretiminden sorumlu gen bélgeleri toplu olarak
degerlendirildiginde; fimbriya olusumunda sorumlu gen bdlgelerinin (fimH, mrkD ve
kpn) en az birinin izolatlarin %84’Unde (42 izolat), siderofor Gretiminden sorumlu gen
bélgelerinin ise; izolatlarin %80’ninde (40 izolat) yer aldigi goruldu (Cizelge 4.10). Bu
sonuglar gézoénune alindiginda; kapsdul ile iligkili gen bolgelerinin yani sira fimbriya ve

sideroforun da K.pneumoniae virilansinda énemli rol oynadigi séylenebilir.

Virilans faktorlerinin  karbapenem direngli ve duyarli K.pneumoniae izolatlari
arasindaki dagihmi Cizelge 4.10’da verilmigtir. Yapilan istatistiksel analize gore;
karbapenem direncli ve duyarli izolatlar ile sahip olduklar virtilans faktorler arasinda
onemli derecede fark olmamasina (P=0.05) karsin karbapenem direngli izolatlarda

virulans faktor gesitliliginin oldukga fazla oldugu bulunmustur.

68



Cizelge 4. 10: Karbapenem duyarli ve direngli K..pneumoniae izolatlarinda virulans
faktorlerin dagilimi

- Karbapenem Karbapenem
Virulans , o - P
faktorler direngli izolatlar duyarh izolatlar degeri
(n=34) (%) (n=16) (%)

magA 0 0 -
k2A 0 0 -
cnf-1 0 0 -
hly 0 0 -
alls 0 0 -
wcaG 1(3) 0 1.000
iroN 2 (6) 0 1.000
mrkD 22 (65) 7 (44) 0.222
iutA 6 (18) 7 (44) 0.082
rmpA 12 (35) 5(31) 1.000
kpn 14 (41) 11 (69) 0.122
fimH 22 (65) 6 (38) 0.126
entB 22 (65) 14 (88) 0.175
ycfM 25 (74) 15 (94) 0.138
uge 31(91) 12 (75) 0.190
wabG 29 (85) 15 (94) 0.650

Son yillarda yapilan ¢alismalar K. pneumoniae izolatlarindaki virtlans ile antibiyotik
direnci arasinda iligki oldugunu gostermektedir [92, 137]. Sahly ve ark. [138] tarafindan
yapilan ¢calismada; K. pneumoniae’de GSBL ve fimbriyalar arasindaki iliskinin, GSBL
direncini tagiyan plazmidin invazyona neden olan birden fazla virtlans genini regule
etmesi seklinde oldugu saptanmistir. Bialek ve ark. [139] tarafindan yapilan bir diger
calismada ise; K. pneumoniae’de bulunan OmpK35 ve OmpK36 porinlerinin kaybi ile
karbapenem direncinin yaninda sefalosporinlere olan direncin ortaya ¢ikmasi ile es
zamanli olarak virtlansi azaltici yonde etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Benzer bir
sekilde; Tsai ve ark. [140] tarafindan yapilan diger bir calismada; ayni porinlerin
kaybinin antibiyotik direncinde artis ve virtlansi azaltici yonde etkili oldugunu
gOstermistir. Ancak KPC tip karbapenemaz ureten K. pneumoniae izolatlarinda yapilan
calismalarda ise; bu tip direncin virtlans Uzerinde etkisinin ¢gok az oldugu bulunmustur
[128, 141]. Calismamizda karbapenem direngli izolatlarda saptanan virtlans genleri
farklihk gosterse de toplu olarak degerlendirildiginde tespit edilen OXA-48, NDM-1 ve

multi direnglerin virtlans Uzerinde bir etkisi olmadigi agikga goérulmastdr.
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5. YORUM

