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OZET

YOGUN BAKIM UNITELERINDEN iZOLE EDIiLEN ENTEROBACTER VE
PROTEUS SUSLARINDA iINTEGRON TASIYICILIGININ BELIRLENMESI

Gram negatif bakteriler hastane enfeksiyonlarina neden olan, birgogu firsatg1 ve
coklu ila¢ direncine sahip onemli patojenler arasinda yer almaktadir. Bu ¢aligmanin
amaci, Ozellikle yogun bakim {initelerinde yatan hastalarin ¢esitli klinik 6rneklerinden
izole edilen Enterobacter ve Proteus izolatlarinda integron tasiyiciliginin
belirlenmesidir.

Calismaya iilkemizde tizerinde ¢ok fazla arastirma yapilmayan 73 adet
Enterobacter ve 53 adet Proteus izolati dahil edilmistir. Calisilan izolatlarda, sinif 1 ve
smif 2 integron degisken bolgelerinin varligit PCR metodu ile arastirilmigtir. Smif 1
integron varligi Enterobacter izolatlarinda %30,14, Proteus izolatlarinda ise %39,62
olarak saptanmistir. Ayrica Proteus izolatlariin %41,50’sinin smif 2 integron tasidigi,
ancak Enterobacter izolatlarinin higbirinin Simif 2 integrona sahip olmadigi tespit
edilmistir.

Coklu ilag direncli Enterobacteriaceae tiirleri nemli halk sagligi problemi teskil
etmektedir. Bu gibi izolatlarin hastane ortaminda yayilmasi sonucu tedavisi gii¢ olan
enfeksiyonlarm sayisini da arttiracaktir. Integron tasiyan izolatlarin tasidign epidemik
giicii belirlemek, hizli tedavi ve uygun antibiyotik se¢imi saglanmasi agisindan integron
tespiti ve antibiyotik diren¢c genlerinin karakterizasyonunu belirlemeye yonelik

calismalarin yapilmasi oldukg¢a 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Enterobacter, Proteus, integron, PCR
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ABSTRACT

DETERMINATION OF INTEGRON CARRIAGE IN ENTEROBACTER AND
PROTEUS STRAINS THAT ISOLATED FROM INTENSIVE CARE UNITS

Gram negative bacteria are among the major pathogens that cause nosocomial
infections, many of which are opportunistic and have multiple drug resistance. The aim
of this study is determination of integron carriage in Enterobacter and Proteus isolates
from various clinical specimens, especially in intensive care patients.

The study included 73 Enterobacter isolates and 53 Proteus isolates, which
have not undergone much research in our country. In the strains studied, the presence of
class 1 and class 2 integron variable regions was investigated by PCR method. class 1
integron presence was shown as 30,14% in Enterobacter isolates and 39,62% in Proteus
isolates. It was also found that 41,50 % of the Proteus isolates carried class 2 integron
but none of the Enterobacter isolates had class 2 integron.

Multiple drug resistant Enterobacteriaceae species are a major public health
problem. The spread of such strains in the hospital environment will also increase the
number of infections that are difficult to treat as a result. It is very important to carry out
studies based on the characterization of integron detection and antibiotic resistance
genes in order to determine the epidemic potential of integron-carrying strains, rapid
treatment and selection of appropriate antibiotics.

Key words: Enterobacter, Proteus, integron, PCR
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1. GIRIS

Yogun bakim iinitelerinde (YBU) bulunan hastalar hastanede en uzun siire
yatan, konagin savunma mekanizmasimi bozan invaziv yasam destegine en c¢ok
gereksinim duyan, en fazla antibiyotik uygulanan ve klinik tablosu en agir olan hasta
grubunu olusturmaktadir. Yasama yeniden kazandirilmaya calisgilan bu Unitelerdeki
hastalar, tan1 ve tedavi igin uygulanan invaziv girisimler nedeniyle pek ¢ok
komplikasyonlarla karsi karsiya kalmaktadirlar. YBU’lerde gorilen hastane
(nozokomiyal) enfeksiyonlari, diger servislerde goriilen enfeksiyonlarin yaklasik 5-10
katidir. Cesitli ve ¢ok sayida antibiyotigin kullanimi sonucu, nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olan bakterilerde antibiyotik direnci gelismektedir. Dolayisiyla
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan bakterilerin antibiyotik direng genlerinin
belirlenmesi, hangi antibiyotiklere kars1 direng gelistirdikleri, bu direng genlerini
birbirlerine nasil aktardiklarinin tespit edilmesi ve buralarda yatan hastalara en kisa
zamanda en etkili antibiyotik uygulanmas: acisindan oldukca énemlidir (Ozsiit, 1998;
Inan ve ark. 2002; Yalcin, 2009; Atalan ve ark. 2012; Cikman ve ark. 2012; Sar1 ve ark.
2015).

Bu tez calismasinda, Giresun Prof. Dr. A. flhan Ozdemir Devlet Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, daha énceden YBU’lerde yatan hastalarin cesitli klinik
orneklerinden izole edilen Enterobacter ve Proteus izolatlarinda sinif 1 ve simif 2
integronlarinin varhigimin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi, elde
edilen veriler 1s181inda direng epidemiyolojilerinin belirlenmesi, yeni antimikrobiyal
stratejilerin - gelistirilmesi i¢in gerekli temel bilgilerin elde edilmesi ve hastane
enfeksiyon kontrol onlemlerine katki saglanmasi amaglanmigtir. Literatlir taramalari
sonucunda tlkemizde Enterobacter ve Proteus cinsleriyle ilgili integron tasiyiciliginin
arastirildigt az sayida calismaya rastlanmigtir. Bunun igin calisma grubu olarak

Enterobacter ve Proteus cinsleri se¢ilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Ozellikle YBU’lerde yatan hastalarda nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan
Gram negatif bakterilerde antibiyotik direncine neden olan genlerden hangilerinin
ilimizde yaygin oldugunun belirlenmesini amaglayan ¢alismalarin yapilmasi énemlidir.
Ciinkii her gecen gilin antibiyotiklerin uygun ve akilct kullanilmamasina bagli olarak
bakteriler antibiyotiklere karsi direng gelistirmektedirler. Antibiyotiklere karsi direng
oranlar1 giin gectik¢e artan Gram negatif bakterilerin hangi antibiyotiklere karsi direng
gelistirdiklerinin ve diren¢ genlerini bakteriler arasinda nasil aktardiklarinin
arastirilmas1 ve ortaya cikarilmasi klinisyenlerin 6zellikle yogun bakim hastalarina
hangi antibiyotigi kullanmalarinin uygunlugu agisindan yol gosterici olacaktir. Giresun
ilinde, 6zellikle integronlarin arastirilacagi bu g¢alismanin ilk olarak yapilacak olmasi
calismamizin Onemini arttirmaktadir. Elde edilecek olan sonuclar 1s18inda 6zellikle
YBU’lerde yatan hastalarin tedavileri agisindan bir takim énlemler alinmas1 mortalite

oranlarini ve hastanede yatis siirelerini diisiirecegi kanaatindeyiz.

2.1. ENTEROBACTERIACEAE AILESI

Enterobacteriaceae Uyeleri, Gram negatif basiller icinde tibben en 6nemli
olanlaridir ve halk sagligi agisindan 6nemli bir problem olusturmaktadir. Kirktan fazla
cins, yiizlerce tiir ve alt tiirii tanimlanan bu bakteriler, nozokomiyal patojenler arasinda
on sirada gelmektedir ve cesitli mekanizmalar ile yeni gelistirilen birgok antibiyotige

kars1 direng kazanmuslardir (Ozkaya ve ark. 2013; Barraud ve ark. 2014).

2.1.1. Taksonomi

Enterobacteriaceae Uyelerinin  siniflandirma ve adlandirmalarinda  son
zamanlara kadar biyokimyasal, fizyolojik ve antijenik fenotip 6zellikleri
kullanilmaktaydi. Gilinlimiizde bu fenotip 0Ozelliklerini giiclendirmek i¢in, DNA
benzerlik verileri de kullanilmaktadir. Bunun icin DNA-DNA hibridizasyon ve 16S

rRNA dizilimlerine bakilmaktadir. Enterobacteriaceae ailesinin Ewing tarafindan



yapilan smiflandirmasi1 Tablo 2.1°de goriilmektedir ve tabloda yer alan tiirlerin ¢ogu

klinik 6rneklerde nadiren bulunmaktadirlar (Ustacelebi, 1999; Grimont ve ark. 2006).



Tablo 2. 1. Enterobacteriaceae ailesinin siniflandirilmasi (Ustagelebi’den, 1999)

Aile

Cins

Tlr

I-Escherichieae

1.Escherichia

E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii,
E. hermannii

2.Shigella S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
I1-Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
I11-Salmonelleae Salmonella (serotipler), S. typhi, S. choleraesuis, S. paratyphi A,

S. enteritidis, S. gallinarum, S. pullorum

IV-Citrobacteriaceae

Citrobacter

C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus

V-Klebsielleae

1.Klebsiella

K. penumoniae, K. ozanenae, K. oxytoca,
K. rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena,
K. ornithinolytica

2.Enterobacter

E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans,

E. amnigenus, E. sakazakii, E. gergoviae,

E. dissolvens, E. nimipreeuvalis, E. asburiae,
E. taylorae, E. hormaechei

3.Hafnia H. alvei
4.Serratia S. marcescens, S. lique, S. liquefaciens, S. rubidaea,
S. fonticola, S. odorifera, S. plymuthica, S. ficaria
VI-Proteeae 1.Proteus P. mirabilis, P. vulgaris, P. pennei, P. myxofaciens
2.Morganella M. morganii
3.Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri,
P. rustigianii
VIl-Yersinieae Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica,
Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia,
Y. ruckeri, Y. aldovae
VIlI-Erwinieae Ervinia E. amylovora, E. carotovora
Herhangi bir aile igine | Arsenophorus
yerlestirilmemis olan | Budvicia
cinsler Buttiauxella
Cedecea
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella
Obesumbacterium
Pantoea
Pragia
Rahnella
Tatumella
Xenorhabdus
Yokonella




