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ÖZET 

 

Bu çalıĢmada, çeĢitli klinik örneklerden elde edilen 50 Klebsiella pneumoniae izolatının 

moleküler karakterizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Karbapenem direnci, meropenem 

mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmiĢtir. Test edilen izolatların 50 tanesinde (25 

Türkiye, 25 Irak), blaOXA, blaGES, blaVIM, blaKPC, blaNDM ve blaIMP karbapenem direnç 

genleri ve blaCTX-M, blaTEM, blaSHV geniĢlemiĢ spektrumlu direnç genleri spesifik 

primerler kullanılarak PCR yöntemi ile taranmıĢtır. Bu direnç genlerine ek olarak, 

OmpK35, OmpK36 porin genleri de PCR ile amplifiye edilmiĢ ve incelenmiĢtir. 

Amplikonlar dizilenmiĢ, pasteurre web sitesi ve uygun yazılımlar kullanılarak analiz 

edilmiĢtir. Βeta-laktamaz genlerinin oranı, blaTEM, blaNDM, blaOXA, blaSHV, blaGES ve 

blaKPC için sırasıyla 70, 50, 40, 34, 32 ve 4 olarak bulunmuĢtur. ÇalıĢılan izolatlar 

arasında blaCTX-M, blaVIM ve blaIMP β-laktamaz genleri saptanmamıĢtır. Ġzolatların 

tamamında OmpK35 ve OmpK36 porin genleri PCR ile çoğaltılmıĢ ve beklenilen 

boyutta ürün vermiĢtir. Bu izolatların antibiyotik direncinden sorumlu plazmitlerin 

sıklığını belirlemek için plazmit bazlı replikon tiplemesi yapılmıĢtır. Replikon tiplemesi 

için sadece 25 izolat çalıĢılmıĢ ve incelenen tüm izolatlarda birden fazla tipte replikon 

tespit edilmiĢtir. Ġncelenen izolatlarda üçden dokuza kadar değiĢen sayıda çeĢitli 

plazmid tipi tespit edilmiĢtir. Ġzolatların çoğunun aynı zamanda birden fazla tipte direnç 

genine sahip olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca, OmpK35 ve OmpK36 porin genlerinde 

çeĢitli varyasyonlar tespit edilmiĢtir. 

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

Direnci 
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ABSTRACT 

 

In this study Molecular characterization of 72 putative Klebsiella pneumoniae isolates 

obtained from various clinical specimens were carried out. MIC values of meropenem 

were determined by broth microdilution test to determine karbapenem resistance of 

those isolates. Of the tested isolates 50 of them further studied for presence of 

carbapenem resistance genes including blaOXA, blaGES, blaVIM, blaKPC, blaNDM, blaIMP 

and extended spectrum beta-lactamase genes including blaCTX-M, blaTEM, blaSHV by 

PCR. In addition to those resistance genes, OmpK35, OmpK36 porin genes were also 

studied. Amplicons were sequenced and analyzed by using pasterurre website and 

appropriate softwares. The ratio of β-lactamase genes was found to be 70, 50, 40, 34, 

32, and 4, for blaTEM, blaNDM, blaOXA, blaSHV, blaGES and blaKPC respectively.  blaCTX-M, 

blaVIM and blaIMP β-lactamase genes were not detected among the studied isolates. All 

isolates were found to be positive for OmpK35 and OmpK36 porin genes and expected 

size PCR product was obtained. Plasmid based replicon typing of those isolates were 

also carried out to determine the type of plasmids responsible from antibiotic resistance. 

Only 25 isolates were studied for replicon typing and more than one type of replicon 

was detected in all the studied isolates. Replicon types were ranging from three to nine 

among the studied isolates. Most of the Isolates were also carrying out more than one 

type of resistance genes. Also, several variations were detected in OmpK35 and 

OmpK36 porin genes. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, PCR, Plasmid Typing, Carbapenem Resistance. 
 

 

  



viii 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

TÜRKĠYE VE IRAK HASTA ÖRNEKLERĠNDEN ĠZOLE EDĠLEN 

KARBAPENEM DĠRENÇLĠ KLEBSİELLA PNEUMONİAE ĠZOLATLARININ 

MOLEKÜLER KARAKTERĠZASYONU 

 

BĠLĠMSEL ETĠĞE UYGUNLUK ................................................................................. ii 

YÖNERGEYE UYGUNLUK ...................................................................................... iii 

KABUL VE ONAY ..................................................................................................... iii 

ÖNSÖZ ........................................................................................................................ v 

ÖZET .......................................................................................................................... vi 

ABSTRACT ............................................................................................................... vii 

ĠÇĠNDEKĠLER .......................................................................................................... viii 

KISALTMALAR ........................................................................................................ xii 

TABLOLAR LĠSTESĠ ............................................................................................... xiii 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ ................................................................................................ xiiii 

GĠRĠġ ........................................................................................................................... 1 

1.  BÖLÜM  

GENEL BĠLGĠLER ve LĠTERATÜR ÇALIġMASI 

1.1. Enterobacteriaceae ............................................................................... 3 

1.2. Klebsiella spp.......................................................................................... 4 

1.2.1. Klebsiella pneumoniae ............................................................................ 6 

1.2.2. Morfoloji ve Biyokimyasal Özellikleri  ................................................. 6 

1.2.3. Klebsiella'nın patojenitesi ...................................................................... 7 

1.3. βeta-Laktam Antibiyotikler ...................................................................... 7 

1.3.1. Penisilinler .............................................................................................. 8 

1.3.2. Sefalosporinler  ...................................................................................... 8 

1.3.3.  Monobaktamlar..................................................................................... 9 



ix 

 

1.3.4. Karbapenemler ...................................................................................... 9 

1.3.5. β-Laktamaz Inhibitörleri  ...................................................................... 9 

1.4 β-Laktamların Etkisine KarĢı GeliĢen Bakteriyel Direnç ........................ 9 

1.5. β-Laktamazlar ........................................................................................ 10 

1.5.1. β-Laktamazların Sınıflandırılması ...................................................... 10 

1.6. GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazlar ................................................. 11 

1.6.1. GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazların Sınıflandırılması .............. 11 

1.6.1.1. TEM β-Laktamazlar  ........................................................................ 11 

1.6.1.2.  SHV β-Laktamazlar ......................................................................... 12 

1.6.1.3. CTX-M β-Laktamazlar ..................................................................... 12 

1.6.1.4. OXA β-Laktamazlar  ........................................................................ 12 

1.6.1.5. PER β-Laktamazlar .......................................................................... 13 

1.6.1.6. GES β-Laktamazlar  ......................................................................... 13 

1.6.1.7. Diğer GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazlar ................................. 13 

1.7. Karbapenemazlar ................................................................................... 13 

1.7.1. Sınıf A karbapenemazlar ..................................................................... 14 

1.7.2. Sınıf B Metallo-beta-laktamazlar  ....................................................... 14 

1.7.3.  Sınıf D karbapenemazlar .................................................................... 15 

 

2.  BÖLÜM  

YÖNTEM VE MATERYAL 

2.1.Materyal…………………………………………………………………………...16 

2.2. Yöntem…………………………………………………………………………… 17 

2.2.1. Örneklerin toplanması ve bakteriyel tanımlama ................................ 17 

2.2.2. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi  ......................................................... 17 

2.2.3.Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MĠK) Tesbiti Ġçin Antibiyotik 

Solüsyonunun Hazırlanması ………………………………………17 

2.2.4. Dilüsyon Testi için Ġnokulum Hazırlanması ....................................... 19 

2.2.5.Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MĠK) Tesbiti Ġçin Plakların 

Hazırlanması  ..................................................................................... 19 

2.2.6.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .................................................. 20 



x 

 

2.2.7.  PCR Reaksiyonunun Optimizasyonu ................................................. 21 

2.2.8. PCR Ürünlerinin Jel Elektroforezi ve Amplikon Dizilenmesi ........... 23 

2.2.9.  Plazmit Tiplendirmesi ......................................................................... 23 

 

 

3.  BÖLÜM 

 

                                                    BULGULAR 

3.1   Ġzolatların Ġdentifikasyonu ve Antibiyotik Duyarlılık Testleri ……...23 

3.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuçları ................................................ 28 

3.3  Amplikonların Dizilenmesi Ve Dizilerin Veri analizi ............................ 32 

3.4  Plazmid Tiplemesi ................................................................................... 37 

 

4.  BÖLÜM 

TARTIġMA-SONUÇ ve ÖNERĠLER  

4.1.  TartıĢma ................................................................................................. 39 

4.2. Sonuç ve Öneriler  .................................................................................. 43 

 

KAYNAKÇA ............................................................................................................. 45 

ÖZGEÇMĠġ .............................................................................................................. 55 

 

  



xi 

 

KISALTMALAR 

7-ASA: 7-amino-sefalosporinik asit 

APA: Aminopenisilanik Asit  

GES: Guyana Extended Spectrum Beta-Lactamase 

GSBL: GeniĢlemiĢ spektrumlu beta laktamazlar  

IMP: Ġnosine-monophosphate metallo-beta-lactamase 

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

MĠK: Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon 

NDM: New Delhi metallo-beta-laktamaz 

OMP: DıĢ mebran proteinleri 

OXA: Oxacillin-hydroliyzing 

PBP: Penisilin Bağlayan Proteinler 

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

SHV: Sulfhydryl Variable 

VIM: Verona integron–encoded metallo-beta-lactamase 

 

 

 

 

 



xii 

 

TABLOLAR LĠSTESĠ 

Tablo 1.1. Klebsiella Taksonomisi .................................................................................. 5 

Tablo 2.1. Kullanılan kimyasallar ve kitler  ..................................................................... 16 

Tablo 2.2. PCR amplifikasyonu için kullanılan primerler  ............................................... 20 

Tablo 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu karıĢımı ................................................................ 21 

Tablo 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ısı profili ve döngü sayısı ............................ 22 

Tablo 3.1. SuĢların MIC değerleri ................................................................................... 24 

Tablo 3.2. Bu çalıĢmada kullanılan Klebsiella pneumoiae suĢlarına ait genlerin PCR‘a 

dayalı direnç genleri profili……………………………………………….. .... 29     

Tablo 3.3. Bu çalıĢmada kullanılan Türkiye‘den izole edilen Klebsiella pneumoiae 

suĢlarına ait genlerin PCR‘a dayalı direnç genleri profili………………… .... 30 

Tablo 3.4. Bu çalıĢmada kullanılan Irak‘tan izole edilen Klebsiella pneumoiae suĢlarına 

ait genlerin PCR‘a dayalı direnç genleri profili………………………………  31 

Tablo 3.5. ÇalıĢmada kullanılan izolatların sekans tipleri [82] ve antibiyotik direnç geni 

profili……………………………………………………………………… .... 32 

Tablo 3.6. Plazmid bazlı replikon tipleri ve moleküler büyüklükleri…………….. ........... 37 

Tablo 3.7. Ġzolatların taĢıdıkları plazmid tipleri……………………….….. ...................... 38 

  



xiii 

 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ 

 
ġekil 1.1  Ortak β-laktam halkası ve penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, 

monobaktamlar arasındaki yapısal benzerlikler. R1 yan zincirleri kırmızı R2 

yan zincirleri mavi ile gösterilmiĢtir .............................................................. 8 

ġekil 3.1  Ġzolatların örnek dağılımları. ......................................................................... 26 

ġekil 3.2  Antibiyotik direnç profili (Bionumerics 8.0 versiyon).. ................................. 27 

ġekil 3.3  UPGMA küme analizi ( Bionumerics 8.0 version)…………… ..................... 35 

ġekil 3.4  Porin genleri ile UPGMA küme analizi (Bionumerics 8.0 version).......... ...... 36 

 



1 

GĠRĠġ 

1940‘lardan beri kullanılan antibiyotikler tıp tarihindeki en önemli keĢiflerden biridir. 

Bakteriyel hastalıkların tedavisinde, mortalite ve morbiditesindeki azalmada çok önemli 

rol oynarlar. Bu sebeple tıp sektöründe kullanılan antibiyotikler en sık reçete edilen 

ilaçlar arasında yer alır [1,2]. Son zamanlarda antibiyotik kullanımı ile orantılı olarak 

antibakteriyel direnç artıĢı gözlenmektedir. Artan antibakteriyel direnç, verilen sağlık 

hizmetlerinin yeterliliğini ve devamlılığını güçleĢtirmektedir [3]. Escherichia coli ve 

Klebsiella spp. hastane kaynaklı enfeksiyonlarda en sık etken olan etiyolojik ajanlar 

içinde yer alan gram negatif bakterilerdir [4]. Pnömoni, septisemi, menenjit, üriner 

sistem enfeksiyonu, yara yeri enfeksiyonu, intestinal enfeksiyonlar, yumuĢak doku 

enfeksiyonu gibi önemli enfeksiyonlara neden olmaktadırlar [5,6]. 

Karbapenem dirençli Klebsiella cinsi bakteriler, son yıllarda tüm dünyada giderek artan, 

hızla yayılan önemli bir sağlık sorunu haline gelmiĢtir. Bu bakterilerden kaynaklanan 

enfeksiyonların tedavisinde iyileĢtirme seçenekleri kısıtlı ve karbapenem direncinin 

önemli bir mortalite faktörü olması nedeniyle özellikle erken tanı ve yayılımın 

engellenmesi konusunda yapılan çalıĢmalar artarak devam etmektedir [7,8]. 