Ulkemizde c¢ok cesitli karbapenem direnci tipleri gérilmesine ragmen bu alanda
yapilan c¢alismalar genellikle belli bodlgelerdeki direncin tanimlanmasi, sayisi ve
cesitlerinin  bildiriimesi seklindedir. Turkiye’de bu alanda yapilan ¢alismalara
bakildiginda; direncin bulundugu yerler genellikle farkli illerden hasta kabul eden blyuk
sehirlerdeki hastanelerdir [106, 110, 142]. Bir kismi ise; Gaziantep, Elazi§ ve Sanliurfa
gibi son yillarda atis gOsteren teror olaylari ve Ulkemize kabul edilen multecilerin
yerlestirildigi ve tedavi gordukleri illeri kapsamaktadir [39, 108, 113]. Bu alanda yapilan
calismalarda direncin tanimlanmasinin yaninda; hastanin mevcut enfeksiyonu ile
iligkili olabilecek; hastanin yasam profili, ge¢cmisi, seyahat edip etmedigi, yakin
zamanda farkli hastanelere giris ¢ikisi gibi risk faktorlerinin de bir arada kapsamli bir
sekilde degerlendirilerek bulas yolunun saptanmasi zorunlu hale gelmigtir. Bu sayede
dunyada bir Ulkeden digerine insan kaynakli olarak hizli bir sekilde taginan bu dirence
karg! oncelikle gocuklara ve immunsupresif hastalara yonelik koruma stratejilerinin

belirlenmesi gerekmektedir.

Calismamizda belirli yillar araliginda toplanan izolatlarin blytk bir cogunlugunu idrar
ornekleri olusturmaktadir. E.coli izolatlarinda; tip 1 fimbriya (fimA) idrar yolu
enfeksiyonlarina, P fimbriya (pap) komplike idrar yolu enfeksiyonlarina, S fimbriya (sfa)
ve afimbriyal adezin (afa) ise; idrar digi diger enfeksiyonlara 6zgu virtlans faktorlerdir.
idrar yolu enfeksiyonuna 6zgi diger yapilar; salmochelin (iroN) tip siderofor, sitotoksik
nekrotizan faktor (cnf-1) ve hemolizin (hly)dir. K. pneumoniae’da virulansi yuksek
izolatlarda bulunan hipermukoid yapi, K1 (magA) ve K2 (k2A) serotipi, allantoin
metabolizmasi (allS) gibi faktorler calismamizda saptanmamistir. Fimbriya tiplerinden
tip 1 (fimH) ve tip 3 (mrkD) fimbriyalar idrar yolu enfeksiyonu ve pnomoniye 6zgu
virilans faktérlerdir. izolatlarin cogunlugunda bulunan kapsiil ve dis membran ile iligkili

gen bolgelerinin virilansta oldukga dnemli bir yere sahip oldugu gosterilmigtir.

Karbapenem direnci ve virtlans faktorler arasinda istatistiksel olarak énemli bir iligki
olmamasina ragmen; B-laktam direncinin virtlansa etkisi bilinmektedir. Bu etki
plazmidler aracihgi ile olabilecegi gibi porin proteinlerindeki degisiklikler, penisilin
baglayan proteinlerdeki modifikasyonlar ve efluks pompalari mekanizmalar ile
gerceklesebilmektedir [92]. Efluks pompalari da; quorum sensing ile regule edilen

virilans faktorlerin iceren molekullerin atimindan sorumludur. Quorum sensing
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mekanizmasinin da; antibiyotik direnci ve virulans Uzerinde pozitif bir etkisi oldugu
yapilan galismalar ile gosterilmistir [143, 144]. Dolayisiyla B-laktam grubu direncinin
saptanmasinda bu mekanizmalarin g6zonunde bulundurulmasi gereklidir.
Calismamizda elde edilen verilen 1s1§ginda; karbapenem direnci ve virilans faktorler
arasindaki iligkinin belirlenmesinde gen bdlgelerinin saptanmasinin yani sira porinler,
multidrug efluks pompasi ve qourum sensing mekanizmalarinin toplu bir sekilde

degerlendiriimesinin uygun olacagi soylenebilir.
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