2.1.2.Ureme Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler, NaCl ilave edilmis peptonlu
besiyerinde ya da Mac Conkey agarda iyi rerler. Hem aerop hem de anaerop ortamlarin
her ikisinde de fakultatif anaerop 6zelliklerinden dolay: Ureyebilirler. Bu bakteriler 35-
37 °C ve COy’siz ortamda ureyebilirler. Ancak Serratia ve Yersinia gibi bazi tiirler 1-2
°C arahi@indaki diisiik 1silarda da tireyebilirler. Kolonileri 18-24 saat sonra gérunur hale
gelir. Bircok laboratuvarda Enterobacteriaceae tyelerinin tiretimi i¢in kanli ve gikolata
agar gibi selektif olmayan ve Mac Conkey agar gibi selektif olan besiyerler
kullanilmaktadir. Bu besiyerleri yara, solunum 6rnekleri, idrar, steril viicut sivilar1 ve
kandan Enterobacteriaceae Uyelerini izole etmek i¢in kullanilmaktadir. Cikolata ve
kanli agarda biiyilik, gri ve diizgiin koloniler olustururlar. Kanli agarda ¢ogu suslari
hemoliz yapmazken, E. coli’nin bazi suslar1 kuvvetli bir hemolizin {irettiginden, kanl
agarda hemoliz yaparlar. Mac Conkey agarda laktozu fermente eden turler, laktoz
fermentasyonu sonucu olusan asit nedeniyle pembe-kirmizi koloniler olustururlar.
Kristal viyole ¢oker ve nétral kirmizisi, asit pH’ta kirmizi renk olusturur. Laktoz
negatifler ise Mac Conkey’de seffaf ve renksiz koloniler olustururlar. Gram pozitif
bakterilerin tiremesini engellemek amaciyla, besiyerine kristal viyole ve safra ilave
edilir. Tablo 2.2°de baz1 Enterobacteriaceae uyelerinin Mac Conkey ve koyun kanli
agarda olusturduklar1 kolonilerin 6zellikleri ve biiyiikliikleri verilmistir (Ustagelebi,
1999; Grimont ve ark. 2006).



Tablo 2. 2. Enterobacteriaceae iiyelerinin Mac Conkey ve koyun kanli agardaki koloni
ozellikleri (Ustagelebi’den, 1999)

Tipik géranim ve buyuklik

Cins veya tir Mac Conkey agar Koyun kanh agar
Salmonella, Shigella  Renksiz, diizgiin, 2-3mm Duzgin, 2-3mm
Yersinia Renksiz, <1mm Duzgin, <lmm

enterocolitica

E. coli Pembe-kirmizi, genellikle presipite Diizgin  (baz1  suslarn
olmus safra ile ¢evrelenmis, 2-3mm beta-hemolitik), 2-3mm
Klebsiella Pembe, mukoid, 3-4mm Mukoid, 3-4mm
pneumoniae
Enterobacter Pembe, Klebsiella kolonileri kadar Dizgin, 3-4mm
mukoid degil
P. vulgaris, Renksiz, yassi, hafifce yayilabilen, Dalgali, yayilarak petriyi
P. mirabilis 2-3mm kaplayan koloniler
Providencie, Renksiz, yassi, 2-3mm Yassi, 2-3mm
Morganella

Diski 6rneklerinden Enterobacteriaceae Uyelerinin izolasyonu igcin Mac Conkey
veya Eozin Metilen Blue (EMB) agara ek olarak daha fazla segici ve ayirt edici 6zellige
sahip, Hektoen Enterik Agara (HE) veya Xylose Lysine Deoxycholate Agara (XLD)
ekim yapilmaktadir. HE agarda, laktoz pozitif tiirler sar1 koloniler olustururlarken;
laktoz negatif olan tiirler ise yesil koloni olustururlar. Proteus’un (laktoz negatif) H,S
tireten suslar1 yesil, ortas1 siyah koloniler olusturur. Citrobacter freundii, sar1, ortasi
siyah koloniler olusturur. XLD agarda lizin dekarboksilaz olusturan, ancak laktoz
negatif olan Salmonella’lar kirmizi, ortasi siyah koloniler olustururlar. HE ve XLD
agarda sodyum tiyosulfat ve ferrik amonyum sitrat vardir. H,S iireten suslar siyah renk
koloniler olustururlar. Enterobacteriaceae Uyelerinin izolasyonunda en ¢ok kullanilan

besiyerleri Tablo 2.3’te verilmistir (Ustagelebi, 1999).



Tablo 2. 3. Enterobacteriaceae iiyelerinin izolasyonunda en ¢ok kullanilan besiyerleri
(Ustagelebi’den, 1999)

Besiyeri Karbonhidratlar H,S
Incelenmesi

Cogu tiirlerin Mac Conkey Agar Laktoz -
tiremesi i¢in ayirtict | EMB Laktoz, Sukroz -
besiyerleri

Enterik patojenlerin | HE Laktoz, Siuikroz, Salisin +
diskidan izolasyonu | XLD Laktoz, Siikroz, Ksiloz +

icin selektif

besiyerleri

2.1.3.Biyokimyasal Ozellikleri

Enterobacteriaceae uyeleri fakultatif anaerop mikroorganizmalardir. Hepsi
oksidaz negatiftir; glukozu fermente ederler; nitrati nitrite indirgerler ancak alginati
eritemezler. Glukozun metabolize edilmesi sonucu, diisiik pH (pH 4.4) olusturan, asitli
son tlrilinler agiga ¢ikar. Metil kirmizisi testi, diisiik pH olusturan asit son Urunlerini
ortaya koymaya yarar; ortama metil kirmizisi eklenince kirmizi renk olusur.

Metil kirmizist testi:

Glukoz - Pirtvik asit > Asit fermentasyonu (pH 4.4)

Metil kirmizisi indikatori
Kirmizi renk

Klebsiella, Enterobacter, Serratia cinslerine ait tlrler glukoz fermentasyonunda,
butanediol fermentasyonu yolunu kullanarak, yan firiin olarak asetoin olustururlar.
Bundan dolay1, bu grubun Voges-Proskauer reaksiyonu pozitiftir.

Voges-Proskauer reaksiyonu:

Glukoz - Pirtvik asit = Asetoin - Butilenglikol

v

Diasetil + KOH + a-naftanol
Kirmizi renk



Enterobacteriaceae ailesindeki cinslerin ve turlerin karbonhidrat fermantasyonu
farklidir. Fermente edebildikleri karbonhidratlarin ya da fermentasyon sonucu olusan
son triinlerin farkli olmasi, cins ve tlr tespiti amaciyla kullanilir. Enterobacteriaceae
ailesindeki cinslerin ve tiirlerin identifikasyonunda, indol olusumu ve sitrat kullanim1 da
degerlendirilir. Indol, triptofan aminoasitinin yikim {iriinlerindendir; triptofanaz enzimi
olan bakteriler triptofan1 deamine eder. Ara Uriin olarak amonyak, indol, pirtvik asit
olusur. Para-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) ilavesi sonucu kirmizi renk olusur.
Mikroorganizmanin, metabolizmasi igin karbon kaynagi olarak sitrati kullanip
kullanmadigini gérmek amaciyla sitrat testi yapilir. Sitratin kullanilmasi ile alkali pH
olusur. Bu da sitratli besiyerindeki bromtimol indikatériiniin, yesil renkten mavi renge
donmesine neden olur. Enterobacteriaceae Uyelerinin identifikasyonunda, cok eski
yillardan beri Kullanilan bir test de IMVIC testidir. IMVIC testi; indol reaksiyonu (1),
metil red kirmizisi reaksiyonu (M), Voges-Proskauer Reaksiyonu (V), sitrat reaksiyonu
(C) olmak tizere dort reaksiyondan olusur. Pozitif reaksiyon sonucu besiyerlerindeki
renk degisimi Sekil 2.1°deki gibidir. Ornegin; E. coli'nin IMVIC testi (++--),
Klebsialla’nin IMVIC testi (--++)’dir. Tablo 2.4’te Enterobacteriaceae ailesindeki

belirli cinslerin hizli identifikasyon degerlendirmeleri 6zetlenmistir (Ustacelebi, 1999).



VP Test

Indole Test Methyl Red Test
1

Sekil 2. 1. IMVIC testi

Citrate Agar

(http://www.imgrum.org/media/1281295796985358606 1926032627)

Tablo 2. 4. Enterobacteriaceae tyelerinin hizli identifikasyon degerlendirmeleri

(Ustacelebi’den, 1999)

Hizh laktoz fermentasyonu

Yavas laktoz fermentasyonu

Laktozu fermente

yapanlar yapanlar etmeyenler
E. coli: Mac Conkeyde Edwardsiella Shigella: Hareketsiz,
pembe-kirmizi, diizgiin, glukozdan gaz olusturmaz
viskdz olmayan koloniler, Serratia

hareketli

Enterobacter aerogenes: Mac
Conkeyde pembe, diizgin,
visk6z koloniler, hareketli

Klebsiella pneumoniae: Mac
Conkeyde pembe, mukoid,
cok viskdz koloniler,
hareketsiz

Citrobacter

Arizona

Providencia

Erwinia

Salmonella: Hareketli,
glukozdan asit ve gaz
olusturur

Proteus: Kanli agarda dalgali
iirer, ireyi hizla hidrolize
eder (Amonyak kokusu
olusur)

Enterobacteriaceae yelerinin ¢abuk ve kolay identifikasyonu igin, kii¢iiltiilmiis,

standardize edilmis test serileri, ticari olarak satilmaktadir ve bunlar konvensiyonel tip

testlerine benzeyen, ancak kiiciiltiilerek hazirlanmis kitlerdir.



2.1.4.Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler 0,5 - 3,0 um boyutunda, Gram negatif,
sporsuz basillerdir. Hareketli olanlarda peritris kirpikler (flagella) bulunur (Borman ve
ark. 1944).