Karbapenem direnç mekanizmaları bölgeden bölgeye değiĢiklik göstermektedir. Bu 

mekanizmalar tedavi ve kontrol önlemlerinde temel farklılıklar oluĢturmasa da önleme 

çalıĢmalarına katkı sağlayabileceği düĢünüldüğünden epidemiyolojik olarak 

belirlenmesi ve izlenmesi, önerilen yaklaĢımlardandır. blaKPC (Klebsiella pneumoniae 

karbapenemaz), özellikle Amerika BirleĢik Devletleri (ABD) ve Yunanistan‘da en 

önemli karbapenemazken, ülkemiz ve Orta Doğu ülkelerinde en sık rastlanan direnç 

mekanizması blaOXA-48 olarak belirlenmiĢtir. Ġlk kez 2008 yılında tanımlanan blaNDM 

(Yeni Delhi metallo-beta-laktamaz) ise tüm dünyada ve ülkemizde artan sıklıkta 

bildirilen bir direnç mekanizması olarak gündeme gelmiĢtir [9]. 
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Bu çalıĢma, Erciyes Üniversitesi Merkez Laboratuvarı‘na gönderilmiĢ kültürlerden izole 

edilen ve Iraktaki hastalardan 2017-2019 yılları arasında alınan otomatize sistem ile 

tanımlanmıĢ Klebsiella pneumoniae izolatlarının antibiyotik direnç genlerini PCR 

yöntemi ile saptamak, amplikonları dizileyerek ilgili genleri karakterize etmek, risk 

faktörlerini belirlemek, baskın direnç mekanizmalarını incelemek amacı ile yapılmıĢtır. 
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1.  BÖLÜM 

GENEL BĠLGĠLER ve LĠTERATÜR ÇALIġMASI 

1.1. Enterobacteriaceae 

Enterobacteriaceae çok sayıda gram-negatif çomaklardan oluĢan geniĢ bir bakteri 

ailesidir ve bu bakterilerin birçoğu toprakta, suda, bitkilerde, insan ve hayvan 

barsaklarında bulunur [10].  

Gram-negatif boyanan, 2-3 μ boyunda 0,3-1 μ eninde, katalaz pozitif, oksidaz negatif, 

nitratı nitrite indirgeyen çomaklardır. Birçoğu hareketli olmakla birlikte, hareketsiz 

üyeler de bulunmaktadır. Fakültatif anaerop olup, sporsuzdurlar. Genel üretici 

besiyerlerinde kolaylıkla üreyebilirler. Hepsi glukozu fermente etmekte olup glukoz 

dıĢındaki birçok karbonhidratı da asit ve gaz oluĢturarak fermente ederler. Aminoasitleri 

dekarboksilasyon yoluyla parçalarlar. Karbonhidrat metabolizmaları ve oluĢan son 

ürünler laboratuvar tanımlamalarında önemlidir. DNA içeriklerinde guanin/sitozin oranı 

(G+C) %39-59‘dur. Normal barsak mikrobiyotasının önemli bir kısmını oluĢturmakla 

beraber diğer vücut bölgelerinde pek bulunmazlar. Bir kısmı önemli nozokomiyal 

enfeksiyonlara yol açar. Septisemi olgularının yaklaĢık %50‘sinden, üriner sistem 

enfeksiyonlarının %70‘inden fazlasından ve barsak enfeksiyonlarının önemli bir 

kısmından sorumludurlar [10].  

Enterobacteriaceae ailesinin türleri antijenik yapılarına, biyokimyasal özelliklerine, 

ribonükleik asit (RNA)‘lerinin 16S ribosomal-RNA dizilimlerine, deoksiribonükleik 

asit (DNA)‘lerinin hibridizasyonuna göre sınıflandırılmıĢlardır [11]. 

Enterik bakteriler gram negatif, sporsuz, boyutları 0,5-3 μm arası değiĢen basillerdir. 

Hareketli olanlarda peritriĢ kirpik mevcuttur. Enterobacteriaceae ailesinin bazı 

cinslerinde belirgin bir kapsül veya slime tabakası mevcut iken bazı cinslerinde ise 

olmayabilir [10]. 
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Enterobacteriaceae ailesi fakültatif anaeroptur. En uygun 35°-37°C de ve CO2‘siz 

ortamda ürerler. 18-24 saat sonra kolonileri görünür hale gelir [11]. 

Biyokimyasal özellikleri: Glukozu fermente ettiklerinden dolayı fermentatif  

bakteriler olarak da isimlendirilen Enterobacteriaceae ailesi oksidaz negatif olup, 

nitratları nitritlere indirgerler fakat alginatı eritmezler [11]. 

Antijenik yapı: Somatik (O), kirpik (flagella) (H) ve kapsül (K) antijenleri serolojik 

tiplendirilmesinde kullanılan ana antijenlerdir. Ek olarak tüm enterik bakterilerin dıĢ 

yüzeyinde bulunan Enterobacteriaceae Common Antijen (ECA) ortaktır [11-12]. 

Lipopolisakkarit yapısındaki O antijeni hücre dıĢ duvarında yer alıp ısıya, alkole ve 

asitlere dayanıklıdır. Bazı bakterilerin kirpiklerinde bulunan flagellin isimli protein 

yapısındaki antijenlere H antijeni denir ve bu antijen hareketsiz  bakterilerde bulunmaz. 

Kapsül antijenleri hücre duvar antijenlerini örterek aglütinasyonu engelleyebilir ve ısı 

ile fonksiyonu kaybedebilirler. Hareketsiz olan bakterilerde de bulunabilen önemli bir 

yüzey antijeni de fimbria antijenidir. Protein yapısında olup kanda aglütinasyon 

oluĢturma ve eritrosit dıĢındaki diğer hücrelere yapıĢabilme özelliğine sahiptir [10]. 

1.2. Klebsiella spp 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesinin bir üyesidir ve bu ailenin genel 

özelliklerini taĢır. 19.yüzyılın sonlarında Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafından 

‘Klebsiella’ ismi verilmiĢtir [19]. 

Klebsiella pneumoniae, Carl Friedlander tarafından ilk kez 1882 yılında pnömoniden 

ölen bir hastanın akciğerinden izole edilmiĢ ve uzun yıllar ‗Friedlander basili‘ olarak 

tanımlanmıĢtır [19]. 

Drancourt ve arkadaĢları, 2001‘de 16S rRNA sekans analizi ve bakteriyel RNA 

polimerazın β alt ünitesini kodlayan rpoB geninin analizi ile Klebsiella türlerinin 

taksonomik özellikleri belirlenmiĢtir [13]. Klebsiella türlerinin taksonomisi Tablo 1.1 de 

verilmiĢtir [20].  
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Tablo 1.1 Klebsiella Taksonomisi [20] 

Alem Bacteria 

ġube Proteobacteria 

Sınıf Gammaproteobacteria 

Takım Enterobacterales 

Aile Enterobacteriaceae 

Cins Klebsiella 

 -Klebsiella africanensis 

 -Klebsiella grimontii 

 -Klebsiella kielensis 

 -Klebsiella quasivariicola 

 -Klebsiella steroids 

 -Klebsiella quasipneumoniae 

 | - Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae 

 |\- Klebsiella quasipneumoniae subsp similipneumoniae 

 -Klebsiella michiganensis 

 -Klebsiella variicola 

 -Klebsiella senegalensis 

 -Klebsiella milletis 

 -Klebsiella cf. Planticola B43 

 -Klebsiella granulomatis 

 -Klebsiella pneumoniae 

 | - Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae  

 | - Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis 

 |\- Klebsiella pneumoniae subsp. ozaena 

 -Klebsiella oxytoca 

 \- Klebsiella aerogenes 

 

 

 

 



6 

 Klebsiella türleri doğada, memeli canlıların gastrointestinal florasında yaygın olarak 

bulunurlar. Sağlıklı bireylerin derisinde, üst solunum yollarında ve kolonda kommensal 

olarak yer almaktadırlar. Hastane enfeksiyonlarına neden olma sıklığı giderek 

artmaktadır. Enfeksiyon sıklığında artıĢın nedeni; hastanede kalma süresi, antibiyotik 

kullanımında artıĢ ve cerrahi sonrası bulaĢlarla iliĢkilendirilmiĢtir [14]. 

1.2.1. Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella türlerin temel özelliklerinden biri, rutin laboratuarlarda özel koĢullar 

olmaksızın büyüme yeteneğidir. Ġdeal pH 7.2 ve büyüme sıcaklığı 35°C ila 37°C'dir. 

Bu bakteriler eozin metilen blue (EMB) agar ve MacConkey agar gibi standart bir 

bakteriyolojik ortamda ürerler [21]. 

1.2.2. Morfoloji ve Biyokimyasal Özellikleri 

Uçları yuvarlak, kısa, hareketsiz, kapsüllü ve sporsuz gram-negatif basillerdir. Tek tek 

veya ikiĢerli biçimde bulunurlar. Bazı Klebsiella türlerinin polisakkarit yapıda 

kapsülleri vardır. Bu kapsül nedeniyle katı besiyerinde büyük ve mukoid koloniler 

oluĢturabilmektedirler. Koloni morfolojileri; koklara benzer Ģekillerde, uzun filaman 

Ģeklinde (özellikle eski kültürlerde) vs. değiĢiklik gösterebilirler. Genel olarak iyi 

boyanırlar. Gram boyama yöntemiyle bazı türlerde bulunan kapsüller, hücre duvarı 

dıĢında boyanmamıĢ (bazen de düzgün boyanmamıĢ) Ģekilde görülür [15-16]. 

Klebsiella cinsi, biyokimyasal özelliklerine göre tanımlanmaktadır.  

Biyokimyasal özellikleri; 

- Simmons sitrat ve potasyum siyanid broth‘da ürerler. 

- Hidrojen sülfid (H2S) oluĢturmazlar. 

- Metil red negatif, Voges Proskauer pozitiftir. 

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

Öncelikle glikoz olmak üzere mannitol, salisilin, adonitol, inozitol ve sorbitolden, çoğu 

zamanda laktoz ve sükrozdan gaz yapmak yoluyla Ģekerleri parçalarlar [18]. 
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1.2.3. Klebsiella'nın patojenitesi  

 Kapsül antijenleri; Klebsiella kompleks asidik polisakkaritlerden oluĢan kapsüllere 

sahiptir. Bu kapsüller, dört ila altı Ģekerden oluĢan ve negatif yüklü bileĢen olarak 

üronik asitlerinde bol miktarda bulunduğu tekrarlayan alt birimleri ihtiva eder. 

Klebsiella türlerinde kapsüller, 77 serolojik tipte  

sınıflandırılabilir [22]. 

 Pili (Fimbria); enfeksiyon sürecinin ilk aĢaması mikroorganizmanın konağın 

mukozal yüzeyine oldukça yaklaĢarak tutunması gerekir. Bu tutunmayı,  

konakçı hücreye bağlanarak (aderens) yaparlar. Enterobacteriaceae ‗deki  

yapıĢkan özellikler genellikle farklı pili türleri sayesinde gerçekleĢtirilir. 

Pili (fimbria), 10 μm boyunda 1-11 μm çapında bakteri yüzeyindeki ipliksi 

çıkıntılardır [22]. 

 Serum direnci; patojenik mikroorganizmalara karĢı konağın ilk savunma sistemi, 

polimorfonükleer granülositler tarafından fagositoz yapmak ve serumun bakterisidal 

etkisini içerir [22]. 

 Sideroforlar; bakteri ihtiyaç duyduğu demiri sağlamak amacıyla, siderofor adı 

verilen, konak proteinlerine bağlı demiri alabilecek Ģelatlar oluĢtururlar [22]. 

1.3.  βeta-Laktam Antibiyotikler 

Dört üyeli bir siklik amid‘den oluĢan β-laktam halkası taĢımalarından dolayı ―β- 

laktam‖ antibiyotikler olarak isimlendirilirler. β-laktam halkası birçok antibiyotik 

grubunun (penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar) çekirdek 

yapısında yer almaktadır. Bu yapı β-laktam antibiyotiklerinin sınıflandırılmasında  

önem taĢımaktadır [23]. 

β-laktam halkası, bir azot, üç karbon atomundan oluĢan 4 üyeli doymuĢ bir halkadır 

[25]. β-laktam antibiyotiklerinin sınıflandırılmaları içerdikleri halkaya bağlanan baĢka 

halkalar ve yan zincirler ile belirlenir (ġekil 1.1). Penisilinler, sefalosporinler, 

monobaktamlar, karbapenemler, beta laktamaz inhibitörleri olarak 5 gruba ayrılırlar 

[26]. 
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Şekil 1.1. Ortak β-laktam halkası ve penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, 

monobaktamlar arasındaki yapısal benzerlikler. R1 yan zincirleri kırmızı R2 yan 

zincirleri mavi ile gösterilmiĢtir [24].  

 

1.3.1 Penisilinler  

Penisilinlerin kimyasal yapısı, bir tiazolidin halkası, bir β-laktam halkası ve bir yan 

zincirden oluĢmaktadır. β-laktam ve tiazolidin halkasının oluĢturduğu yapı 6- 

aminopenisilanik asit (APA) adını alır ve aslında tüm penisilinler 6. pozisyonundaki 

değiĢikliklerle (6-APA) birbirlerinden farklı hale gelirler. 