Enterobacteriaceae uyeleri, ¢cok sayida ortak yapisal 6zelliklere sahiptir:

v’ Sitoplazma zarini saran sert hiicre duvari,

v Cift sarmalli DNA’dan olusan tek kromozom,

v" Okaryotik ribozomlardan daha kiiciik ve daha az karmasik ribozomlar,

v Oksidatif metabolizma i¢in mitokondri bulunmamasi,

v’ Protein sekresyonu icin endoplazmik retikulum bulunmamasi

Hiicre duvari ¢ok katli bir yap1 gosterir ve hiicre duvarii meydana getiren
lipoprotein, peptidoglikan, protein, fosfolipid ve lipopolisakkaritler (LPS) tabakalar
halinde diizenlenmistir. Peptidoglikan-lipoprotein tabakasi hiicre duvarinin %20’sini
olusturur. Peptidoglikan organizmaya sertligini ve seklini veren ¢apraz baglanmis
polimerlerdir. Kalan %80’lik bolim de lipopolisakkarit, transportta gorevli olan
multimerik porin proteinleri ve iki katli fosfolipid tabakadan olusmaktadir. LPS,
tasidiklar1 6zel polisakkarit yan zincirler sayesinde gesitli cinslerin antijenitesini belirler.
Ayrica LPS hicrenin endotoksik aktiviteden sorumlu olan kismidir. Bakteride, hiicre
duvarindan disar1 dogru uzanan ve flagella olarak adlandirilan organel bulunur. Bu,
hareket organelidir ve i¢ zardaki bazal yapidan kdken alir. Cogu cins ve tiirlerde fimbria
(veya pili) bulunur ve diger bakterilere, konak hiicrelere, bakteriyofajlara tutunmada
gorevlidir. Seks fimbriasi konjugatif (bulasic1) plazmid tasiyan bakterilerde gorulir ve
plazmid DNA’smin konjugasyonla aktarimasinda gorevlidir. Bunlar bakterilerin
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasinda Onemli etmenlerdir (Ustagelebi, 1999;
Mokracka ve ark. 2012).

2.1.5. Epidemiyoloji

Enterobacteriaceae Uyeleri su, toprak ve bitkilerde yaygin olarak bulunmasinin
yani sira insan ve hayvan bagirsaklara da yerlesirler. Insanlarin gastrointestinal (GI)
yolunun %99’dan ¢ogunu anaerop bakteriler olusturmaktadir ve bunlarin ¢ogunlugu da

Bacteroides’lerdir. Ancak diski kdiltiirleri aerop ortamlarda inkiibe edildiginde en ¢ok
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Enterobacteriaceae Uyeleri tremektedir. Diskida en ¢ok bulunan fakiiltatif anaerop
mikroorganizma E. coli’dir. Deniz, gol, akarsu, kuyu, sebeke, igme suyu gibi sularda E.
coli ya da diger Enterobacteriaceae Gyelerinin (Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter
gibi) varligi, sularin kanalizasyonla kirlendigini belirleyici bir bulgu olarak kabul
edilmektedir. Enterobacteriaceae Uyeleri dogada yaygin olmakla birlikte bazi tiirleri
sinirl ekolojik bolgelerde bulunmaktadir. Ornegin; Salmonella typhi, tifo hastaligina
neden olup yalnizca insanda bulunmaktadir. K. pneumoniae ise yasadigimiz ¢evrede ¢ok
yaygin olup dogada biyokimyasal ve jeokimyasal olaylara katilmaktadir. Ayrica K.
pneumoniae insanlarda solunum sistemi, bagirsak ve triner yolda belirtisiz yerlesim
gosterir ve Olumle bile sonuglanabilen agir enfeksiyonlara neden olmaktadir (Baron,
1996; Ustacelebi, 1999; Grimont ve ark. 2006; Davin ve Pages, 2015).

2.1.6. Antijenik Yapi

Enterobacteriaceae Uyelerinin somatik (O), kirpik (flagella) (H) ve kapsul (K)
antijenleri, ailenin serolojik olarak tiplendirilmesinde kullanilan ana antijenlerdir.
Ayrica bunlar diginda Dbakteri hiicresinin dig ylizeyinde bulunan ve ECA
(Enterobacteriaceae  Common  Antigen) olarak adlandirilan  antijen, bdtin

Enterobacteriaceae uyelerinde bulunan ortak bir antijendir (Ustagelebi, 1999).

2.1.7.Virtulans ve Patojenite Ozellikleri

1. Adezinler: Bircok Gram negatif bakteride fimbria ya da pili denilen yiizey
organelleri bulunur. Bu organeller, bakteri hiicresinin ylzeyinden butin yoénlere
dogru 1s1nsal uzanan ve sayilar1 ¢ok olan yapilardir. Heliks seklinde diizenlenmis
protein parcalarindan olusmuslardir ve bakterilerin mukozalara tutunmalarini
saglarlar. Mikroorzganizmalarin konak dokuya yerlesmesindeki temel basamaktir
(Ustagelebi, 1999; Bilgehan, 2008).

2. Endotoksin: Hiicre duvar lipopolisakkaritinin (LPS) Lipid A boliimii, toksik
aktiviteden sorumludur; hayvanlara enjeksiyonundan sonra, hayvanda ¢esitli etkilere
neden olur. Ates, Oldiriicii sok, lokositte degisiklikler, tlimdrlerin gerilemesi,
enfeksiyonlara karsi konak yanitinin degismesi, Sanarelli-Shwartzman reaksiyonu

ve cesitli metabolik degisiklikler meydana gelir. Uriner yol ya da yara
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enfeksiyonlarindaki rolii belirgin degildir. Ancak bakteriyemili hastalarda dliimlere
neden olabilir. Enterik bakteriyemili hastalarin %30’unda endotoksik sok gelismekte
ve bu hastalarin %40-90’1 6lmektedir (Bilgehan, 2008).

Enterotoksin: Cogunlukla ince bagirsagi etkileyen, bagirsak liimeninde bol sivi
atilimina ve buna bagl olarak da diyareye neden olan bu toksinler kolera toksinine
benzerler. Baz1 E. coli, K. pneumoniae, Salmonella, Shigella, Citrobacter freundii
ve Enterobacter suslari tarafindan salgilanmaktadir. Salmonella ve Shigella
enfeksiyonlarinda, enterotoksinin rolii net degildir. Bu hastaliklarin patogenezinde,
dokuya penetrasyon dnemlidir. Bagirsak icinde sinirsel reseptorleri stimiile eder ve
refleks etkisi ile beraber kusma ve bagirsak hareketlerinin azalmasi sonucu besin
zehirlenmesi tablosu olusturur (Bilgehan, 2008).

Shigatoksin ve Shigatoksin benzeri (Shigalike) toksinler: Bazi Shigella suslari
memeli htcrelerinin protein sentezini bozan ve shigatoksin olarak adlandirilan
toksinler olustururlar. Benzer etkili toksinler, bazi E. coli suslarinca
salgilanmaktadir. Bu toksinlerin etkisi ilk olarak vero (Afrika yesil maymunu) doku
hiicrelerinde gosterildigi igin verotoksin olarak da adlandirilirlar. Verotoksin
salgilayan E. coli suslari hemolitik diyare ve hemolitik remik sendroma neden
olurlar (Ustagelebi, 1999).

Hemolizinler: Bazi Enterobacteriaceae iiyelerine ait izolatlarin salgiladigi hiicre
digt trlinlerdir. E. coli’nin neden oldugu bazi hastaliklarda Onemli oldugu
gosterilmistir. Bagirsak dis1 enfeksiyonlardan izole edilen E. coli suglarinin yaridan
fazlas1 hemolizin salgilar. Ancak Gl yol enfeksiyonuna neden olan E. coli suslarinin
sadece %10’u hemolizin yapar. Uropatojen E. coli’lerin ¢ogunda, hem P fimbria,
hem de hemolizin bulunur. Hemolizinlerin sitotoksik etkileri yalnizca eritrositlerle
siirlt degildir. Alfa hemolizinler, lenfositlere daha etkin olan sitotoksinlerdir. Beta
hemolizinler ise, nétrofillerin  kemotaksisini ve fagositozunu 6nlemektedirler.
Hemolitik bakteri enfeksiyonlarindan sonra hemoglobiniiri ve kansizlik goriilebilir
ancak bu bir kural degildir (Ustacelebi, 1999; Bilgehan, 2008).

Sideroforlarla Demir Kazammmi: Demir esansiyel bir gelisme faktoriidiir.
Dokularda ve mukozalarda serbest demirin disiik yogunlukta olmasi,
Enterobacteriaceae Uyelerinin olusturdugu bagirsak disi enfeksiyonlarda konak
savunmasinin ilk belirtilerinden ve bakteri Gremesini Onleyici faktorlerden biridir.

Enterobacteriaceae uyeleri konak organizmada canli kalabilmek ve bagirsak dist
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dokulara yayilabilmek i¢in, demir saglamak iizere ¢esitli mekanizmalar gelistirirler.
Bunlardan biri demir baglamaya ¢ok biiyiik egilim gosteren, siderofor denen diisiik
molekll agirlikli bilesiklerdir. Bakteriler konak organizmada transferrin ya da
laktoferrin gibi demir baglanmis olan molekiillerden, siderofor araciligiyla demir
kazanirlar. Sentezlenen ve sonra salgilanan sideroforlarin yakaladigi demir, hicre
duvarindaki 6zel dis zar proteinleri araciligi ile hiicre igine alinir. Demir diizenleyici
dis zar proteinleri (Iron Regulated Outer Membrane Proteins, IMOPs) genellikle
demir-siderofor kompleksi icin reseptdr gorevi yapar ve bakterilerin sideroforlar
aracilig1 ile demir alabilmesi i¢in gereklidir. Bu proteinlerin biiyiikligii 74-84 kDa
arasinda degismektedir. Bakteriler bu proteinleri demirden yoksun ortamlarda daha
bol olusturular. E. coli’de Fe*>-enterobaktin kompleksi icin 81 kDa’lik bir protein
reseptor olarak calisir. Bircok Enterobacteriaceae Uyesi (Escherichia, Klebsiella,
Salmonella, Shigella, Enterobacter) iki tip siderofor (fenolat siderofor enterobaktin
ve hidrosamat siderofor aerobaktin) sentezlerler. Enterobacteriaceae lyeleri igin,
virtlans faktor olarak, hidroksamat tipi siderofor aerobaktin Gretimi, fenolat tipi
siderofor enterobaktin sentezinden daha dnemlidir. Hastane enfeksiyonuna neden
olan mikroorganizmalarin kaynagi, bulas yollarinin belirlenmesi ve kontrol
onlemlerinin alinmasinda rol oynayan epidemiyolojik ¢alismalar, invaziv enfeksiyon
hastaliklarina yol agan suslarda aerobaktin insidansinin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermistir. Ancak agir ishallere neden olan EPEC ve ETEC (enteropatojen ve
enterotoksijen E. coli), yalnizca enterobaktin Uretirler (Ustagelebi, 1999; Giiler ve
ark. 2011).