Antibakteriyel etkiyi β-laktam halkası sağlar. Hücre duvarındaki peptid zincirleri 

arasında çapraz bağlar oluĢturan transpeptidazlar, karboksipeptidazlar,  endopeptidazlar 

olan penisilin bağlayan proteinlere (PBP) bağlanarak bakteri hücre duvar yapımının 

transpeptidasyon basamağını inhibe edip peptidoglikan çatının yapımını önlerler [26].  

1.3.2 Sefalosporinler 

Sefalosporinlerin temel yapısı bir β-laktam halkası ve buna bağlı altılı dihidrotiazin 

halkasından oluĢur (ġekil 1.1). Bu temel çekirdek 7-amino-sefalosporinik asittir (7-

ASA). Bu çekirdekte yapılan değiĢikliklerle çok sayıda sefalosporin türevi üretilmiĢtir 

[27]. Sefalosporinler yapıları ve etki mekanizmaları bakımından penisilinlere 

benzemekle birlikte penisilinlerin aksine penisilinazlara karĢı daha fazla dirençlidir. 

Buna, 7-ASA çekirdeğindeki β-laktam halkasına, tiazolidin halkasının değil, altılı bir 

halka olan dihidrotiazin halkasının bağlanması neden olur [28, 29]. 
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1.3.3 Monobaktamlar 

Yapısında β-laktam halkasından baĢka yan zincir olmaması sebebiyle diğer β-

laktamlardan ayrılırlar [30]. Bu β-laktamlar toprakta yaĢayan farklı bakteriler tarafından 

üretilmekte ve çoğunluğu zayıf antibakteriyel etkinlik göstermektedir. Gram negatif 

bakterilere karĢı güçlü etkileri vardır. 

 Gram pozitif bakterilere ve anaerobik bakterilere karĢı etkinliği hiç yoktur, bu nedenle 

dar spektrumlu olarak adlandırılabilirler [31-32]. 

1.3.4 Karbapenemler 

Karbapenemler tüm β-laktamlar içinde, birçok Gram negatif, Gram pozitif aerobik ve 

anaerobik bakterilerin dahil olduğu en geniĢ spektrumlu bakteri öldürücü etkiye 

sahiptirler [34]. 

Kimyasal yapısı penisilinin β-laktam halkasına benzemektedir. Farklı olarak bu yapıda 

1.pozisyon‘daki sülfür yerine karbon, beĢ üyeli halkasındaki 2. ve 3. Karbon atomları 

arasında doymamıĢ bağlar yer almaktadır (ġekil 1.1). Karbapenemlerin pek çok β-

laktamaza dayanıklılığı, yan zincirindeki farklı trans konfigürasyonundan oluĢmaktadır.  

Bu yapı tüm karbapenemlerde ortaktır. Karbapenem çekirdeği β-laktam halkasıyla 

birleĢmiĢ bir dihidrotirol halkası içerir [10-33] 

1.3.5 β-Laktamaz Inhibitörleri 

Klinik olarak yaygın kullanımda olan beta-laktamaz inhibitörleri; klavulanat, sulbaktam 

ve tazobaktamdır. Yapısında β-laktam halkası bulunur bu nedenle β-laktamlara çok 

benzerler. Bu üç β-laktamaz inhibitörünün tek baĢlarına etkileri güçlü olmadığı için β-

laktam antibiyotikleri ile belirli oranlarda kombinasyon oluĢturarak etkilerini 

göstermektedirler [35-36]. 

1.4 β-Laktamların Etkisine KarĢı GeliĢen Bakteriyel Direnç 

Antibiyotiğin hedefe bağlanma bölgesinde oluĢan değiĢiklikler:  β-laktam 

antibiyotiklerin hedefi bakteri hücre duvarında bulunan ve PBP olarak isimlendirilen 

transpeptidaz enziminin aktif bölgesidir. Bakteriler bu proteinlerde mutasyonun 

meydana gelmesi, proteinin fazla sentezlenmesi, düĢük ilgili (afinite) baĢka bir PBP 

sentezlenmesi ve hedef PBP‘ nin yapısındaki değiĢim gibi yollarla direnç 

geliĢtirebilmektedirler [36-37-38]. 
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Atım pompaları (Efluks): Enerjiye (ATP) bağımlı bir mekanizma ile antibiyotiklerin 

bakteri tarafından hücre içinden hücre dıĢına pompalanmasıdır [38]. 

DıĢ mebran proteinlerinde (OMP) azalma: Gram-negatif bakterilerde β-laktam 

antibiyotikler dıĢ membranı OMP adı verilen, porin proteinlerinden oluĢan porlar 

yoluyla geçerek periplazmik aralığa ulaĢırlar. Bakteri OMP‘lerde eksilmeye neden 

olarak veya yapılarını değiĢtirerek antibiyotiğin içeri alınmasını engeller ve direnç 

geliĢtirir [39]. 

Enzim ile antibiyotiğin inaktive edilmesi: β-laktamlara karĢı en sık karĢılaĢılan direnç β-

laktamazlar ile olmaktadır. β-laktamazlar, β-laktam halkasındaki siklik amid bağlarını 

kırarak β-laktamların etkisini ortadan kaldırırlar [37]. 

1.5 β-Laktamazlar 

β-laktamazlar, β-laktam halkası üzerine tesir ederek kovalent açil ester oluĢturan ve 

esterin hidrolizi sonucu β-laktam antibiyotiğini deaktif hale getiren enzimlerdir [37]. 

1.5.1 β-Laktamazların Sınıflandırılması 

Sınıflamada iki önemli sistem vardır. Ambler‘in moleküler sınıflaması ve Bush-Jacoby-

Mederios‘un fonksiyonel sınıflamasıdır. Ambler sınıflaması β-laktamazları aminoasit 

benzerliği ve protein benzerliklerine göre 4 sınıfa (A, B, C ve D) ayrılırlar [40-41]. 

Sınıf A: Aktif bölgelerinde serin aminoasit taĢıyan, penisilinleri 

hidroliz eden çoğunlukla plazmid kontrolünde olan β-laktamazlardır. β-laktamazlar 

içinde en yaygın olanları SHV-1 ve TEM-1'dir [40-41]. 

Sınıf B: β-laktamazlar çinko bağımlı metalloenzimlerdir ve sefamisinler ve 

karbapenemler dahil bütün β-laktam antibiyotikleri içeren geniĢ bir etki spektrumuna 

sahiptirler 

Sınıf C: Bakteri Kromozomunda AmpC geni tarafından kodlanması nedeniyle 

AmpC enzimler olarak da isimlendirilen enzimlerdir. GeniĢ spektrumlu sefalosporinlere 

karĢı aktiftirler (sefalosporinaz). 

Sınıf D: β-laktamazlar genellikle gram negatif bakterilerde bulunurlar. Oksasilini 

hidrolize eden serin beta laktamazlardır [40-41-42]. 
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1.6 GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazlar 

GeniĢlemiĢ spektrumlu beta laktamazlar (GSBL): penisilinler, ileri kuĢak 

sefalosporinler ve aztreonam gibi birçok beta-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden 

enzimlerdir [43].  

GSBL‘ler çoklu antibiyotiklere karĢı direnç kazandıran plazmidler tarafından kodlanan 

enzimlerdir. GSBL kodlayan genler genellikle beraberinde diğer direnç genlerini taĢıyan 

transpozonlar ve integronlar gibi genomun taĢınabilir kısımlarını içeren elemanlar 

bulundurmaktadır. Bu bakterilerin, kotrimoksazol, aminoglikozidler ve florokinolonlar 

gibi diğer antibiyotiklere dirençli olmalarını açıklar. GeniĢ direnç sebebiyle mevcut 

tedavi seçeneği az kalmaktadır [44]. 

1.6.1 GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazların Sınıflandırılması 

GSBL‘ler geniĢ spektrumlu penislinaz benzeri enzimlerdir ve klasik olarak tanımlanan 

GSBL‘lerin büyük çoğunluğu TEM ve SHV beta laktamazlarından köken alırlar [45]. 

1.6.1.1 TEM β-Laktamazlar 

TEM-1, plazmid kökenli bilinen ve en eski enzim olan olarak bilinir. Ampisilin, 

penisilin ve birinci kuĢak sefalosporin direncine neden olurlar. Genellikle transpozonlar 

tarafından kodlanan dar spektrumlu enzimlerdir: penisilin ve birinci kuĢak 

sefalosporinleri hidroliz edip etki edebilirler. Ancak oksiimino-sefalosporinlere karĢı 

afiniteleri yoktur [46].  

TEM tipi β-laktamazlar hem kromozomal hem de plazmid aracılığıyla yayılım 

gösterebilmektedir [47]. Genellikle E. coli ve K. pneumoniae‘de bulunmakla beraber 

diğer Gram negatif bakteri türlerinde de artan aralıklarla rastlanmaktadır. TEM tipi 

GSBL‘ler, E. aerogenes, M. morganii, P. mirabilis, P. rettgeri, A. baumannii ve 

Salmonella spp. gibi diğer Enterobacteriaceae üyelerinde de görülmektedir. Ayrıca 

Enterobacteriaceae ailesinden olmayan diğer Gram negatiflerde TEM tipi beta 

laktamazlar gözlenmiĢtir [48]. 
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1.6.1.2 SHV β-Laktamazlar 

 SHV-1 tipi β-laktamazların kimyasal yapısı amino asit dizilimindeki farklılıklara 

rağmen TEM-1 ile %68‘lik benzerlik göstermektedir [49].  

Ġlk olarak 1983‘te GSBL SHV (sulfhydryl variable) enzimi, Klebsiella ozaenae'den 

izole edilmiĢtir [50]. 

SHV enzimlerinin çoğu üçüncü kuĢak sefalosporinlerin yanı sıra monobaktam ve 

karbapenemlere dirençle iliĢkilidirler [51]. 

GeniĢ spektrumlu SHV-1 β-laktamazlar K. pneumoniae'de baskın olarak görülür. 

SHV β-laktamazların yüzden fazla allelik varyantı vardır. Genellikle K. pneumoniae'de 

kromozomal olarak, E. coli'de ise plazmitler aracılığıyla yayılım gösterirler [52]. 

1.6.1.3 CTX-M β-Laktamazlar 

CTX-M-tipi β-laktamazlar, sefotaksim hidrolize eder ve Ģimdiye kadar karakterize 

edilmiĢ 220'den fazla farklı CTX-M-tipi enzim vardır. CTX-M β-laktamazlar 

Enterobacteriaceae içinde yaygın olarak bulunur ancak enterobacteriaceae dıĢındaki 

türlerde de CTX-M tipi genler yüksek oranda bulunurlar [53]. 

Enterobacteriaceae'nin klinik izolatlarında bulunan blaCTX-M genleri, bazı türlerde 

blaCTX-M genleri kromozomlara entegre olmasına rağmen, esas olarak konjugatif 

plazmidler tarafından taĢınır [54-55]. 

1.6.1.4 OXA β-Laktamazlar 

GeniĢ spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 ‗dir. Ġlk olarak Hacettepe 

Üniversitesi Hastanesi‘nde bir hastanın kan kültüründen izole edilen P. aeruginosa‘da 

gözlenmiĢtir [56]. 

OXA-tipi (oksasilin-hidrolize eden) enzimler büyük bir yayılıma sahip olup, P. 

aeruginosa‘da çok görülmekle birlikte, Enterobacteriaceae üyelerinde de 

tanımlanmıĢlardır (57). 

Bu tip genlerin yayılımı çoğunlukla plazmid, transpozon veya integron kontrolündedir 

[52-58]. 
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1.6.1.5 PER β-Laktamazlar 

PER-1 enzimi ilk defa Paris'te bir Türk hastanın idrarından izole edilen P. 

aeruginosa'dan tespit edilmiĢtir Kromozomal kaynaklı olduğu yargısı öne sürülmüĢtür. 

Plazmid üzerinde kodlandığını 154 kb çiftinden daha büyük olduğu ve P. aeruginosa 

suĢları arasında sağlıklı bir Ģekilde transfer edilebildiği gösterilmiĢtir [59]. 

1.6.1.6 GES β-Laktamazlar 

GES (Guyana Extended Spectrum Beta-Lactamase): görülme sıklığı düĢük olan 

GSBL‘lerdendir. P. aeruginosa, E. coli ve K. pneumoniae‘da saptanmıĢtır. GES-1 Tipi 

enzim ilk kez Fransa‘da bir K. pneumoniae suĢunda saptanmıĢ ve bu enzimin plazmid 

ve integron tarafından kodlandığı bildirilmiĢtir [52]. 

GES -1 β- laktamazlar penisilinleri, dar ve geniĢ spektrumlu sefalosporinleri ve 

seftazidimi hidroliz ederler. Fakat aztreonam, sefamisin ve karbapenemleri hidroliz 

etme yetenekleri kısıtlıdır [60]. 

1.6.1.7 Diğer GeniĢlemiĢ Spektrumlu β-Laktamazlar 

VEB-1 direnç geni PER-1 ve PER-2 ile benzer yapıya sahiptir. Seftazidim, sefotaksim 

ve aztreonama karĢı güçlü direnç gösterirler. Klavunalik asitle inhibe edilirler. β-

laktamaz dıĢı diğer antibiyotiklere karĢı direnç geliĢtirilmesinden sorumlu 

tutulmuĢlardır [61].  

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

yılında Brezilya‘da bir hastanede izole edilen S. marcescens suĢlarında tespit edilmiĢtir. 

BEL-1 (Belgium Extended Spectrum Beta-Lactamase): 2004 yılında Belçika‘da bir P. 

aeruginosa suĢlarında gözlenmiĢtir. GES-1, CXT-M ve BES-1 ile aminoasit benzer 

homolojiye sahiptir [52].  

1.7. Karbapenemazlar 

Birçok gram-negatif bakterinin, Enterobacteriaceae ailesinin bazı üyelerinin ve gram-

pozitif bakterilerin enfekte ettiği hastaların tedavisinde kullanılan karbapenemlere karĢı 

direnç görülmektedir. Karbapenem direnç mekanizmaları; beta-laktamaz üretimi, atım 

pompaları, porin ve PBP‘lerin yapısı veya fonksiyonlarının değiĢimi gibi yollarla ortaya 

çıkmaktadır. Bazen bu mekanizmaların birden fazlası beraber görülebilirler [62]. 

 



14 

 Direnç mekanizmalarından ―beta-laktamaz‖ ailesinin en geniĢ spektrumuna sahip olan 

tipi karbapenemazlardır. Bu enzimler, karbapenemlerden baĢka diğer beta-laktam 

antibiyotiklerinide hidroliz eder ve hali hazırda bulunan beta-laktamaz inhibitörlerinden 

de etkilenmemektedirler [63]. 

Karbapenemazlar intrinsik (kromozomal) veya ekstrinsik (kazanılmıĢ) olabilirler [64]. 

KazanılmıĢ (ekstrinsik) karbapenemazlar karbapenemlerin yanında diğer beta-laktam 

grubu antibiyotiklerede direnç gösterebilme yeteneğine sahiptirler. Ambler sınıf A, B ve 

D beta-laktamaz grubunda bulunurlar [65]. Sınıf A karbapenemazları ―Serratia 

marcescens enzyme‖ (SME), ―not metalloenzyme carbapenemase‖ (NMC), ―imipenem-

hydrolyzing beta-lactamase‖ (IMI), ―Klebsiella pneumoniae carbapenemase‖ (KPC) ve  

―Guyana Extended Spectrum Beta-Lactamase‖ (GES) enzimleri yer alır. Sınıf B 

karbapenmazları ―inosine-monophosphate metallo-beta-lactamase‖  (IMP), ―Verona 

integron–encoded metallo-beta-lactamase‖ (VIM), ―German imipenemase‖ (GIM), ―Sao 

Paulo MBL‖ (SPM), ―Seoul imipenemase‖ (SIM) ve ―New Delhi metallo-beta-

laktamaz‖ (NDM 1) enzimleri, sınıf D karbapenemazları ise oksasilinleri hidroliz eden 

―Oxacillin-hydroliyzing‖(OXA) enzimleri yer alırlar [63]. 

1.7.1 Sınıf A karbapenemazlar 

Karbapenemler, sefalosporinler, penisilin ve aztreonam olmak üzere tüm beta-laktam 

antibiyotiklerine direnç gösterirler. Tazobaktam ve klavulanik asit ile inhibe olurlar 

[63]. 

―Klebsiella pneumoniae carbapenemase‖ KPC plazmidlerle yayılım gösterirler ve 

substrat hidroliz spektrumları aminothiazoloksim sefalosporinleri içermektedirler. KPC 

beta-laktamazlar özellikle K. pneumoniae‘da sık görülmektedir [66-67].  

GES enzimlerini kodlayan genler plazmidler üzerindeki integronlarda bulunmaktadır. 

Penisilin ve geniĢlemiĢ spektrumlu sefalosporinler dahil yüksek hidroliz spektrumuna 

sahiptirler [68].  

1.7.2 Sınıf B Metallo-beta-laktamazlar 

Diğer beta-laktamazlar gruplarından farklı olarak MBL‘lar aktif bölgelerinde çinko 

iyonu içeren enzimlerdir. Klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta-laktamaz 

inhibitörlerinden etkilenmezler fakat etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) gibi bir metal 

Ģelatörü ile inhibe edilirler. Bu enzimlerin en önemli özelliği monobaktamlar dıĢında 
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tüm beta-laktamları ve karbapenemleri hidroliz edebilme yeteneğine sahip olmalarıdır 

[63-65]. 

Aktarılabilir Metallo-beta-laktamazlardan IMP ilk defa Japonya‗ da 1988 yılında P. 

aeruginosa suĢunda tanımlanmasıyla konjugatif bir plazmidle taĢınan MBL geni olarak 

tanımlanmıĢtır geniĢ spektrumlu sefalosporinlere dirençli olduğu bildirilmiĢtir [69-70]. 

VIM ―Verona integron–encoded metallo-beta-lactamase‖ kazanılan Metallo-beta-

laktamaz‘ların ikinci büyük grubunu oluĢturan enzimlerdir. VIM 1 ilk 1997 yılında 

Ġtalya‘da bir P. aeruginosa suĢunda bulunmuĢtur. Bu izolat imipenem, piperasilin, 

seftazidim, meropenem ve aztreonam gibi beta-laktamlara karĢı dirençli bulunmuĢtur. 

VIM 1 geni de IMP genlerinde olduğu gibi klas 1 integronlara gen kaseti olarak 

bütünleĢmiĢtir [71].  

NDM 1 ―New Delhi metallo-beta-laktamaz‖ yeni tanımlanan bir Metallo-beta-laktamaz 

geni NDM 1‘i taĢıyan Enterobacteriaceae izolatları ilk olarak 2009 yılında K. 

pneumoniae tarafından enfekte edilmiĢ bir hastadan Hindistan‘da tanımlanmıĢtır [72]. 

NDM 1 plazmidler tarafından kodlanır ve karbapenemlere %90‘ın üzerinde direnç 

gösterebilir [73]. 

1.7.3 Sınıf D karbapenemazlar 

OXA ―Oxacillin-hydroliyzing‖ beta-laktamazlar en fazla plazmidle kodlanan beta-

laktamaz gruplarından birini temsil etmektedirler.  

K.pneumoniae suĢlarında OXA-48 ilk olarak 2001 yılında Türkiye‘de bir hastadan izole 

edilen bir suĢta tespit edilmiĢ, daha sonra artan sıklıkla bildirimi söz konusudur. 

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

büyük oranda değiĢkendir [63]. 

OXA tipi karbapenemazların substrat spesifiklikleri geniĢtir. Penisilinleri (benzil 

penisilin, ampisilin, piperasilin, tikarsilin) ve dar spektrumlu sefalosporinleri (sefalotin 

ve sefaloridin) etkili bir Ģekilde direnç gösterirken, geniĢ spektrumlu beta-laktamazları 

(seftazidim, sefotaksim) ve aztreonamı çok az hidrolize eder ya da hiç hidrolize 

edemezler [74]. 
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2.  BÖLÜM  

YÖNTEM VE MATERYAL 

2.1. Materyal 

Bu çalıĢma boyunca çeĢitli kimyasallar ve kitler kullanılmıĢtır (Tablo 2.1). Kitler, 

kimyasallar farklı kaynaklardan ve farklı üreticilerden satın alınmıĢtır. 

Tablo 2.1. Kullanılan kimyasallar ve kitler 

Kimyasalların ve kitlerin adı Üretici firma Kullanım amacı 

DNA polimeraz abm
®
Taq Kanada PCR 

5× master mix Ready to Load FIREPol® Tartu, 

Estonya 

PCR 

6× DNA loading Dye Buffer 

Blue 

SOLIS BIODYNE® 
Tartu, Estonya 

Örnekleri jele yükleme 

dNTP karıĢımı BIOLINE® London, 

Ġngiltere 

PCR 

100bp DNA Ladder Geneaid® 
Tayvan 

dsDNA fragmentlerinin 
100bp ile 1000bp arasında 

boyutlandırılması 

Distile Su DNase/ RNase free invitrogen® 

Ġngiltere 

PCR reaksiyon 

MgCl₂ Thermo fisher 

scientific® 

ABD 

PCR reaksiyon 

RedSafe Abm 
Kanada 

DNA fragmentlerinin tespiti 

Meropenem Sigma, ABD Meropenem direnci 

TRIS MERCK® 
Almanya 

TBE, TAE hazırlanması 

Borik asit SIGMA® 

ABD 

TBE Tampon hazırlama 

Asetik asit SIGMA ALDRICH® 
Almanya 

TAE Tampon hazırlama 

Ethanol SIGMA ALDRICH® 

Almanya 

DNA çöktürme 

Çikolata/ kanlı agar BD BBL
TM 

Stacker
TM

 
Almanya 

Klebsiella pneumonia 
Üretmek için agar besiyeri 

Primerler Ankara/TÜRKĠYE Hedeflenen gen bölgesinin 

amplifikasyonu 
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10  TAE Tamponu 

48,4 gr Tris (Hidroksimetil) ve 3,72 gr EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) damıtılmıĢ 

su ile çözüldü. 11,4 ml asetik asit karıĢıma eklendi. Son hacim 1 litre olacak Ģekilde saf 

su eklendi. Stok TAE tamponu jelde kullanabilmek için 10 kez seyreltildi (1  TAE). 

10  TBE Tamponu 

108 tris, 55 gr borik asit ve 7,5 gr EDTA, 800 ml steril damıtılmıĢ su içinde çözüldü. 

Çözelti 1 litreye tamamlandı ve pH 8.0 olarak ayarlandı. Tampon sterilize edildi. 

Kullanım için saf su ile 10 kez seyreltildi. 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Örneklerin toplanması ve bakteriyel tanımlama 

Bu çalıĢmaya Ağustos 2016'dan Eylül 2019'a kadar Bağdat, Irak ve Kayseri, 

Türkiye'deki çeĢitli klinik örneklerden izole edilen 50 adet K.pneumoniae kökeni dahil 

edilmiĢtir. Vitek-2 (biomeriux, Fransa) otomatize sistemi ile karbapenemlerden biri 

veya birkaçına dirençli olarak tespit edilen izolatlar çalıĢmaya alınmıĢtır. Ġzole edilen 

kökenlerin tümü gliserol içeren boncuklu bakteri saklama tüplerinde (mikrobank) -80 

°C‘de saklanmıĢtır. 

2.2.2. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 

Vitek-2 ile tanımlanan K. pneumoniae suĢlarının antimikrobiyal duyarlılıkları European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarına göre sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile araĢtırıldı ve minimum antibiyotik inhibitör 

konsantrasyonları (MIC) belirlendi (75). 

 Bu araĢtırmada kullanılan klinik izolatları test etmek için karbapenem grubu 

antibiyotikler arasında yer alan meropenem kullanıldı ve ayrıca kolistin duyarlılığıda eĢ 

zamanlı olarak sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle çalıĢıldı. 

2.2.3. Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MĠK) Tesbiti Ġçin Antibiyotik 

Solüsyonunun Hazırlanması 

Ġstenilen antibiyotik konsantrasyonuna ulaĢmak için aĢağıdaki formül kullanılarak 

hesaplama yapıldı; 
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 Meropenem çözeltisinin hazırlanması; 

Konsantrasyon  1280 µg/ml 

Potens  980 µg/ml 

Volüm   ml 

Ağırlık (mg)   

Volüm (ml)  

 

 

10 mg meropenem 7.6 mL distile su ile çözüldü. Stok çözelti çalıĢma süresine kadar 

20° C‘ de muhafaza edildi. Ġstenilen konsantrasyona ulaĢmak için stok çözelti 

mueller hinton broth ile 10 kez seyreltildi. 1 mL meropenem stok çözeltisi 9 mL 

mueller hinton broth ile seyreltilerek 128 µg/ml‘lik son konsantrasyona ulaĢıldı. 

 Kolistin çözeltisinin hazırlanması; 

Konsantrasyon  1280 µg/ml 

Potens  731,71 µg/ml 

Volüm   mL 

Volüm (ml)  
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10 g kolistin 5,716 mL steril su ile çözüldü. Stok çözelti kullanılana kadar 20° C‘ de 

saklandı. 1280 µg/ml konsantrasyona sahip olan kolistin çözeltisi mueller hinton broth 

ile 1:10 oranında seyreltilerek 128 µg/ml‘lik kullanılabilir son konsantrasyona ulaĢıldı. 

2.2.4. Dilüsyon Testi için Ġnokulum Hazırlanması 

Tüm izolatlar kanlı agarda 18-24 saat 35 °C ‗de inkübe edildi. Bakteri suĢuna ait 

kolonilerden steril pamuk uçlu eküvyon ile bir miktar alınarak 2.5 ml steril serum 

fizyolojik içinde sulandırıldı. McFarland 0,5 değerine göre bakteri süspansiyonu 

hazırlandı (2×10⁸  CFU/ ml).  

2×10
6 CFU

/ mL değerine ulaĢabilmek için hazırlanan süspansiyondan 100 µl ve 9.900 µl 

(1:100) steril serum fizyolojik içinde sulandırıldı. Son olarak bu süspansiyondan 0.5 mL 

ve 4.5 mL Mueller Hinton broth ile 1:10 oranında seyreltilerek 2×10
5 CFU

/ mL 
  

inokulumu hazırlandı.   

2.2.5. Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MĠK) Tesbiti Ġçin Plakların 

Hazırlanması  

MĠK testi için 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanıldı. 

1- Ġlk sütun kuyucukları dıĢındaki tüm kuyucuklara 100 µL mueller hinton broth 

aktarıldı. 

2- 100 µL meropenem stok çözeltisi (128 µg/ml) ilk ve ikinci kolondaki tüm 

kuyucuklara eklendi. 