7. Kapsul: Antikorlarin bakteriye baglanma ve lokositlerin bakteriyi fagosite etme
Ozelligini azaltarak bakterinin viriilansina yardimcr olur. Polisakkarit yapisi
kapsiiliin olduk¢a hidrofilik olmasini saglar. Bu hidrofobik hiicre yizeyini iten
hidrofilik kapsul antijenleri sayesinde bakteri fagositozdan korunur (Ustacelebi,
1999).

2.1.8.Direnglilik

Enterobacteriaceae Uyeleri sporsuzdur. Cogu germisid ya da dezenfektanlarin
diisik konsantrasyonlar1 ile ve 1s1 ile kolaylikla inaktive olurlar. Ancak Enterobacter

tirleri, diger Enterobacteriaceae Uyelerine gore dezenfektan ve antibiyotiklere daha
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direncli olan nozokomiyal patojenlerdir. Fenol tirevleri, formaldehit, beta glutaraldehit,
halojenli bilesikler bakterisid etkilidir. Fakat dortlii amonyum bilesikleri, bakteriyostatik
etki gosterebilirler (Poole, 2005; Mirnejad ve ark. 2013). Enterik patojenlerin
kontroliinde, sularin klorlanmasi etkilidir. Enterobacteriaceae tyeleri kuruluga kismen
duyarhidir. Ancak yeterli nem bulundugunda, ¢ok uzun zaman canli kalabilirler.
Hastanelerde solunum cihazlar1t ve anestezi aletleri Enterobacteriaceae Uyelerinin
enfeksiyon kaynagidir. Enterobacteriaceae Uyeleri, kardan ve buzdan izole edilmistir;
gidalarda kontrolii, pastorizasyon ya da dogrudan pisirme ile saglanir. Ayrica, bu
bakterilerle olusan enfeksiyonlarin 6nlenmesinde, kisisel hijyen kurallarina uymak ve el
yikama aliskanhig da énemlidir (Ustagelebi, 1999; Ogiing ve ark. 1999; Kang ve ark.
2004).

2.1.9.Plazmidler

Bakteri hicresinde kendi kendine replike olabilen plazmidler, kromozom pargasi
olmadiklarindan kromozom disi DNA pargalari olarak bilinirler. Gram negatif
bakterilerde sik karsilasilan plazmidler direng plazmidleridir (R Plazmid). Bunlar,
antibiyotik direncinden sorumludur. Ilag direnci, R plazmid {izerinde bulunan
transpozon adi verilen gen paketlerinde bulunur. Tipta, ziraatte ve veterinerlikte, asir
Olglide antimikrobiyal madde kullanimi sonucu, R pazmidleri ¢cok sayida transpozona
sahip olmuslardir. Bu da bakteriye ¢ok sayida ilaca direng fenotipi kazandirmistir. Cogu
R plazmidi tasiyan suslar, diger suslara ve tiirlere konjugasyonla plazmidlerini
aktarabilmektedir. Boylece, ilag direnci kolayca yayilir. Enterotoksin, kolonizasyon
faktorleri ve hemolizin gibi virtlans faktorlerini kodlayan genler de plazmidlerde
bulunur. Viriilans faktorleri ve ilag direnci genleri ayn1 pazmidde bulunabilir. Bu
nedenle, R plazmidi {izerindeki baski ile viriilans faktdrleri de yayilim gosterir. Ilag
direnci olmasa da, birkag viriilans faktorii ayni plazmidde bulunabilir. Ornegin;
plazmidi bulunan ETEC suglarinin, enterotoksin yapimi ve kolonizasyon faktdr antijeni
genlerini tasidiklar1 gosterilmistir. Ayrica, Enterobacteriaceae Uyelerinin plazmidleri
epidemiyolojik amaglarla incelenmektedir. Bir bakteri klonunun tasidigi plazmidlerin
sayis1 ve biiylikliikleri, baska bir klonun plazmidleri ile karsilastirilarak enfeksiyonlarin
kaynagi ve bulasma yollar1 izlenmektedir. Bu sayede, ¢esitli Enterobacteriaceae

cinslerine ait ¢ok sayida salgin aydinlatilmistir. Ancak, plazmid analizleri,
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biyotiplendirme, serotiplendirme, faj ve bakteriyosin tiplendirmesi gibi fenotipik
tiplendirme yontemleri ile birlikte kullanildig1 zaman yontemlerin ayirim giicii daha da
artar. Epidemiyolojik caligmalar tiirlerin hizli ayrimi, salgin olup olmadigma karar
verme ve hastane enfeksiyonlar1 kontrol arastirmalari i¢in dnemli veriler saglamaktadir.
Epidemik klonu epidemiyolojik olarak iliskisiz olan izolatlardan ayirmak amaciyla
yapilir (Ustacelebi, 1999; Guler ve ark. 2011; Kirca ve ark. 2014; Malek ve ark. 2015;
Baylan ve Erdogan, 2017).

2.1.10. Patogenez

Bakteriyel enfeksiyonlar birbirleri ile iligkili birka¢ basamaktan olusur. Ilk
basamak bakterinin organizmaya girisidir. Enterobacteriaceae Uyelerinin ilk adimu,
mukoza reseptorlerine tutunma ve GI yola yerlesmektir. Enfeksiyonun belirtili
doneminde, toksin salinimindan dokuya invazyon ve hiicrelerde hasara kadar gelisen
durumlarla ilgili belirtiler gelisir. Sonugta, konagin bakterinin her bir iiriiniine kars1
gOsterdigi cevap iyilesmeyi saglar. Ayn1 zamanda enflamatuar cevap hastaligin seyrini

ve agirligini diizenler (Ustagelebi, 1999).

2.1.11. Enterobacteriaceae Uyelerinin Olusturdugu Enfeksiyonlar

Enterobacteriaceae Uyeleri Gl yol disinda, viicudun baska bolgelerinde
normalde bulunmazlar. Gastroiriner sistem gibi GI yol disindaki bulastig1 ve yerlestigi
yerlerde 6nemli enfeksiyonlar yapabilirler. Shigella tiirleri, GI yol disinda ¢ok nadir
enfeksiyonlara yol agarlar. Shigella tirleri hari¢ Enterobacteriaceae tyelerinin bircok
tirii, siklikla bagirsaklar disinda enfeksiyonlara neden olurlar. Bu enfeksiyonlardan
iiriner yol enfeksiyonlar1 (6ncelikle sistit) en sik goriilenidir. Buna ek olarak, solunum
sistemi, kan, yara ve merkezi sinir sisteminde menenjit, pndmoni, septisemi ve apselere
neden olurlar (Tablo 2.5). Sepsis ve menenjit hayat1 tehdit edecek kadar agir seyreder.
GI disindaki enfeksiyonlara en ¢ok neden olan Enterobacteriaceae turleri;

— Escherichia coli,

Klebsiella oxytoca,

— K. pneumoniae,

Proteus mirabilis,
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Enterobacter aerogenes,

E. cloacae,

Citrobacter turleri,

— Serratia marcescens 'dir.

Enterobacteriaceae ailesine ait c¢esitli mikroorganizmalar, ayn1 zamanda
insanlarda ve hayvanlarda onemli bagirsak enfeksiyonlarina neden olurlar. Cogu
cinslere ait suslar diyareye neden olmakla beraber, asil diyare etkeni olan tiirler baslica
dort Enterobacteriaceae cinsi i¢inde toplanmaktadir;

— Cesitli Escherichia coli serotipleri,

— Shigella tirleri,

— Salmonella serotipleri,

— Yersinia enterocolitica.

Enterobacteriaceae Uyeleri icinde énemli 6zel enfeksiyonlara neden olan tirler
de bulunmaktadir. Bunlardan S. typhi tifo hastaligina; Yersinia pestis ise veba
hastaligina  neden olur. GUnumizde Enterobacteriaceae uUyeleri, hastane
enfeksiyonlarinin en biiyiik sorumlularidir. Hastanede yatan hastalar, cesitli faktérlerden
dolay1 Enterobacteriaceae tyelerinin yerlesmesine ve sonra enfeksiyon olugsmasina ¢ok
duyarhdirlar. Hastane enfeksiyonlarina yol acan Enterobacteriaceae tyeleri icinde E.
coli en bastadir. Siklik sirasina gore hastane enfeksiyonlarindan izole edilen
Enterobacteriaceae tyeleri;

— E. coli,

Enterobacter tirleri,

— K. pneumoniae,

P. mirabilis,

Citrobacter turleri,

S. marcescens’tir.

16



Tablo 2. 5. Cesitli Enterobacteriaceae cinslerinin siklikla neden oldugu enfeksiyonlar
(Ustacelebi’den, 1999)

Bakteri tiri

Enfeksiyonlar

E.coli
Shigella
Edwardsiella
Salmonella
Citrobacter

Klebsiella
Enterobacter

Serratia

Proteus
Providencia

Morganella

Yersinia pestis

Y. pseudotuberculosis
Y. enterocolitica
Erwinia
Pectobacterium

Uriner enfeksiyon, septisemi, neonatal sepsis, menenjit ve diyare

Dizanteri, diyare
Diyare, yara enfeksiyonu, septisemi, menenjit, tifo benzeri tablo

Tifo, septisemi, diyare

Yara ve iiriner enfeksiyon (firsat¢i ve hastane enfeksiyonlari)
Uriner enfeksiyon, pndmoni, septisemi

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, Uriner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane
enfeksiyonlari)

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, liriner enfeksiyon (firsat¢i ve hastane
enfeksiyonlari)

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, Uriner enfeksiyon

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, tiriner enfeksiyon (firsatg1 ve hastane
enfeksiyonlari)

Firsatg1 ve hastane enfeksiyonlari

Veba

Mesenterik adenit, diyare

Mesenterik adenit, diyare

Yara enfeksiyonu

Yara enfeksiyonu
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Tablo 2. 6. Cesitli Enterobacteriaceae turlerinin 6zel antibiyotik direng (intrinsik
direng) durumu (Ustagelebi’den, 1999)

Tarler

Cogu suslarin direncli oldugu antibiyotikler

Buttiauxella

Cedecea trleri
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Edwardsiella tarda

E. cloacae

E. aerogenes

Diger Enterobacter tlrleri
Escherichia hermannii

Ewingella americana
Hafnia alvei

K. pneumoniae
Kluyvera ascorbata
Kluyvera cryocrescens
P. mirabilis

P. vulgaris
Morganella morganii
Providencia rettgeri
Diger Providencia tlrleri
S. marcescens
Serratia fonticola
Diger Serratia turleri

Sefalotin

Polimiksinler, Ampisilin, Sefalotin
Ampisilin

Sefalotin

Sefalotin, Karbenisilin

Kolistin

Sefalotin

Sefalotin

Sefalotin

Ampisilin, Karbenisilin

Sefalotin

Sefalotin

Ampisilin, Karbenisilin

Ampisilin

Ampisilin

Polimiksinler, Tetrasiklin, Nitrofurantoin
Polimiksinler, Ampisilin, Nitrofurantoin, Tetrasiklin
Polimiksinler, Ampisilin, Sefalotin
Polimiksinler, Sefalotin, Nitrofurantoin, Tetrasiklin
Polimiksinler, Nitrofurantoin
Polimiksinler, Sefalotin, Nitrofurantoin
Ampisilin, Karbenisilin, Sefalotin
Polimiksinler, Sefalotin

2.1.12.