3- Ġkinci kolondan itibaren 11. kolona kadar dilüe edilerek her 100 µL sonraki 

kolona aktarıldı. 12 numaralı son kolon pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

4- Her kuyucuğa 100 µL inokulum süspansiyonu (2×10
5 CFU

/ mL) eklendi. 

5- Kuyucuklardaki meropenem konsantrasyonu aĢağıdaki Ģekildeki gibi gösterildi. 
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2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

DNA izolasyonu Wright ve arkadaĢlarının kullandığı metoda göre gerçekleĢtirilmiĢtir 

[76]. 

β-laktamaz (bla-VIM, bla-IMP, bla-KPC, bla-OXA-48, bla- CTXM, bla-TEM, bla-

GES, bla-NDM, bla-SHV) ve porin (OmpK35, OmpK36) gen bölgeleri PCR ile 

çoğaltılmıĢtĢr 

Karbapenemaz direnç gen bölgelerinin amplifikasyonu, Tablo 2.3‘te verilen reaksiyon 

karıĢımı hazırlanarak ve Tablo 2.4‘te belirtilen ısı profilleri kullanılarak T100 Thermal 

Cycler (BIO-RAD) cihazında gerçekleĢtirildi. Kullanılan primerler Tablo 2.2‘de 

gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 2.2. PZR amplifikasyonu için kullanılan primerler 

Gen Primer Primer dizilimi (5’-3’) Bağlanma 

sıcaklığı 

Karbapenemaz OXA F:TTGGTGGCATCGATTATCGG 

R:GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

58° C 

Karbapenemaz NDM F:TGGCAGCACACTTCCTATC 

R:AGATTGCCGAGCGACTTG 

50° C 

Karbapenemaz KPC F:CTGTCTTGTCTCTCATGGCC 

R:CCTCGCTGTACTTGTCATCC 

53° C 

Karbapenemaz VIM F:AGTGGTGAGTATCCGACAG 

R:TCAATCTCCGCGAGAAG 

49° C 

Karbapenemaz IMP F:GTAAGTTTCAAGAGTGATGC 

R:GAAGGTGTTTATGTTCATAC 

46° C 

Karbapenemaz GES F:TGCCATAGCAATAGGCGTAG 

R:GTTTTGCAATGTGCTCAACG 

49° C 

β-Laktamaz SHV F:TCAGCGAAAAACACCTTG 

R:TCCCGCAGATAAATCACC 

46° C 

β-Laktamaz CTX-M-3 F:CGCTTTGCCATGTGCAGCACC 

R:GCTCAGTACGATCGAGCC 

52° C 

β-Laktamaz TEM F:CTTCCTGTTTTTGCTCACC 

R:AGCAATAAACCAGCCAGC 

47° C 

Porin geni OmpK35 F:GGATGGAAAGATGCCTTCAG 

R:CATGACGAGGTTCCATTGTG 

50° C 

Porin geni OmpK36 F:GGGAAGAATCGCACGAAATA 

R:TCTTACCAGGGCGACAAGAG 

48° C 
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2.2.7. PZR Reaksiyonunun Optimizasyonu 

PZR koĢulları, her gen için tek ve spesifik bant elde etmek üzere, farklı MgCl2 

konsantrasyonları kullanılarak optimize edilmiĢtir. Ayrıca spesifik olmayan ve zayıf 

bant veren bazı primerlerin bağlanma (annealing) sıcaklığını optimize etmek için 

gradient PCR yapılmıĢtır. 

Tablo 2.3. Polimeraz zincir reaksiyon karıĢımı 

Materyal Miktar 

5×master mix ready to load 

(FIREPol®) 

4µL 

Primer-F 1µL (mol) 

Primer-R 1µL 

DNA 2µL 

Distile su 12µL 

            Her reaksiyon için son hacim distile su eklenerek 20 µL‘ ye ayarlandı. 

PCR ile tarama yapıldıktan sonra amplikon sentezlenmesi için aynı örnneklerden 2 katı 

hacimde PCR karıĢımı hazırlandı ve dizileme için gönderildi. 
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Tablo 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ısı profili ve döngü sayısı 

Primer Döngü Basamakları Döngü Sayısı 

 

OXA 

NDM 

KPC 

VIM 

Ġlk Denatürasyon 94° C için 5 dakika 1 

Denatürasyon 94° C için 30 saniye 

Bağlanma 49-58 ° C için 30 saniye 

Uzama 72° C için 1 dakika 

 

25 

Son Uzama 72° C için 10 dakika 1 

 Ġlk Denatürasyon 94° C için 45 saniye 1 

 

CTX-M-3 

Denatürasyon 94° C için 45 saniye 

Bağlanma 52° C için 45 saniye 

Uzama 72° C için 45 saniye 

 

 

35 

 Son Uzama 72° C için 10 dakika 1 

 

 

GES 

Ġlk Denatürasyon 95° C için 2 dakika 1 

Denatürasyon 95° C için 30 saniye 

Bağlanma 49 ° C için 60 saniye 

Ġlk Uzama 72° C için 60 saniye 

 

35 

Uzama 72° C için 5 dakika 1 

 

 

IMP 

Ġlk Denatürasyon 94° C için 30 saniye 1 

Denatürasyon 94° C için 30 saniye 

Bağlanma 46° C için 40 saniye 

Uzama 72° C için 50 saniye 

 

36 

Son Uzama 72° C için 5 dakika 1 

 Ġlk Denatürasyon 94° C için 10 dakika 1 

 

OmpK35 

OmpK36 

 

 

Denatürasyon 94° C için 30 saniye 

Bağlanma 48-50° C için 30 saniye 

Uzama 72° C için 60 saniye 

 

 

 

35 

 Son Uzama 72° C için 10 dakika 1 

 Ġlk Denatürasyon 94° C için 10 dakika 1 

 

TEM 

SHV 

 

Denatürasyon 94° C için 30 saniye 

Bağlanma 46-47° C için 1 dakika 

Uzama 72° C için 1dakika 

 

 

35 

 

 Son Uzama 72° C için 10 dakika 1 
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2.2.8. PCR Ürünlerinin Jel Elektroforezi ve Amplikon Dizilenmesi 

PCR ürünleri %2,5‘luk agaroz jel kullanılarak elektroforez yapılmıĢtır. Jel elektroforezi 

sonuçları Biorad ChemiDoc MP Jel dökümentasyon Sistemi, (Biorad, ABD) ile 

görüntülenmiĢtir 

Tüm amplikonlar Illumina Miseq platform (Sugenomik Biyoteknoloji-Ankara) ile 

dizilenmiĢtir. Tüm direnç genlerinin ve porin genlerinin dizileri ikili hizalama ile sorgu 

dizisi ile veri tabanındaki referans dizilerin anlamlı bir uyuĢma gösterdiğini belirlemek 

için Institute pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-

bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_klebsiella_seqdef&page=sequenceQuery) veri 

tabanında analiz edilmiĢtir. Ayrıca BIONUMERICS( version 8.0; applied maths, sint-

martens-latem, Belgium)  yazılım programı ile direnç genlerinin ve porin genlerinin 

dizileri kullanılarak UPGMA kümeleme analizi yapılmıĢtır.  

2.2.9. Plazmit Tiplendirmesi 

Örneklerin plazmit profilleri ve replikon tipi tesbiti PZR bazlı replikon tipleme kiti 

(PBRT 2.0 kit-DIATHEVA, Ġtalya) ile yapılmıĢtır.  

DNA izolasyonu, kaynatma metodu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. PZR karıĢımı; 23.8 μl PZR 

reaksiyon karıĢımı, 0.2 μl DNA polimeraz ve 1 μl DNA olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır 

Amplifikasyon koĢulları;  

Ön Denatürasyon: 95° C‘ de 10 dakika         1 döngü 

Denatürasyon: 95° C‘ de 60 saniye 

Bağlanma: 60° C‘ de 30 saniye                      30 döngü 

Uzama: 72° C‘ de 60 saniye  

Son uzama: 72° C‘ de 5 dakika                        1 döngü 

Amplifikasyon sonrası Plazmit tiplerinin belirlenmesi için reaksiyon ürünü 

%2,5‘luk agaroz jelde yürütülmüĢ ve Biorad ChemiDoc MP Jel Görüntüleme 

Sistemi ile görüntülenmiĢtir. 

https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_klebsiella_seqdef&page=sequenceQuery
https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_klebsiella_seqdef&page=sequenceQuery
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3.  BÖLÜM 

BULGULAR 

3.1 Ġzolatların Tanılanması ve Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

ÇalıĢmaya dâhil edilen tüm örnekler biyokimyasal ozelliklerine göre ve otomatize BD 

Phoenix M50 sistemi kullanılarak tanılanmıĢtır. Klebsiella pneumoniae olarak tanılanan 

50 izolat için antimikrobiyal duyarlılık testi yapılarak direnç düzeyleri tespit edilmiĢtir. 

Türkiye ve Irak laboratuvarlarında tanılanan K. pneumoniae suĢlarının antimikrobiyal 

duyarlılıkları European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

önerileri doğrultusunda disk difüzyon yöntemi ile belirlenmiĢtir.  Ayrıca Phoenix 

otomatize mikrobiyoloji sistemi ile antimikrobiyal duyarlılıkları doğrulanmıĢtır. 

Otomatize sistemlerde izolatların imipenem, meropenem, ertapenem veya bu 

antibiyotiklerin birden fazlasına dirençli oldukları tespit edilmiĢtir. Ayrıca, belirtildiği 

gibi meropenem fenotipik direncini doğrulamak için mikrodilüsyon yöntemi ile 

antibiyotik duyarlılık testi uygulanarak izolatların bu antibiyotiklere dirençlilikleri ve 

direnç seviyeleri belirlenmiĢtir (Tablo 3.1). 

Fenotipik metodlarla karĢılaĢtırıldığında özgüllüğü daha yüksek ve genotipik bir yöntem 

olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile dirençli K. pneumoniae suĢlarının 

karbapenem direnç genlerinin profilleri tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmaya 25‘i Türkiyeden ve 

25‘i Iraktan olmak üzere toplam 50 örnek dahil edilmiĢtir. Örneklerin 42 tanesinin 

meropenem veya diğer karbapenemlere dirençli, 8 tanesinin ise meropeneme duyarlı 

oldukları tespit edilmiĢtir. 
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Tablo 3.1. Bu çalıĢmada kullanılan suĢların MIC değerleri 

No MIC 

meropenem 

Phoenix 

meropenem 

MIC 

Kolistin 

Phoenix 

kolistin 

Diğer 

karbapenemler 

Kaynak Ülke Ġzolasyon 

yılı 

1 32 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP >8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2018 

2 >64 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP >8 R ĠDRAR Türkiye 2018 

3 32 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP 8 INTER ĠDRAR Türkiye 2018 

4 >64 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP >8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2018 

5 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP 8 INTER ĠDRAR Türkiye 2018 

6 16 >8 

 

0,06 <=1 

 

ERT 8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2018 

7 16 4 

 

0.5 <=1 

 

IMP 8 INTER DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2018 

8 16 >8 

 

0.06 <=1 

 

IMP 8 INTER KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2018 

9 16 >8 

 

0.06 <=1 

 

IMP 8 INTER SOLUNUM 

SĠSTEMĠ 

Türkiye 2018 

11 4 4 

 

16 >4 

 

ERT >8 R ĠDRAR Türkiye 2018 

12 16 >8 

 

0,06 <=1 

 

ERT >8 R ĠDRAR Türkiye 2018 

13 >64 >8 

 

16 >4 

 

IMP >16 R SOLUNUM 

SĠSTEMĠ 

Türkiye 2018 

14 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

ERT >8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2018 

15 32 >8 

 

32 >4 

 

ERT >8 R DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2018 

16 32 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP >16 R SOLUNUM 

SĠSTEMĠ 

Türkiye 2018 

17 16 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP > 8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Türkiye 2016 

18 8 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R KULAK 

SÜRÜNTÜSÜ 

Irak 2016 

19 0.06 <=0.125 

 

 

64 <=1 

 

IMP 0.5 S BALGAM 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

20 32 2 

 

0,06 >2 

 

IMP 1  YARA Irak 2016 

21 4 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP > 8 R ĠDRAR Irak 2016 

23 32 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP > 8 R  BALGAM 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

25 8 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP > 8 R BALGAM 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

26 4 >8 

 

0,6 <=1 

 

IMP > 8 R  KAN 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

27 8 >8 

 

0.125 <=1 

 

IMP > 8 R KULAK 

SÜRÜNTÜSÜ 

Irak 2016 

29 4 >8 

 

0.25 <=1 

 

IMP > 8 R YARA Irak 2016 

30 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R KULAK 

SÜRÜNTÜSÜ 

Irak 2016 

31 8 >8 

 

16 <=1 

 

IMP > 8 R BALGAM 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

32 16  

<=0.125 

0,125 <=1 

 

IMP <=0.25 S KAN 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

33 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R BALGAM 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

34 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R KAN 

KÜLTÜRÜ 

Irak 2016 

35 32 >8 

 

0,25 <=1 

 

IMP > 8 R YARA Irak 2016 

36 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R YARA Irak 2019 
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39 32 >8 

 

0,125 <=1 

 

IMP > 8 R YARA Irak 2019 

40 32 >8 

 

0,06 <=1 

 

IMP > 8 R ĠDRAR Irak 2019 

43 32 >8 

 