Yeni antibiyotiklerin kesfine ragmen, Enterobacteriaceae tyelerinin olusturdugu
enfeksiyonlarin yeterli tedavisi halen zordur. Bu enfeksiyonlarin tedavisini zorlastiran
bircok faktérden bir tanesi, hastanin altta yatan hastaliginin tedaviyi giiclestirmesidir.
Altta yatan hastalik ile ilgili oliimler gerceklesmektedir. Tedaviyi gii¢lestiren bir baska
faktor de, direncli Enterobacteriaceae iiyelerinin varligi ve oraninin giderek artmakta
olusudur. Yeterli olmayan ya da yanlis antibiyotik kullanimlar1 bakterilerde direng
oranmi arttirdigi gibi, direncin duyarli organizmalara yayilmasina da neden olur.
Antibiyotik kullanma aligkanligina ve tercih edilen antibiyotiklere bagli olarak her

ortam kendine Ozgii bakteri dagilimimi ve antibiyotik direncini olusturur. Yeni

Tedavi

18



kullanima giren bir antibiyotige bakteri baglangicta oldukga duyarli iken, ozellikle
uygun olmayan antibiyotik kullanimi sonucu diren¢ gelisimine bagli olarak tedavide
basarisizliklarla karsilasilmaktadir. Ayrica Enterobacteriaceae Uyelerinde, cinse ve tire
Ozgii antibiyotik direngleri de (intrinsik direng) yaygindir. Tablo 2.6°da, c¢esitli
Enterobacteriaceae tiirlerinin 6zel olarak direng gosterdigi bazi antibiyotikler
goriilmektedir. Tablo 2.7°de de, Enterobacteriaceae {iyelerinin olusturdugu
enfeksiyonlarda  secilebilecek  antibiyotiklerin  listesi  gorulmektedir.  Tedavi
planlanirken, mikroorganizmanin antibiyotik duyarliligi, enfeksiyon bolgesi, enfeksiyon
tipi ve hastanin durumuna uygun antibiyotik se¢imi dikkate alinmalidir (Ustagelebi,

1999; Yayli ve Aksoy, 2003).

Tablo 2. 7. Enterobacteriaceae enfeksiyonlarmin tedavisinde tercih edilebilecek
antibiyotikler (Ustagelebi’den, 1999)

Penisilinler Polimiksinler
Amoksisilin Kolistin
Ampisilin Polimiksin B
Karbenisilin
Mezlosilin Kinolonlar
Pipersilin
Tikarsilin Sulfonamidler

Betalaktamaz inhibitorl penisilinler
Amoksisilin-Klavulanikasit
Ampisilin-Sulbaktam
Tikarsilin-Klavulanikasit

Sefalosporinler

Aminoglikozidler
Amikasin
Gentamisin
Kanamisin
Netilmisin
Tobramisin

Tetrasiklinler

Diger Antibiyotikler
Kloramfenikol
Imipenem
Nitrofurantoin
Trimetroprim/Sulfametoksazol
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2.2. Enterobacter cinsi

Enterobacter spp.’nin bugiine kadar 11 tiirii belirlenmistir. Enterobacter

cinsinde bulunan tirler:

E.

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

aerogenes,
. cloacae,

. agglomerans,

. amnigenus,

. sakazakii,

. gergoviae,

. dissolvens,

. nimipressuralis,
. asburiae,

. tayloraei,

. hormaechei tirleridir.

Klinik 6rneklerden en sik izole edileni sirasi ile E. cloacae ve E. aerogenes‘tir.

1960’lara kadar Enterobacter’ler Klebsiella-Aerobacter smifinda yer almis ve

Klebsiella ile aralarinda kiigiik bir ayrim yapilmistir. Enterobacter cinsi ilk kez 1960

yilinda Hormaeche ve Edwards tarafindan adlandirilmistir. Klebsiella nin aksine,

Enterobacter hareketlidir (peritris kirpikli) ve yalnizca belirli Enterobacter suslarinin

ince bir kapsiilii vardir. Ayrica Enterobacter’ler TSI agarda H,S olusturmazlar. IMVIC

testi (--++)’dir. Potasyum siyanid (KCN) varliginda iireyebilen ve laktozu fermente

eden bakterilerdendir. Lizin, arjinin, ornitin dekarboksilasyon testleri ile E. cloacae, E.

agglomerans (Pantoea agglomerans) ve K. pneumoniae ayrimi yapilir (Tablo 2.8)
(Ustagelebi, 1999; Gir, 2000; Grimont ve ark. 2006).
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Tablo 2. 8. Enterobacter cinsine ait belirli tirlerin K.oxytoca ve K. pneumoniae’den
ayrimi (Ustagelebi’den, 1999)

Klebsiella Enterobacter
Biyokimyasal K. pneumoniae K. oxytoca E. aerogenes E. cloacae
test
Indol - + - -
Hareket - - + +
Lizin + + + -
Arjinin - - -
Ornitin - - +
DNase (25 °C) - - - -
Jelatinaz (22 °C) - - - -
Fermentasyonlar:
Laktoz + + + +
Stikroz + + + +
Sorbitol + + + +
Adonitol + + + d (%25 +)
Arabinoz + + + +

Enterobacter’ler firsat¢1 patojenlerdir. Nadiren primer insan hastaligina neden
olurlar. Klinik 6rneklerden izole edilen Enterobacter ler;
— E. cloacae,
. derogenes,
. agglomerans,
. gergoviae,

. sakazakii,

|
m m m m m

. hormaechi’dir.

Insanlarda hastalik etkeni olarak nadir izole edilen bu bakteriler, hayvan ve
insanlarin bagirsaklarinda, toprakta, sularda, kanalizasyon atiklarinda ve siit tiriinlerinde
bulunurlar. Klinik 6rnek olarak, balgam (siklikla antibiyotik tedavisinden sonra), idrar
(siklikla hastane kaynakli iiriner yol enfeksiyonunda), yara, kan ve BOS’tan izole
edilirler. Genellikle sekonder patojen (altta yatan bir baska hastaliga eklenen enfeksiyon
etkeni) oldugu disiiniiliir. Hastanede yatan kisileri, yanik ve yara yeri olan hastalari,
solunum ve Uriner enfeksiyonlarla ilgili antibiyotik tedavisi alanlar1 siklikla kolonize
ederler. Bazen highir enfeksiyona yol agmadan, konak organizmada bulunabilirler

(kommensalizm). Bu mikroorganizmalar hastane ortaminda yatay yayilim kapasitesine
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sahiptir. Hasta bakiminin gelismesi ve invaziv girisimlere giderek daha fazla
bagvurulmasi, antibiyotik direncinin yayilimin1 kolaylastirmaktadir. Cogu firsatci
Enterobacteriaceae Uyelerinin yayilmasinda oldugu gibi, asepsiye uymayan, ellerini
yikamayan hastane personeli elleriyle hastalar arasinda enfeksiyonu yayabilmektedir.
Yani, enfeksiyon direkt olarak hastadan hastaya, indirekt olarak personelin elleri ile
veya kontamine olmus ¢evresel yiizeylerden ve hasta bakim setlerinden yayilmaktadir
(Keller ve ark. 1998; Ustacelebi, 1999; Aktas ve ark. 2007; Budak ve ark. 2012).

E. cloacae ve E. aerogenes en sik izole edilen tiirlerdir. E. agglomerans da
kontamine IV (intravendz, damari¢i) sivilar nedeniyle salginlara neden olmustur. E.
gergoviae, solunum yolu drneklerinden izole edilebilir. E. sakazakii, yenidoganlarda
menenjit ve bakteriyemilerden sorumludur. Beyin apsesi, solunum yolu ve yara
enfeksiyonlarindan izole edilmistir. E. cloacae’nin de yenidogan tinitelerindeki salgin
suglarindan izole edilen 6nemli bir nozokomiyal patojen oldugu rapor edilmistir (Davin

ve ark. 1996; Ustacelebi, 1999; Dalben ve ark. 2008).

2.3. Proteus cinsi

Enterobacteriaceae ailesinin Proteeae kabilesinde siniflandirilan {i¢ cinsten
biridir. Diger ikisi de, Morganella ve Providencia cinsleridir. Proteeae kabilesindeki
bazi tiirlerin identifikasyonu icin, Tablo 2.9°da verilen 6zellikleri kullanilmaktadir. Bu
kabiledeki cinslerin, fenilalanin deaminaz enzimleri vardir ve bu o&zellikleriyle
Enterobacteriaceae ailesindeki diger cinslerden ayrilirlar. Fenilalanin deaminaz enzimi
olan diger bakteriler, fenilalanini deamine ederek, fenil piirivik asit olustururlar.
Fenilalanin piirivik asit olmussa, tizerine ferrikklorit (FeCls) damlatildiginda yesil renk
meydana gelir.

Fenilalanin - Fenilalanin deaminaz - Fenil parivik asit

FeCl; >
Yesil Renk
Proteus cinsinde bulunan tlrler;
— P. mirabilis,
— P.vulgaris,
— P. penneri,

- P. myxofaciens’tir.
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Tablo 2. 9. Proteeae ailesinde cins ve belirli tirlerin identifikasyonu (Ustacelebi,
1999°den)
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Proteus cinsine ait olan tiirlere toprak, su ve kanalizasyon atiklarinda sik olmak
tizere gevrede hemen her yerde rastlanmaktadir. P. vulgaris ve P. mirabilis, insanlar igin
firsatgr patojen olarak kabul edilen tiirlerdir ve siklikla idrar, yara, kulak,

bakteriyemilerden izole edilebilirler. Klinik 6rneklerden siklikla izole edilen Gram
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negatif bakterilerden olan P. mirabilis ve P. wulgaris, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kolayca izole edilebilirler (Copur ve ark. 2013). Bu trler, secici
olmayan koyun kanli agar gibi kat1 besiyerlerine ekildiklerinde, yiizeye yayilan
koloniler olustururlar. Agar iizerinde dalgalar olusturarak yayilirlar (swarming). Ayrica
yanik kokusu gibi kendilerine 6zgii kokular1 da vardir. Tiirlerin her ikisi de bol miktarda
H,S olustururlar. Ureyi ¢ok hizli bir sekilde hidrolize ederler. P. vulgaris indol yapar,
ancak P. mirabilis indol yapmaz. Ayrica ornitin reaksiyonlarmin farklilig1 da, bu tiiriin
birbirlerinden ayrilmalarini saglar. indol negatif P. mirabilis, diger tiirlerden farkl
olarak ampisilin, penisilin G, aminoglikozidler, trimetoprim/sulfametoksazol
(TMP/SMX) basta olmak {izere birgok antibiyotige duyarlidir. P. penneri turiinin de
“swarming” yapan suslari vardir. P. myxofaciens de bol miktarda slaym tabakasi
olusturur (Ustagelebi, 1999; Naas ve ark. 2000).

P. mirabilis ve P. vulgaris, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda, E. coli’den
sonra en sik izole edilen Enterobacteriaceae uyelerindendir. Ozellikle Griner sistem
enfeksiyonlarinda, idrar kiiltiirlerinden yilksek oranlarda izole edilirler. Proteus’larin
iriner sistemde patojenliklerine katkida bulunan birka¢ 6zelligi vardir. Alkali idrarda tas
olusumu ¢ok kolaylasir, taglar yabanci cisim gibi davranarak, iiriner akim1 engeller ve
kronik {iriner enfeksiyonlara yatkinlik olustururlar. Sonug¢ olarak, Proteus
enfeksiyonlarinda kroniklesme egilimi goriiliir. Ayrica, iireazin idrar alkalilestirerek,
dogrudan bobrek tiibiiliislerine toksik etki yaptigi da gosterilmistir. Proteus’lar, iiriner
sistem epiteline tutunmak igin fimbrialara sahiptir. Kirpikleri ile cok hareketli olmalart,
iiriner sistemde ilerlemeye ve yayilmaya katkida bulunur. Ayrica, liropatojen Proteus
suglarinda viriilansta 6nemli rol oynayan birkag farkli hemolizin de bulunmustur. Cogu
Proteus enfeksiyonu, P. mirabilis ile iliskilidir. Komplikasyonsuz iiriner yol
enfeksiyonlarinin  %10’dan fazlasina bu tiir neden olmaktadir. Ayrica yara yeri
enfeksiyonlarindan, pnomoni ve septisemi olgularindan da siklikla izole edilirler.
Bunlara ek olarak, Proteus larim yol agtigi cogu hastane enfeksiyonlarindan indol pozitif
Proteus’lar sorumludur. Indol pozitif tiirler aminoglikozidlere direnglidir. Bu yiizden,
tedavilerinde amikasin, yeni betalaktamlar ve kinolonlar kullanilmalidir. P. vulgaris’in
klinik mikrobiyolojide bagka bir 6énemi daha bulunmaktadir. P. vulgaris’in baz1 O
antijenleri (OX2, OX19 ve OXKk) cesitli Riketsiya enfeksiyonlari gecirmekte olan
hastalarin serumlar1 ile agliitine olurlar. Bu non spesifik 6zelliginden, Riketsiya’larin

enfeksiyon tanisinda yararlanilir. Bu antijenlerin kullanildig1 tiip agliitinasyonu
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gelistirilmistir. Bu agliitinasyona Weil-Felix aglitinasyonu denilir. Ancak, bu
agliitinasyon spesifik tan1 yontemlerinin hizla gelistigi gliniimiizde kullanilmamaktadir

(Ustacelebi, 1999; Copur ve ark. 2013).

2.4. Hastane Kokenli Gram Negatif Basillerde Direng

Gram negatif basiller nozokomiyal patojenler arasinda on sirada gelmektedirler.
Cesitli mekanizmalar ile yeni gelistirilen bircok antibiyotie karsi direng
kazanmislardir. Hastane kokenli E. coli ve K. pneumoniae suslarinin yiiksek oranda
ESBL iiretmesi, liclinci kusak sefalosporinlerin ve monobaktamlarin kullanimin
kisitlamaktadir. Ayrica, Pseudomonas, Citrobacter, Enterobacter, Serratia ve P.
vulgaris suslar1 tarafindan kromozomal kokenli, indiiklenebilir beta-laktamazlar da
uretilmektedir. Bunlar, beta-laktam ajanlarin varliginda yapildiklarindan, in vitro olarak
saptanmalarinda sorun olusabilmektedir. Bunlara ek olarak, o6zellikle yogun bakim
hastalarinda kinolon direngli Acinetobacter tdrleri ile karbapenem direncli S.
maltophilia suslar1 ile gelisen enfeksiyonlarin sikligmin arttigi da izlenmektedir

(Ustagelebi, 1999; Escudero ve ark. 2014).

2.5. Diren¢ Yayiiminin Simirlandirilmasi i¢in Ahnmasi Gereken Onlemler

Antibiyotiklerin dikkatli kullanim1 ilk kural olmasina karsin, uyulmasi en zor
olan kuraldir. Bu yiizden, bazi enfeksiyonlarin tedavisinde son secenek olan
antibiyotiklerin yaygin kullanimi engellenmelidir. Uygun olmayan dozlarda ve gereksiz
antibiyotik  kullanimindan da kag¢milmalidir. Besi hayvanlarinda antibiyotik
kullaniminin kontrol edilmesi de gereklidir. Hastane ve toplumda, diren¢ gelisimini
izleyebilmek i¢in, daha iyi siirveyans sistemleri gelistirilmelidir. Direncli bakterilerin
klonal yayilimini engelleyecek 6nlemler uygulanmalidir. Antibiyotik tedavisi esnasinda,
doku ya da kan diizeylerinin yetersiz olmasimi Onleyecek, hasta uyumunu arttiracak
stratejilerin gelistirilmesi gereklidir. Ornegin, yar1 émrii daha uzun, bu nedenle giinde
bir kez uygulanabilen bir ajan, hasta uyumunu arttirabilmektedir. Antimikrobiyal ajanlar
icin yeni hedeflerin belirlenmesi, yeni ajanlar gelistirilmesi i¢in arastirmalar

yapilmalidir (Ustagelebi, 1999).
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2.6. Antimikrobiyal Tedaviyi Etkileyen Faktorler

Oncelikle enfeksiyon etkeni tanimlanmali ya da en azindan bulgular
degerlendirilerek tahmin edilebilmelidir. Enfeksiyon etkeninin antibiyotik duyarliligi (in
vitro aktivite) bilinmelidir. ilacin in vivo aktivitesini etkileyecek konak faktorleri,

enfeksiyonun yeri, ilaca ait farmakokinetik 6zellikler diisiiniilmelidir (Ustacelebi, 1999).

2.6.1. Antibiyotiklerin in vitro Aktivitesi

Antimikrobiyal ajanin etken mikroorganizma tizerine in vitro aktivitesi, tedavi
seciminde gdz Oniine almmasi gereken ozelliklerden biridir. /n vitro antimikrobiyal
etkinligin ol¢lilme nedenleri;

— Cozeltideki antimikrobiyal ila¢ gticiinin 6lcuimd,

— Viicut sivilar1 ve dokularindaki ilag yogunlugunun belirlenmesi,

— Mikroorganizmanin duyarli oldugu ila¢ yogunlugunun saptanmasi

(Ustacelebi, 1999).

Bir antibiyotigin antimikrobiyal aktivitesinin saptanmasi i¢in uygulanan in vitro
islemler duyarlilik testleri olarak adlandirilirlar. Duyarlilik testleri, klinik agidan 6nemli,
hizli treyen aerop ve fakiltatif anaerop bakterilerin sagaltiminda uygulanacak
antibakteriyel ajana duyarliigin Ongoriilemedigi durumlarda yapilmahdir. Yani,
mikroorganizmanin sagaltiminda, ilk secenek olan antibiyotige duyarli oldugu
biliniyorsa test uygulanmasi gerekmez. Ornegin; Streptococcus pyogenes suslarmin
tima penisiline duyarli oldugundan, bu antibiyotige duyarliligin in vitro testlerle
degerlendirilmesi gereksizdir. Ancak, asir1 duyarlilik gibi bir nedenle penisilin
kullanilmiyorsa, direng bulunabilmesi nedeniyle ikinci segenek olan eritromisine karsi
duyarlilik saptanmasi uygun olur. Normal florada bulunan veya kontaminant oldugu
diisiiniilen bir bakteri iiretildiginde de genellikle duyarlilik testi uygulanmaz. Bu
durumdaki ayricalik immiin sistemi baskilanmis hastalardir. Bu kisilerde, flora
bakterileri ve kontaminant mikroorganizmalar da etken olabileceginden duyarlilik
testleri uygulanmalidir. Bunlar disinda duyarlilik testleri, epidemiyolojik caligmalar ve
yeni antimikrobiyal ajanlarin incelenmesi amaciyla da kullanilabilmektedir (Ustacelebi,

1999).
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Anaerop bakteriler i¢in duyarlilik testleri olasi ise 6zel merkezlerde ve belirli
durumlarda uygulanmalidir; yeni gelistirilen ilaglara duyarlilik 0Ozelliklerinin
incelenmesi, belirli bir merkezdeki duyarlilik 6zelliklerinin izlenmesi ve osteomiyelit,
beyin apsesi, tekrarlayan bakteriyemi, sagaltima yanitsizlik gibi 6zel klinik tablolarda
duyarliligin belirlenmesi gibi. Bu grup bakteriler icin agar dilisyon ve mikrodilusyon
yontemleri gelistirilmistir. Anaerop bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunun halen beta-
laktam-beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, kloramfenikol, karbapenemler ve
metronidazole duyarli oldugu bilinmektedir. Tim dinyada AIDS epidemisine paralel
olarak, direncli M. tuberculosis sikliginda artis olmasi nedeniyle, bu tiir i¢in duyarlilik
testi uygulama Kriterleri degistirilmistir. Giiniimiizde, hastadan {iretilen ilk izolatin
duyarlilik 6zelliklerinin belirlenmesi ve iic aylik sagaltima ragmen kiiltiirde lireme
devam ediyorsa, testlerin tekrarlari Onerilmektedir. Antibiyotiklere karsi duyarlilik
bircok yontem ile saptanabilmektedir ve bunlar iki genel baslik altinda toplanirlar;
fenotipik ve genotipik yontemler (Ustacelebi, 1999).