0.5 <=1 

 

ERT >8 R DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2019 

44 32 >8 

 

0.25 <=1 

 

IMP 8 INTER  DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2019 

45 64  

>8 

 

0.125 <=1 

 

ERT >8 R DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2019 

46 32  

>8 

 

0.06 <=1 

 

IMP R SOLUNUM 

SĠSTEMĠ 

Türkiye 2019 

47 32  

>8 

 

0.06 <=1 

 

IMP 8 INTER DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2019 

48 16  

>8 

 

  16 >4 

 

IMP 8 INTER YARA Türkiye 2019 

49 >64  

>8 

 

0.06 <=1 

 

ERT >16 R DERĠ 

SÜRÜNTÜSÜ 

Türkiye 2019 

50 32 >8 2 >4 

 

IMP 8 INTER KAN KÜLTÜRÜ Türkiye 2019 

51 64 >8 0.125 <=1 

 

IMP > 16 R BALGAM Türkiye 2019 

53 16 <=0.125  1 <=1 

 

IMP 2 I ĠDRAR Irak 2018 

62 0.06 <=0.125  0.06 <=1 

 

IMP <=1 

 

ĠDRAR Irak 2018 

65 0.06 <=0.125  0.06 <=1 

 

IMP <=0.25 KAN KÜLTÜRÜ Irak 2018 

67 0.06 <=0.125 0.06 <=1 

 

ERT <=0.25 SOLUNUM 

SĠSTEMĠ 

Irak 2018 

68 0.06 <=0.125 0.06 <=1 

 

ERT <=0.25 KAN KÜLTÜRÜ Irak 2016 

70 0.06 <=0.125 0.06 <=1 

 

ERT <=0.25 BALGAM Irak 2016 

73 32 >8 32 >4 IMP 8 R BALGAM Türkiye 2016 

 0.06  0.06  Negatif kontrol E.coli 

ATCC
®    

 

25922™ 

Türkiye  

 8  4  Pozitif kontrol K.pneumoniae 

ATCC
®    

 

BAA-1705™ 

Türkiye  
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K. pneumoniae çoğunluğu idrar örneklerinden (%32) izole edilmiĢtir. Bunları, %18 ile 

kan örnekleri ve %14 ile yara kültürü izlemiĢtir (ġekil 3.1) 

 

 

ġekil 3.1. Ġzolatların örnek dağılımları. 

Ġzolatların MIC değerleri, otomatize sistem (Phoenix) ile bulunan duyarlılık değerleri ve 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) klinik sınır 

değerleri [81] kullanılarak BIONUMERĠCS veri tabanında antibiyotik direnç profili 

oluĢturulmuĢtur. Kırmızı alan direnci (R) yeĢil kısımlar duyarlılığı (S) göstermektedir. 

(ġekil 3.2)  

  

 %32 

%18 
%14 

 %6 

 %12 

%8 

%10 

idrar kan yara kulak sürüntüsü balgam solunum yolu örnekleri cilt sürüntüsü
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KP011 
     100.0,   

3 0 3 
 

1 4.0001 4.0000 2.0001 1.0000    75.0,  25.0    

   37.5  100.0,   

3 1 3 
 

1 2.0001 2.0000 16.0000 1.0000 KP020      25.0    

     100.0,   

1 1 1 
 

1 1.0000 0.1250 0.2500 0.5000 KP019      100.0,    
     100.0,   

1 1 1 
 

1 1.0000 0.1250 0.2500 0.2500 KP032      100.0,    

37.5,    100.0,   1 1 1  1 1.0000 0.1250 0.2500 0.2500 KP053 
   

100.0, 
   

                 

 14.3    
100.0, 

  

1 1 1 
 

1 1.0000 0.1250 0.2500 0.2500 KP062 
        

         

     100.0,   
1 1 1 

 
1 1.0000 0.1250 0.2500 0.2500 KP065          

     100.0,   
1 1 1 

 
1 1.0000 0.1250 0.2500 0.5000 KP067          

     100.0,   

1 1 1 
 

1 1.0000 0.1250 0.2500 0.5000 KP068    62.5      

     100.0,   

1 1 1 
 

1 1.0000 0.1250 0.2500 0.2500 KP070          

     100.0,   
3 3 3 

 
3 4.0001 8.0001 2.0001 8.0001 KP013      100.0,    

     100.0,   

3 3 3 
 

3 4.0001 8.0001 2.0001 8.0001 KP015      100.0,    

     100.0,   
3 3 3 

 
3 4.0001 8.0001 2.0001 8.0000 KP048          

     100.0,   
3 3 3 

 
3 4.0001 8.0001 2.0001 8.0000 KP050      25.0    

     100.0,   

3 3 3 
 

3 4.0001 8.0001 2.0001 8.0000 KP073          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP001      100.0,    

     100.0,   

1 3 3 
 

3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP002      100.0,    

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0000 KP003          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP004          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP005          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP006          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0000 KP008 

23.2, 

        

    100.0,   

1 3 3 
 

3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0000 KP009 
        

         

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP012          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP014          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP016          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP017          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP018          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP021          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP023          

   75.0,  100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP025         

 

   3.2    

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP026          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP027          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP029          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP030          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP031          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP033          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP034          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP035          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP036    71.8,      

   48.6  100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP039          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP040          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP043          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP044          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP045          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP046          

     100.0,   
1 3 3 

 
3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP047          

     100.0,   

1 3 3 
 

3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP049      25.0    

     100.0,   

1 3 3 
 

3 1.0000 8.0001 2.0001 8.0001 KP051          
     100.0,   

1 0 3 
 

3 1.0000 4.0000 2.0001 8.0000 KP007      28.2    

 

Şekil 3.2. Antibiyotik direnç profili (Bionumerics 8.0 versiyon) 
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3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuçları 

ÇalıĢmaya dahil edilen 50 Klebsiella pneumoniae izolatının (%50‘si Kayseri/Türkiye, 

%50‘si Bağdat/Irak) tamamında OmpK35, OmpK36 genleri PCR ile çoğaltılmıĢ ve 

beklenilen boyutta bant üretmiĢtir. ÇalıĢılan suĢların 35‘inde (%70) TEM geni, 25‘inde 

(%50) NDM geni, 16‘sında (%35) GES geni, 20‘ sinde (%40) OXA geni, 17‘sinde 

(%34) SHV geni, 2‘sinde (%4) KPC geni varlığı saptanmıĢtır.  

VIM, IMP, CTX-M genlerine özgül primerler kullanılarak yapılan PZR sonucu 50 

Klebsiella spp. izolatının hiçbiri pozitif sonuç vermemiĢtir. PCR sonucu elde edilen 

veriler Tabl 3.2‘ de gösterilmiĢtir. 

 

  



29 

Tablo 3.2. Bu çalıĢmada kullanılan Klebsiella pneumoiae suĢlarına ait genlerin PCR‘a 

dayalı direnç genleri profili 

ID Yıl ġehir/Ülke OXA  KPC NDM VIM IMP GES SHV  TEM CTX-

M-3 

OmpK35 OmpK36 

1 2018 Kayseri/Türkiye            

2 2018 Kayseri/Türkiye            

3 2018 Kayseri/Türkiye            

4 2018 Kayseri/Türkiye            

5 2018 Kayseri/Türkiye            

6 2018 Kayseri/Türkiye            

7 2018 Kayseri/Türkiye            

8 2018 Kayseri/Türkiye            

9 2018 Kayseri/Türkiye            

11 2018 Kayseri/Türkiye            

12 2018 Kayseri/Türkiye            

13 2018 Kayseri/Türkiye            

14 2018 Kayseri/Türkiye            

15 2018 Kayseri/Türkiye            

16 2018 Kayseri/Türkiye            

17 2016 Bağdat/Irak            

18 2016 Bağdat/Irak            

19 2016 Bağdat/Irak            

20 2016 Bağdat/Irak            

21 2016 Bağdat/Irak            

23 2016 Bağdat/Irak            

25 2016 Bağdat/Irak            

26 2016 Bağdat/Irak            

27 2016 Bağdat/Irak            

29 2016 Bağdat/Irak            

30 2016 Bağdat/Irak            

31 2016 Bağdat/Irak            

32 2016 Bağdat/Irak            

33 2016 Bağdat/Irak            

34 2016 Bağdat/Irak            

35 2016 Bağdat/Irak            

36 2016 Bağdat/Irak            

39 2016 Bağdat/Irak            

40 2016 Bağdat/Irak            

43 2019 Kayseri/Türkiye            

44 2019 Kayseri/Türkiye            

45 2019 Kayseri/Türkiye            

46 2019 Kayseri/Türkiye            

47 2019 Kayseri/Türkiye            

48 2019 Kayseri/Türkiye            

49 2019 Kayseri/Türkiye            

50 2019 Kayseri/Türkiye            

51 2019 Kayseri/Türkiye            

53 2019 Bağdat/Irak            

62 2019 Bağdat/Irak            

65 2019 Bağdat/Irak            

67 2019 Bağdat/Irak            

68 2019 Bağdat/Irak            

70 2019 Bağdat/Irak            

73 2019 Kayseri/Türkiye            
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 VIM, IMP, CTX-M genlerine özgül primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunda 

Türkiyeden elde edilen 25 Klebsiella spp. izolatının hiçbiri pozitif bulunmamıĢtır. 

ÇalıĢılan 25 suĢun 21‘ inde (%84) TEM geni, 19‘ unda (%76) OXA geni, 11‘ inde 

(%44) GES geni, 10‘unda (%40) SHV geni, 8‘ inde (%32) NDM geni, 2‘ sinde (%8) 

KPC geni varlığı saptanmıĢtır (Tablo 3.3) 

Tablo 3.3. Bu çalıĢmada kullanılan Türkiye‘den izole edilen Klebsiella pneumoiae 

suĢlarına ait genlerin PCR‘a dayalı direnç genleri profili 

ID Yıl ġehir/Ülke OXA KPC NDM GES SHV  TEM OmpK35 OmpK36 

1 2018 Kayseri/Türkiye         

2 2018 Kayseri/Türkiye         

3 2018 Kayseri/Türkiye         

4 2018 Kayseri/Türkiye         

5 2018 Kayseri/Türkiye         

6 2018 Kayseri/Türkiye         

7 2018 Kayseri/Türkiye         

8 2018 Kayseri/Türkiye         

9 2018 Kayseri/Türkiye         

11 2018 Kayseri/Türkiye         

12 2018 Kayseri/Türkiye         

13 2018 Kayseri/Türkiye         

14 2018 Kayseri/Türkiye         

15 2018 Kayseri/Türkiye         

16 2018 Kayseri/Türkiye         

43 2019 Kayseri/Türkiye         

44 2019 Kayseri/Türkiye         

45 2019 Kayseri/Türkiye         

46 2019 Kayseri/Türkiye         

47 2019 Kayseri/Türkiye         

48 2019 Kayseri/Türkiye         

49 2019 Kayseri/Türkiye         

50 2019 Kayseri/Türkiye         

51 2019 Kayseri/Türkiye         

73 2019 Kayseri/Türkiye         
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Irak‘tan izole edilen 25 Klebsiella pneumoiae suĢunun tamamında OmpK35, OmpK36 

genleri PCR ile çoğaltılmıĢ ve beklenilen boyutta bant üretmiĢtir. KPC, VIM, IMP, 

CTX-M genlerine özgül primerler kullanılarak yapılan PCR sonucu 25 Klebsiella spp. 

izolatının hiçbiri pozitif bulunmamıĢtır. ÇalıĢılan 25 suĢun 17‘sinde (%68) NDM geni, 

14‘ünde (%56) TEM geni, 7‘sinde (%28) SHV geni, 5‘inde (%20) GES geni, 1‘inde 

(%4) OXA geni varlığı saptanmıĢtır (Tablo 3.4) 

Tablo 3.4. Bu çalıĢmada kullanılan Irak‘tan izole edilen Klebsiella pneumoiae suĢlarına 

ait genlerin PCR‘a dayalı direnç genleri profili 

 

 

ID Yıl ġehir/Ülke OXA NDM GES SHV TEM OmpK35 OmpK36 

17 2016 Bağdat/Irak        

18 2016 Bağdat/Irak        

19 2016 Bağdat/Irak        

20 2016 Bağdat/Irak        

21 2016 Bağdat/Irak        

23 2016 Bağdat/Irak        

25 2016 Bağdat/Irak        

26 2016 Bağdat/Irak        

27 2016 Bağdat/Irak        

29 2016 Bağdat/Irak        

30 2016 Bağdat/Irak        

31 2016 Bağdat/Irak        

32 2016 Bağdat/Irak        

33 2016 Bağdat/Irak        

34 2016 Bağdat/Irak        

35 2016 Bağdat/Irak        

36 2016 Bağdat/Irak        

39 2016 Bağdat/Irak        

40 2016 Bağdat/Irak        

53 2019 Bağdat/Irak        

62 2019 Bağdat/Irak        

65 2019 Bağdat/Irak        

67 2019 Bağdat/Irak        

68 2019 Bağdat/Irak        

70 2019 Bağdat/Irak        
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3.3. Amplikonların Dizilenmesi ve Dizilerin Veri analizi 

PCR amplifikasyon ürünleri, yeni nesil dizileme metodu ile Ġllumina/Miseq teknolojisi 

ile dizilenmiĢtir. Amplikonların fastA dosyalarının veri analizi Institut Pasteur web 

sitesinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Institut Pasteur veri tabanında referans dizilerle 

karĢılaĢtırılması sonucu beta-laktamaz genleri tanımlanmıĢtır.  