2.6.1.1.  Fenotipik Yéntemler

Genel olarak, inhibitor aktivite ile ilgili testler ve baterisidal aktivite ile ilgili
testler olmak iizere ikiye ayrilir. Inhibitor aktivite ile ilgili testler; kat1 ya da sivi
besiyerlerinde sulandirim (diliisyon) yontemleri, disk diflizyon yontemi, E test ve
antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin saptanmasi gibi testleri i¢ine almaktadir
(Ustacelebi, 1999).

Sulandirim yéntemleri, kati ya da sivi besiyerinde uygulanabilir. fn vitro
duyarlilik testlerinden “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Standart sayida bir
inokulum, iki katl diliisyonlar seklinde degisen yogunluklarda antimikrobiyal ajan ile
karistirilir. Inkiibasyon siiresi (18 saat) sonunda gozle goriiliir iiremeyi engelleyen en
diisiik antibiyotik yogunlugu tespit edilir. Bu minimal inhibitdr konsantrasyonu (MiK)
olarak adlandirilir ve mg/ml seklinde ifade edilir. MIK degerinin duyarliligt m1 yoksa
direnci mi temsil ettigini belirlemek amaciyla, bulunan konsantrasyon duyarlilik sinir
ad1 verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK, bu sinirdan diisiik ise, mikroorganizma s6z
konusu ajana kars1 “duyarli” olarak degerlendirilir. Duyarlilik sinir1, sagaltim sirasinda
ulasilan serum diizeyleri ile duyarlilik 6zelligi kesin olarak bilinen bakterilerin, MiK

degerleri goz oniine alinarak belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan i¢in ayr1 bir sinir
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degeri soz konusudur. Genel olarak sagaltima baslanabilmesi i¢in MiK degerinin serum
diizeyine kiyasla 4-16 kat diisiik olmas1 istenmektedir. Sulandirim temeline dayanan
testler kantitatif sonu¢ verdiklerinden dolay1r tercih edilmektedirler. Ancak teknik
zorluklar1 nedeniyle diger ydntemler de gelistirilmistir. Giiniimiizde MIK degerlerini
otomatik olarak saptayabilen sistemler bulunmaktadir. Ancak otomatize sistemlerde
kullanilan inokulum yogunlugunun az olmasi nedeniyle, baz1 silik direng mekanizmalari
(6rnegin ESBL {iretimi veya heterorezistans vb) atlanabilmektedir. Sivi besiyerinde
sulandirim yontemleri, tiipte uygulaniyorsa makro diltisyon; mikrotitrasyon plaklarinda,
kicik hacim kullanilarak uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak isimlendirilir
(Ustacelebi, 1999).

Disk diflizyon yonteminde, belli bir miktar antimikrobiyal ajan igeren kagit
diskler, test mikroorganizmasi kullanilarak hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi
agar plaklart yiizeyine yerlestirilir. Diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve
bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Sonug¢ olarak, disk cevresinde
bakterilerin iiremedigi dairesel bir inhibisyon alant meydana gelir. Bu alanin ¢ap1
Olculerek her antibiyotik i¢in farkli olabilen, duyarlilik sinir1 degerleri ile karsilastirilir.
Inhibisyon alaninmn biiyiikliigiine gore, “duyarli”, “orta duyarli” ya da “direngli”
seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir. Bunlarla ilgili sinir degerleri, her antimikrobiyal
ajan igin, MIK ve ulasilabilir serum diizeyleri géz Oniine almarak saptanir. Disk
difiizyon yontemi, sulandirim temelli yontemlere kiyasla daha kolay ve ucuzdur. Bu
yiizden, rutin laboratuvar uygulamalarinda sik olarak kullanilmaktadir. Gerek
sulandirim yontemleri ve gerekse disk difiizyon testi, uluslararasi standartlara gore ve
kalite kontrolii yapilarak uygulanmalidir (Ustagelebi, 1999).

E testi, yayilim temeline dayanan ancak, disk yerine plastik cubuklar tizerinde
bulunan antimikrobiyal ajanin MIK degerinin saptanabildigi antimikrobiyal duyarlilik
yontemidir. Cubugun bir tarafinda ilag, belirli ve siirekli bir konsantrasyon degisimi
olacak sekilde ve kurutulmus sekilde bulunmaktadir. Diger yliziinde de antimikrobiyal
ajanin ¢ubugun ucundan olan uzakliga karsilik gelen konsantrasyonlar1 cetvel gibi
stralanmistir. Standart bakteri inokulumu kati ve test i¢in uygun besiyeri yiizeyine
yayildiktan sonra, gubuklar yerlestirilir. Inkiibasyon siiresi sonunda, elips sekindeki
inhibisyon alanimi ¢ubugu kestigi konsantrasyon, MIK degeri olarak belirlenir. Ozellikle

H. influenzae, S. pneumonieae, N. gonorrhoeae gibi gii¢ Ureyen bakteri turlerinin ve
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baz1 anaerop bakterilerin MiK degerlerinin saptanmasinda bu yontem onerilmektedir
(Ustacelebi, 1999).

Antimikrobiyal ajanlar1 inaktive eden enzimlerin saptanmasina, beta-laktamaz
ve kloramfenikol asetil transferaz aktivitesinin saptandigi tarama testleri 6rnek olarak
verilebilir (Ustagelebi, 1999).

Bakterisidal aktivite ile ilgili testler;

— Bir mikroorganizmay1 o6ldiirmek icin gereken minimal konsantrasyonun

(Minimal Bakterisidal Konsantrasyon; MBK),

— 1lag varliginda, zamana bagl mikroorganizma 6liim hizinin,

— Mikroorganizmay1 6ldiirmek i¢in gerekli hasta serumu titresinin (serum

bakterisidal konsantrasyon) saptanmasi ile belirlenir.

Bakterisidal testler, 6zellikle tolerans saptanmasi ya da endokardit, osteomiyelit,
septik artrit, ampiyem, bakteriyemi gibi klinik tablolarda antimikrobiyal tedaviye hasta
yanitinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Tolerans, MBK ve MIiK degerleri arasinda,
16 kattan fazla fark bulunmasi seklinde tanimlanir. Ozellikle stafilokok tiirlerinde beta-
laktam ajan varhgmnda goriilebilen bir olaydir. Ozellikle metallo-betalaktamazlarin
tespiti icin E test ya da disk sinerji testleri ve bu enzimlerin etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) ya da 2-merkaptopropiyonik asit (2-MPA) gibi metal selatérler varliginda
inhibe olma 6zelliklerinden faydalanilarak fenotipik olarak tanimlamalar1 yapilmaktadir

(Ustacelebi, 1999; Ulusoy ve ark. 2011).

2.6.1.2.  Genotipik Ydntemler

Dogrudan diren¢ genlerinin saptanabildigi yontemlerdir. Son yillarda yapilan
calismalarda birgok antibiyotik diren¢ geni tanimlanmistir. Bu genlerin eksprasyonu
sonucunda, klinik sagaltimda kullanilan tim antibiyotiklere diren¢ gelisebilmektedir.
Genotipik yontemler, direng Ozelliklerinin kisa siirede saptanmasina olanak verir ve
boylelikle hizla ve dogru tedavi baslanmasi, tasiyicilarin tanimlanmasi ve sagaltimi s6z
konusu olmaktadir. Genotipik yontemlerin giiniimiizde ¢ogunlukla arastirma amaciyla
uygulanmasina karsin, yakin bir gelecekte 6zellikle M. tuberculosis suslarimin rifampin
(rboB geni) ve izoniyazid (inhA ve katG genleri), S. aureus suslarinin metisilin (mecA

geni) ve H. influenzae suslarinin ampisilin (blarem Ve blarog) direnci ile ilgili genetik
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degisimlerin saptanmasinda tercih edilen yontemler olacagi belirtilmektedir (Ustacelebi,
1999; Temiz ve ark. 2008).

2.7. Tlaclarm Konak-Mikroorganizma iliskisi Uzerine Etkileri

Antimikrobiyal tedavi, konak-mikroorganizma iliskisini degistirebilmektedir.
Bunlardan bazilari; doku yanitinin degistirilmesi, lokal ve sistemik yangisal reaksiyon,
antimikrobiyal ilag-immiin sistem etkilesimi, normal mikrobiyal floranin degismesidir

(Ustacelebi, 1999).

2.8. Sinerji Testleri

Kombine olarak denenen cesitli antibiyotiklerin etkilesimlerinin anlasilabilmesi
icin uygulanan tum in vitro duyarlilik islemlerine verilen addir. Sinerji, tek basina bir
antibiyotigin MIiK degerine oranla, ayn1 antibiyotigin kombinasyon MIK degerinde en

az dort kat diigiis olmas1 anlamina gelmektedir (Ustagelebi, 1999).

2.9. Integronlar

Genlerin farkli kromozomal bdlgeler arasinda hareket edebilecegi ilk kez,
1940’larda  McClintock tarafindan gosterilmistir. Yaklagitk 30 yil sonrasinda da
bakterilerde transpozal elemanlarin kesfi ile hareketli genetik elemanlarin varligi bilim
insanlart tarafindan kabul edilmistir. Genom igerisinde, gen diizeni de§ismeksizin
ortaya ¢ikan kromozomal ¢iftler arasindaki genlerin yeniden diizenlenmesi homolog
rekombinasyon olarak adlandirilir ve dizi homolojisi gosteren herhangi bir bolgede
meydana gelmektedir. Bu etkilesimi saglayan baslica unsur, 6zgiil DNA hedef dizilerini
taniyan proteinlerdir (Kdseoglu, 2004; Heir ve ark. 2004).