  

ID
 

S
ek

an
s 

ti
p

i 

O
X

A
 

K
P

C
 

N
D

M
 

V
IM

 

IM
P

 

G
E

S
 

S
H

V
 

T
E

M
 

C
T

X
-M

-3
 

O
m

p
K

3
5

 

O
m

p
K

3
6

 

1 15 OXA-48       TEM-1    

2 15 OXA-48  NDM-2   GES-20  TEM-1    

3 2096 OXA-232       TEM-171    

4 307  KPC-2          

5 15   NDM-1   GES-20  TEM-1    

6 15 OXA-48  NDM-1   GES-20  TEM-1    

7 15 OXA-48      SHV-244     

8 \? OXA-48      SHV-167 TEM-145    

9 377 OXA-48       TEM-1    

11 15      GES-20 SHV-244     

12 15 OXA-48     GES-20  TEM-1    

13 307  KPC-2     SHV-244     

14 16   NDM-5    SHV-244 TEM-1    

15 15 OXA-48     GES-20 SHV-244 TEM-1    

16 15   NDM-1   GES-20 SHV-244 TEM-1    

17    NDM-1     TEM-1    

18 15   NDM-1   GES-20  TEM-1    

19 530   NDM-1     TEM-183    

20    NDM-1    SHV-60 TEM-1    

21 15   NDM-1   GES-20 SHV-244 TEM-1    

23 307   NDM-1         

25 147   NDM-1     TEM-1    

26    NDM-1         

27 15   NDM-1   GES-20  TEM-1    

29 37            

30 2943            

31 15            

32 15        TEM-1    

33 15        TEM-1    

34    NDM-1     TEM-1    

35    NDM-1     TEM-1    

36 2943       SHV-253     

39 15   NDM-1         

40 15   NDM-1         

Tablo 3.5. ÇalıĢmada kullanılan izolatların sekans tipleri [82] ve antibiyotik direnç geni 

profili 
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 Bu çalıĢmada kullanılan Klebsiella pneumoiae suĢlarının daha önce bir tez kapsamında 

yapılan MLST çalıĢmasınd, Institute pasteure veri tabanında 7 housekeeping geninin 

dizileri referans dizilerle karĢılaĢtırılarak izolatların sekans tipleri belirlenmiĢtir [82].    

ÇalıĢılan izolatların 26‘sının ST15 dizi tipine sahip olduğu belirlenmiĢtir. Bu 26 izolatın 

16‘sı Türkiye 10 tanesi Irak örnekleridir. Ayrıca 7 izolatın (8,17,20,26,34,35,65) allelik 

kombinasyonları ve Sekans tipi belirlenememiĢtir [82].  

 OXA pozitif 20 izolatın 19 tanesi OXA-48 türü olarak belirlenmiĢtir. Bunların 

18 tanesi Türkiye ve 1 tanesi Irak örneklerine aittir. Türkiye‘deki hastalardan 

izole edilen tek izolatın ise OXA-232 içerdiği belirlenmiĢtir.  

 Türkiye izolatlarından olan 4 ve 13 numaralı örneklerin KPC pozitif oldukları 

saptanmıĢtır. Bu örneklerin ikiside KPC-2 genine sahip olup bunların daha önce 

aynı sekans tipine (ST 307) sahip oldukları bir tez çalıĢmasında belirlenmiĢtir 

[82].  

 25 izolatta bulunan NDM geninin 22 tanesi NDM-1 beta-laktamaz olduğu 

belirlenmiĢtir. Bunlardan 17 tanesi Irak örneklerine 5 tanesi ise Türkiye 

örneklerine aittir. Farklı sekans tiplerinde NDM-1 geni mevcut iken Türkiyeye 

ait iki örnekte tespit edilen NDM-5 geni ST16 tipine sahip bakterilerde 

görülmüĢtür. NDM-2 Türkiye‘ye ait tek bir izolatta tespit edilmiĢtir.  

43 15 OXA-48     GES-20 SHV-244 TEM-1    

44 15 OXA-48       TEM-1    

45 15 OXA-48     GES-20 SHV-244 TEM-1    

46 15 OXA-48      SHV-244 TEM-1    

47 101 OXA-48       TEM-1    

48 101 OXA-48  NDM-1     TEM-1    

49 16 OXA-48  NDM-5     TEM-1    

50 15 OXA-48     GES-20  TEM-1    

51 15 OXA-48  NDM-1   GES-20  TEM-1    

53 469 OXA-48  NDM-1     TEM-1    

62 4634       SHV-89     

65 ?       SHV-244 TEM-1    

67 14   NDM-1    SHV-244 TEM-1    

68 15   NDM-1   GES-20      

70 15   NDM-1   GES-20 SHV-244     

73 15 OXA-48       TEM-1    
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 ST15 sekans tipine sahip 16 örnekte görülen GES geninin tamamı GES-20 

olarak karakterize edilmiĢtir. Bunların 11 tanesi Türkiye ve 5 tanesi Irak 

izolatlarındandır.  

 SHV-244 geni toplamda 13 örnekte tespit edilmiĢtir (9 Türkiye ve 4 Irak). Diğer 

4 izolat farklı sekans tiplerine ve farklı SHV türlerine sahiptir (SHV-167, SHV-

60, SHV-253, SHV-89).  

 En yüksek frekansta saptanmıĢ olan TEM beta laktamaz geninin 32 tanesi TEM-

1 olarak belirlenmiĢtir. (19 Türkiye ve 13 Irak). Diğer 2 tanesi TEM-171, TEM-

145 taĢımakta olup Türkiye izolatlarındandır. TEM-183 geni saptanan tek örnek 

Irak izolatıdır.  

 Porin genlerinin dizi analizi ile elde edilen verilere göre OmpK35 ve OmpK36 

genlerinin varlığı tüm izolatlarda tespit edilmiĢtir. Ancak tüm OmpK36 

dizilerinde stop kodonları olduğu görülmüĢtür.  

Ġzolatlar arasındaki genetik iliĢkiyi ve gen alıĢveriĢini tespit etmek için tüm direnç 

genlerinin dahil edildiği bir dendrogram yapılmıĢtır (ġekil 3.3). En üst dalda bulunan 

Türkiye izolatlarından (1, 73, 12, 44, 46) olup, aynı sekans tipine (ST15) sahip oldukları 

daha önce yapılan bir tez çalıĢmasında belirlenmiĢtir [82]. Ayrıca bu izolatlar ortak 

olarak OXA ve TEM genlerine sahiptir. Bu gruba en uzak en alttaki dalda ise yine 

Türkiye izolatlarından olan 4 ve 13 numaralı örnekler KPC genine sahip olup, aynı 

sekans tipine (ST307) sahip oldukları daha önce yapılan bir tez çalıĢmasında 

belirlenmiĢtir [82]. Aynı grupta yer alan Irak izolatlarından 39, 40 ve 70 numaralı 

örnekler ortak NDM geni taĢırlar ve aynı sekans tipine (ST15) sahip oldukları daha önce 

yapılan bir tez çalıĢmasında belirlenmiĢtir [82]. 

Ompk35 ve OmpK36 porin genlerinin dizileri kullanılarak yapılan analizin (ġekil 3.4) 

ilk hattında yer alan 26 adet izolat (1, 2, 5, 6, 7, 11, 12, 15, 16, 18, 21, 27, 31, 32, 33, 

39, 40, 43, 44, 45, 46, 50, 51, 68, 70, 73) baĢka bir tez çalıĢmasında aynı sekans tipine  

(ST15) sahip olduğu ve housekeeping genleri ile yapılan filogenetik ağaçta bu 

izolatların yine aynı dal üzerinde yer aldığı belirlenmiĢtir. Bu 26 izolatın 16‘ sı Türkiye 

10 tanesi Irak örnekleridir [82]. 
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Şekil 3.3. Direnç genleri ile UPGMA küme analizi (Bionumerics 8.0 version-topscore 

UGPMA tree) 
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Şekil 3.4. Porin genleri ile UPGMA küme analizi (Bionumerics 8.0 version) 
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3.4. Plazmid Tiplemesi 

ÇalıĢma için seçilen 25 Klebsiella pneumoniae suĢunun antimikrobiyal dirençten 

sorumlu plazmidlerinin dağılımını ve sıklığını araĢtırmak için Plazmid bazlı replikon 

tipleme (PBRT 2.0 kit-Diatheva, Ġtalya) kiti kullanılmıĢtır. Plazmid Bazlı Replikon 

Tiplemesi ve amplikon büyüklükleri aĢağıdaki tabloda gösterilmiĢtir (Tablo3.4). 

Tablo 3.6. Ġzolatların plazmid bazlı replikon tipleri ve moleküler büyüklükleri 

Replikon Inc grup Referans plazmid Amplikon 

(bp) 

H 2 ncH 2 Serratia marcescens 298-308 

M ncM Citrobacter freundii 741 

2 nc 2 Escherichia coli 316 

F B ncF Escherichia coli 683 

L ncL Klebsiella pneumoniae pOXA-48 854 

X3 ncX3 K.pneumoniae p ncX-SHV 284 

1  nc 1  S.enterica typhimurium R621a 161 

A/C 

 
nc A/C 

 

Aeromonas hydrophila 418 

R belirsiz Klebsiella pneumoniae Pk245 248 

F k ncF k Klebsiella pneumoniae pKPN3 142-148 

F B KN 
 

ncF k Klebsiella pneumoniae pKPN-IT 631 

F B KQ 
 

ncF k Klebsiella pneumoniae pKpQIL-IT 258 

H B-M belirsiz Klebsiella pneumoniae pNDM-MAR 570 

F B-M belirsiz Klebsiella pneumoniae pNDM-MAR 440 
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ÇalıĢılan 14 replikonun tamamı Klebsiella spp. suĢlarında tesbit edilmiĢtir. 25 

Klebsiella Pneumoniae izolatlarının tümünde birden fazla plazmid replikonu tespit 

edilmiĢtir. Örneklerin en az 3 plazmid en fazla 9 ayrı plazmid taĢıdıkları görülmüĢtür. 

PBRT testi ile 25 suĢtan 24‘ünün 1  ( nc 1 ) taĢıdıkları, 20‘sinin F k ( ncF k), 18 

‗inin A/C ( nc A/C) ve en az H 2( ncH 2) plazmidlerini taĢıdıkları belirlenmiĢtir. 

 

Tablo 3.7. Ġzolatların taĢıdıkları plazmid tipleri 

ID H 2 M 2 F B L X3 1  A/C 

 

R F k F B KN 
 

F B KQ 
 

H B-M F B-M 

1               

2               

3               
4               

6               

8               

13               

15               

17               

19               

23               
26               
29               
30               

31               

33               

34               

35               

36               

43               
45               
48               

49               

51               

53               
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4.  BÖLÜM 

TARTIġMA-SONUÇ ve ÖNERĠLER 

4.1.TartıĢma 

Karbapenemler, çoklu ilaca dirençli Gram negatif bakterilerin etkilerine karĢı kullanılan 

son seçenek beta-laktam antibiyotiklerdir. Fakat 1980‘li yıllardan sonra dünyada hızla 

yayılan geniĢlemiĢ spektrumlu beta-laktamaz enzimleri nedeniyle karbapenemlerin 

kullanım miktarı çok fazla artmıĢtır. 1990‘lı yılların baĢından itibaren plazmid kaynaklı 

karbapenem hidrolize eden enzimler tanımlanmaya baĢlanmıĢtır [91-92]. 

Ülkemizde son yıllarda yapılan çalıĢmalarda en çok saptanan direnç geninin OXA 

olduğu ortaya konmuĢtur ve bununla birlikte NDM geni artıĢı dikkat çekici bulunmuĢtur 

[93]. Gram-negatif bakterilerdeki karbapenem direnci, beta-laktamaz üretiminin, efluks 

pompalarının ekspresyonunun, porin kaybının ve PBP'lerde değiĢikliklerin sonucu 

olabilir. Karbapenem benzeri bileĢiklerde dâhil olmak üzere beta-laktamlar, çeĢitli 

bakteri ve mantarların doğal ürünleri olduğundan, hayatta kalmak için kendi iç beta-

laktamazlarını üretmeye baĢladıkları varsayılmaktadır [63-85]. Direncin bu evriminden 

bir sonraki adım, karbapenemaz kodlayan genlerin mobil genetik elemanlara 

(plazmidler, transpozonlar) kaçmasıydı ve bu da direnç genlerinin farklı cinsler arasında 

bile baĢarılı bir Ģekilde yayılma olasılığını sağlamıĢtır [86]. 

Kahraman ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları çalıĢmada RT-PCR yöntemi ile 100 

K.pneumoniae izolatının 45‘inde blaOXA-48 benzeri gen bölgesi pozitif saptanmıĢ, 

OXA-48 varyantlarını belirlemek için pozitif bulunan 45 izolat HRMA yöntemi ile 

değerlendirilmiĢtir. Sonrasında dizi analizi ile 41 (%91.2) izolatın aynı baz dizilimine 

sahip olan blaOXA-48/blaOXA-245 gen bölgelerini içerdiği, ikiĢer (%4.4) izolatın 

blaOXA-181 ve blaOXA-244 gen bölgelerini içerdiği tespit etmiĢlerdir [83].  

Samastı ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada ise: Karbapenem dirençli suĢlarda blaOXA-

48 pozitifliği %55, blaNDM-1 pozitifliği %37,4, blaKPC ve blaVIM-1 pozitifliği %1,1 
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olarak tespit edilmiĢtir. Toplam 10 suĢta farklı direnç genlerinin birlikteliği tespit 

edilmiĢtir. ÇalıĢmaya dahil edilen suĢların 73‘ünde klonal iliĢkiye bakılmıĢ olup 16 

farklı grup saptanmıĢtır. Yirmi suĢ ise baĢka hiçbir suĢ ile klonal olarak iliĢkili 

bulunmamıĢtır. Karbapenem direncine neden olan en yaygın direnç geni ise Türkiye‘de 

endemik olduğu bilinen blaOXA-48 geni olduğu kanısına varılmıĢtır [84].  

Lee ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢma ile NDM-1 ilk kez K. pneumoniae ST15'te tespit 

edilen Asya ülkelerinin izolatlarında tanımlamıĢtır [78]. Rimrang ve arkadaĢları NDM-

1‘in genellikle GSBL genleri ile birlikte bulunduğunu belirtmiĢtir [79].  

Duin ve Doi‘nin yaptığı çalıĢmada KPC ABD‘de en çok rastlanan direnç geni olduğu 

tespit edilmiĢ. Yunanistan ve Ġtalya gibi Avrupa ülkelerinde de yaygın olarak 

gözlenmiĢtir. NDM-1‘in ise Hindistan baĢta olmak üzere, Danimarka, polonya gibi 

Avrupa ülkelerindede sıklığı yüksek olarak nitelendirilmiĢtir [9]. 

Su ve arkdaĢlarının ülkemizde yaptığı çalıĢmada, 152 karbapenem dirençli izolatın 

113'ünde (% 74,3) en az 1 karbapenemaz geni tespit edilmiĢtir. OXA-48 (% 69.7) en 

yaygın karbapenemaz olarak bulunmuĢ ve bunu ardından VIM, NDM ve IMP izlemiĢtir, 

test edilen izolatların hiçbiri KPC-pozitif saptanamamıĢtır. Seksen altı izolatta (% 56.6) 

CTX-M ve 65 izolatta hem OXA-48 hem de CTX-M tespit edilmiĢtir. Enterobacterales 

karbapenemaz üretiminin yıllar içinde önemli ölçüde arttığını savunmuĢlardır [88]. 

Villa ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, K. pneumoniae ST307, son beĢ yıl içinde 

dünya çapında ortaya çıkmasından bu yana yaygın yüksek riskli ve klinik olarak uygun 

klonlardan biri olmaya aday gösterilmiĢtir. K. pneumoniae ST307 soyu genellikle 

kapsüllü olduğu, kompleman aracılı öldürmeye karĢı daha yüksek direnç gösterdiği, 

yeni virülans dizilerine sahip olduğu ve KPC kodlayan plazmidlerle iliĢkili olduğu 

saptanmıĢtır [77]. 

ÇalıĢmamızda Klebsiella pneumoniae suĢlarının arasında en az rastlanılan ST307 

sekans tipine ait 2 izolatta görülen KPC (%4) genidir.  KPC pozitif saptanan örnekler 

Türkiye-Kayseri‘ den izole edilmiĢtir. Bu iki izolatın taĢıdığı plazmid tiplerinin de aynı 

olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızda Klebsiella pneumoniae suĢları arasında en sık rastlanılan 

karbapenemaz geni NDM geni olmuĢtur. 25 (%50) izolatta bulunan NDM genlerinin 
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%48‘i ST15 sekans tipine aittir. Bunlardan 17 tanesi Irak örneklerine 8 tanesi ise 

Türkiye örneklerine aittir.  

OXA geni örneklerimizin %40‘ında tespit edilmiĢtir. Ancak, Türkiye‘ye ait 25 

Klebsiella pneumoniae suĢunun 19‘ unda (%76) OXA geni saptanmıĢ ve Türkiye suĢları 

arasında en çok rastlanılan karbapenemaz geni olmuĢtur. ST15 sekans tipine sahip 16 

(%32) suĢta görülen GES geninin tamamı GES-20 olarak karakterize edilmiĢtir. 

Bunların 11 tanesi Türkiye ve 5 tanesi Irak izolatlarındandır. ÇalıĢılan suĢlar içinde IMP 

ve VIM türü karbapenemaz enzimlerine rastlanılmamıĢtır. 

GSBL üreten suĢlardan ilk olarak tesbit edilen beta-laktamaz TEM β-laktamazlarıdır. 

TEM β-laktamaz ilk olarak yunanistanda bir hastadan izole edilen E. coli suĢunda 

saptanmıĢtır. Daha sonra yapılan birçok çalıĢmada tespit edilmiĢtir [94].  

Öksüz ve ark. [96] yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada K. pneumoniae suĢlarında TEM, SHV 

ve CTX-M β-laktamaz genleri PCR yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. K. pneumoniae 

suĢlarında β-laktamaz oranları TEM % 64.3, SHV % 92.9, ve CTX-M % 64.3 olarak 

bulunmuĢtur. 

Esen ve ark. [95] yaptıkları çalıĢmada 83 K. pneumoniae suĢunda % 69.9 TEM, % 59 

oranında SHV genlerini saptamıĢlardır. 

Feizabadi ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢma fenotipik doğrulama testi ile K. pneumoniae 

olduğu tespit edilen GSBL kodlayan genlerin prevalansı Ģu Ģekilde bulunmuĢtur: 

blaTEM% 54 (n = 48), blaSHV% 67,4 (n = 60), blaCTX-MI % 46,51 (n = 40) ve 

blaCTX-M-III% 29 (n = 25). BlaCTX-M-II ve blaCTX-M-IV tespit edilememiĢ. Tüm blaTEM 

tipleri blaTEM-1 olarak karakterize edilmiĢ ve tüm blaCTX-M-I blaCTX-M-15 olarak 

tanımlanmıĢtır. SHV tipleri SHV-5, SHV-11 ve SHV-12 olarak karakterize edilmiĢtir 

[85].  

Tawfik ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada % 89,1'i SHV,% 70,9'u TEM ve% 36,4'ü 

CTX-M üreten K. pneumoniae suĢları bulunmuĢtur. K. pneumoniae SHV-12'nin hâkim 

olduğu görülmüĢ ve CTX-M-15'in Suudi Arabistan'da ortaya çıkıĢı vurgulanmıĢtır [89]. 

Zaniani ve arkadaĢlarının Ġran‘da yaptığı çalıĢmada ise K. pneumoniae'nin % 56.1'inin 

GSBL ürettiğini bulunmuĢtur. Ġzolatlarda bulunan SHV ve TEM sıklığı sırasıyla% 14.4 

ve % 20.6 olarak kayda geçmiĢtir [90].  
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Bizim çalıĢmamızda, K. pneumoniae suĢlarında %70 oranında TEM beta laktamaz geni 

saptanmıĢtır. 32 tanesi TEM-1 olarak belirlenmiĢtir. (19 Türkiye ve 13 Irak). Diğer 2 

tanesi TEM-171, TEM-145 taĢımakta olup Türkiye izolatlarındandır. TEM-183 geni 

saptanan tek örnek Irak izolatıdır. SHV β-laktamaz geni oranı %34 (n=17) olarak 

saptanmıĢtır. SHV direnç geni saptanan 17 K. pneumoniae suĢunun 10‘ u Türkiye 7‘ si 

Irak izolatlarına aittir. CTX-M genlerine özgül primerler kullanılarak yapılan PCR 

sonucu 50 Klebsiella spp. izolatlarının hiçbiri pozitif bulunmamıĢtır  

Clancy ve arkadaĢları; porinler, beta-laktamların ve diğer moleküllerin periplazmik aktif 

bölgelere geçiĢine izin veren dıĢ zar kanallarıdır. Karbapenem kullanımı, K. 

pneumoniae mutantlarının oluĢumunu tetikleyerek major dıĢ membran porinleri olan 

OmpK35 ve/veya OmpK36 ‗nın kaybına (gen ekspresyonundaki azalma) yol 

açabilmektedir. OmpK36 mutasyonları ile bağlantılı olarak yüksek karbapenem 

MĠK'leri görüldüğünü ve bu oluĢan mutasyonlar porin kanalını değiĢtirebilir ve 

karbapenem alımını azaltabilir olduğu tespit edilmiĢtir [80]. 

ÇalıĢmamızda yüksek MĠK değerlerine sahip olup fakat direnç genleri tespit edilemeyen 

üç izolat bulunmaktadır (29,30,31). Irak‘tan elde edilen bu izolatlarda porin 

mutasyonlarının olabileceği düĢünülmüĢtür. Ayrıca bu izolatların en az üç farklı en fazla 

yedi farklı plazmid içerdikleri tespit edilmiĢtir.  

Ünlü ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada, gen transferi farklı bakteriyel suĢları arasında 

antimikrobiyal direnç belirleyicilerinin yayılması için ana mekanizma olduğunu ve 

genellikle plazmidler içerdiğini, ancak plazmidler tüm enterik bakterilerde aynı 

frekansta bulunmadığını, bazı plazmidlerin sadece bazı suĢlarda yüksek frekansa sahip 

olabileceğini belirtmiĢlerdir [87].  

Zhou ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, PBRT analizi ile izolatların çoğunda IncR (% 

66.0) ve IncFII (% 64.9) replikon türlerinin varlığını gösterilmiĢ, bunu IncFIB (% 46.4) 

ve IncX3 (% 16.5) takip etmiĢtir. K. pneumoniae'de baskın replikon tipleri IncFII ve 

IncR bulunmuĢtur [97].  

Barbadoro ve arkadaĢlarını yaptığı çalıĢmada, plazmid tiplemesi yapılan K. pneumoniae 

suĢlarında görülen en yaygın replikon tipleri FIIK, FIB KQ olarak bulunmuĢtur [98].  

Bizim çalıĢmamızda, 14 replikonun tamamı Klebsiella spp. suĢlarında tesbit edilmiĢtir. 

25 Klebsiella Pneumoniae izolatlarının tümünde birden fazla plazmid replikonu tespit 
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edilmiĢtir. PBRT testi ile 25 suĢtan 24‘ünün 1  ( nc 1 ), 20‘sinin F k ( ncF k) ve 18 

‗inin A/C ( nc A/C) replikonlarını taĢıdığı görülmüĢtür. 

Bu ÇalıĢmada elde ettiğimiz bulgular ülkemizdeki ve orta doğu ülkeleri ile verilerle 

benzerlik göstermektedir. Farklılıkların ise antibiyotik direnç profilinin değiĢmesi veya 

coğrafi nedenlerden olduğu düĢünülmektedir. Literatüre ve çalıĢmamıza bakıldığında 

orta doğu ülkelerinde antibiyotik direncinin artıĢ gösterdiği söylenebilir.  

 

4.2.Sonuç ve Öneriler  

2016 ve 2019 tarihleri arasında çeĢitli klinik örneklerinde üreyen Klebsiella spp. 

Ġzolatlarında fenotipik testler sonucu 42 meropenem dirençli ve 8 meropenem duyarlı 

toplam 50 örneğin (25 Türkiye, 25 Irak) beta-laktamaz genleri ve plazmid içeriği 

moleküler yöntemler ile karakterize etmek amacıyla yaptığımız çalıĢmanın sonucunda 

aĢağıdaki veriler elde edildi. 

 CTX-M, TEM, SHV, OXA, GES, VIM, KPC, NDM ve IMP GSBL direnç 

genleri ve OmpK35, OmpK36 porin genleri çalıĢılmıĢtır. 

 K. pneumoniae suĢlarında β-laktamaz gen oranları TEM %70, NDM %50, OXA 

%40, SHV %34, GES %32, KPC %4, oranında bulunmuĢtur. 

 ÇalıĢmamızda VIM, IMP ve CTX-M genlerine rastlanmamıĢtır. 

 OmpK35 ve OmpK36 porin genleri ise suĢların tamamında beklenilen 

büyüklükte amplikon üretmiĢtir ve dizi anali,ziyle doğrulanmıĢtır. 

 Karbapenemlere dirençli olup herhangi bir direnç geni saptanmayan 3 suĢta 

karbapenem direncinden sorumlu mekanizmanın porin kaybı ile birlikte 

olabileceği düĢünülmüĢtür. 

 25 Klebsiella Pneumoniae izolatlarının tümünde birden fazla plazmid replikonu 

tespit edilmiĢtir 

Karbapenem dirençli izolatların birden fazla karbapenemaz kodlayan gen ile direnç 

geliĢtirebildikleri tespit edilmiĢtir. SuĢlar arasındaki iliĢkinin incelenmesi için PFGE 

gibi daha ileri çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Ayrıca dıĢ zar proteini (OMP) analizi 

yapılmasıda dirençmekanizmasını belirlemek için faydalı olacaktır. Bu çalıĢmada 
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Klebsiella pneumoniae suĢlarında karbapenem direnci moleküler yöntemlerle 

araĢtırılmıĢ ve plazmid tipleri belirlenmiĢtir. Ancak bu dirence sebep olan 

effluks(pompa) sistemlerinin araĢtırılması, protein profillerinin karĢılaĢtırılması bu 

çalıĢma kapsamına dahil edilememiĢ olması araĢtırmamızın eksiklikleri olarak 

görülebilir.  
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