Bolgeye 6zgu rekombinasyon (site spesific recombination) bu kavramdan daha
farklidir; bunun i¢in prototip olarak lambda bakteriyofaji gosterilmektedir. Lambda faji,
E. coli’yi enfekte ettiginde, ya hiicreyi lizise gotiiren bir replikasyon gerceklesir ya da
bakteriyel kromozoma girerek profaj haline geger. Bu olay lizojeni olarak adlandirilir ve
uygun kosullarda litik enfeksiyona doniigebilir. DNA’ya eklenme sirasinda ters donerek

lambda DNA’s1 bakteri kromozomundan ayrilir ve litik viral replikasyon baslar.
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Burada, lambda DNA’sinin eklenmesi ve ayrilmasi viral ve konak hiicre DNA dizileri
arasinda yer alan bolgeye 6zgu rekombinasyon olarak tanimlanmaktadir (Kdseoglu,
2004; Kor ve ark. 2013; Baylan ve Erdogan, 2017).

E. coli DNA’s1 ve lambda DNA’s1 tutunma boélgeleri adi verilen 06zgiil
bolgelerde birlesirler. E. coli’de attB, lambda fajinda ise attP birlesme bolgeleri
bulunmaktadir. Bunlar, sirastyla 25 ve 240 niikleotit uzunlugundadir. Bu islem, bir
lambda proteini olan integraz (int) tarafindan gerceklestirilmekte olup, bu enzim 6zgiil
olarak attP ve attB’ye baglanmaktadir. Int, ilk olarak attP ile baglanir ve attP DNA’s1
int proteini etrafinda katlanip paketlendikten sonra olusan int-attP kompleksi attB’ye
baglanir. Daha sonra faj ve bakteri, attB ve attP cevresinde yer alan, 15 nukleotitlik bir
¢ekirdek dizisi igerisinde zincirlerinde yer degisikligi yapar. Int proteini, bu bdlgede
zincir degisikligi yaparak, kirilan zincirlerin tekrar baglanmasini saglayan bir
rekombinaz gorevi gorir. Bolgeye 0zgl rekombinasyon, yalniz bakteri-konak
iligkisinde degil, ayn1 zamanda hiicre genomunda yer alan programlanmis gen

diizenlemelerinde de gordlir (Koseoglu, 2004; Gillings ve ark. 2008; Kor ve ark. 2013).

2.9.1.Integronlarin Simiflandirilmasi

Ik kez Stokes ve Hall (1989) tarafindan tanimlanmustir. Direng integronlar1 ve
stiper-integronlar olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Direng integronlari, antibiyotik ve
dezenfektanlara karsi direnci kodlayan gen kasetlerini tasiyan, kromozom ya da
plazmidler tizerinde bulunabilir. Direng integronlari sinif 1, 2 ve 3 olmak iizere ii¢ sinifa
ayrilir. Daha o6nce, sinif 4 olarak adlandirilan integron ise Vibrio cholerae stper-
integronu olarak yeniden adlandirilmistir. Yani, stuper-integronlar ilk kez V. cholerae’da
tespit edilmistir (Mazel ve ark. 1998; Collis ve ark. 2001; Deng ve ark. 2015; Escudero
ve ark. 2015). Degisik fonksiyonlar gosteren, gen kasetlerini tasiyan kromozomal
yerlesimli biiyiik integronlar, siiper-integronlar grubunda yer almaktadirlar (Koseoglu ,
2004; Fluit ve Schmitz, 2004; Coleman ve Holmes, 2005; Budak ve ark. 2012).

Her integron sinifinda farkli bir int geni bulunmaktadir. Gram negatif
bakterilerin %50’den fazlasinin sSiif 1 integron tasidigr yapilan calismalarda
gosterilmistir (Gophna, 2013). Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri icindeki klinik
suglarda smif 1 integronlar yaygindir (Koczura ve ark. 2014). Sinif 1 integronlarin

tanimlandig1 birgok Gram negatif bakteri tirii arasinda; Acinetobacter, Aeromonas,
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Alcaligenes, Burkholderia, Citrobacter, Campylobacter, Enterobacter, Escherichia,
Pseudomonas, Klebsiella, Serratia, Salmonella, Shigella ve Vibrio bulunmaktadir.
Ayrica, Gram pozitif bakterilerde de simif 1 integronlar tespit edilmistir. Klinik
orneklerden izole edilen sinif 1 integronun yaygin formlar1 Sekil 2.2’de gosterilmistir
(Koseoglu , 2004; Gophna, 2013).

Cassette
a i jnt11 array gacE  tniC tniQ  tniB  tniA IRt

aeaa

b
Cassette
Ri /ntiz  array tniBA  tniA IRt
T s R i
€

IRi intl1 ,mv tnic tle IRt

5-Cs 3'-CS

Sekil 2. 2. Klinik drneklerden izole edilen sinif 1 integronun yaygin formlari.

(Elmas sekli attll bolgesini, oval sekil ise attC bélgesini gostermektedir. a. integron, tni transpozisyon
bolgesinin tamamini iceren Tn402 (Tn5090 olarak da bilinir) i¢inde bulunur. Transpozon/integron 25
bp’lik ters tekrarlar (inverted repeats) ile sinirhdir (IRi, integraz sonu; IRt, tni sonu). b. Smif 1 integronun
en tipik genel yapisi, tni’nin kismen kaybina neden olan 3’-CS’de bulunur. 3’-CS gacEA1, sull ve orf5
genlerini icermektedir. ¢. Bazi klinik izolatlarda ikinci bir islevsiz Tn402-benzeri transpozon sinif 1
integron ile baghdir (IRi, ters tekrar sonu; IRt, ters tekrar transpozon sonu)) (Gophna’dan, 2013).

Smif 1 integronlar, Tn21 gibi transpozonlar {izerinde tespit edilen ve prototip
sayilan integronlardir (Daly ve Fanning, 2004; Biskri ve ark. 2005; Dakic ve ark. 2007).
Yapisinda bir 5’- ve 3’- korunmus segment (5°-CS ve 3’-CS) ve bir de degisken bolge
bulunur; 5’- korunmus segment intl geni (integraz) ve insert olan gen/genlerin
ekspresyonu igin kullanilan bir promotor bdlgeden meydana gelmektedir. Integraz geni,
integrondaki gen kasetlerinin rekombinasyonunu katalize eder (Collis ve Hall, 1995;
Ploy ve ark. 1998, Barlow ve ark. 2004; Cagle ve ark. 2011). 3’- korunmus segment ise,
dortlii amonyum bilesiklerine (6rn: benzalkonium klorid) direng geni (antiseptik direng
geni) olan gacEAI ve sulfonamidlere direng saglayan sull geni igerir (Sekil 2.2). iki
korunmus bolge arasinda bulunan degisken bolge, antibiyotik diren¢ gen kasetlerinin
girmesi i¢in rekombinasyon yerini olusturur ve rekombinasyon mekanizmasina katilan,
59 bp olarak adlandirilan attC geni ihtiva eder (Poole, 2002; Dale ve Park, 2003; Biskri
ve Mazel, 2003; Fluit ve Schmitz, 2004; Bouvier ve ark. 2005; Colakoglu ve ark. 2010;
Cagle ve ark. 2011; Larouche ve Roy, 2011). integronun degisken bolgesi bir ya da
daha fazla antibiyotik diren¢ geni tasimaktadir (Collis ve Hall, 1992). Sinif 1 integronun
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en yaygin formu Sekil 2.2.b’de gosterilmigtir. Bu genlerin, ayr1 birer mobil gen
kasetlerinin birer pargasi oldugu diistiniilmektedir (Gophna, 2013; Kor ve ark. 2013).

Tn7 transpozon ailesinde yer alan ve Acinetobacter, Shigella ve Salmonella
tdrlerinde tespit edilen simif 2 integronlar dihidrofolat rediiktaz gen kaseti icermektedir.
Sirasiyla trimetoprim, streptotrisin ve streptomisin/spektinomisine diren¢ saglayan
dfrAl, sat2, aadAl gibi gen kasetlerini tasiyan integronlardir. Sinif 2 integronlar, Sinif 1
integronlara gore daha az yayilim gosterirler (Koseoglu, 2004; Colakoglu ve ark. 2010;
Gophna, 2013; Mengeloglu ve ark. 2014).

Siif 3 integronlar ise, ilk kez 1993’te Japonya’da karbapenem direncgli S.
marcescens susundan izole edilmis ve blajup gen kaseti ile iliskili oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, P. aeruginosa, Alcaligenes xylosoxidans, P. putida ve K. pneumoniae
izolatlarinda gosterilmistir (Koseoglu, 2004; Gophna, 2013; Deng ve ark. 2015).

Daha sonraki ¢aligmalarda da integraz gen dizilerine bakilarak, 6 tip integron
tanimlanmistir. Ancak, Gram negatif bakterilerin klinik izolatlarinda en ¢ok smif 1
integronlara rastlanmistir (Freijo ve ark. 1998; Dolapci ve ark. 2010). Integronlar,
Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif bakterilerde tanimlanmig olmakla beraber,
bir Gram pozitif bakteri olan Corynobacterium glutamicum’da ve ayrica

Mycobacterium fortiutum 'da da bildirilmistir (Kdseoglu, 2004).

2.9.2.Integronlarin Yapisi ve Ekspresyonu

Kendi kendilerine hareket etme yetenekleri olan integronlarin, bakteriyel genom
icerisinde gen kasetlerini transpozon ya da plazmidler araciligi ile aktarabilme
yetenekleri de bulunmaktadir. Simif 1 integronlar igerisinde 60°tan fazla farkl
antibiyotik direng geni tespit edilmistir. Bir integron iginde, bes farkli gen kaseti yer
alabilmekte ve ¢oklu ila¢ direncine neden olabilmektedir. Siklikla ayni bakteri hiicresi
icinde birden fazla integron bulunabilmektedir. Bu da, gen kasetlerinin ¢ok yiksek
oranda aktariminin oldugunun bir kanitidir (Koseoglu, 2004; Cambray ve ark. 2010;
Gophna, 2013; Kargar ve ark. 2014).

Integronlar, 5> korunmus bdlgede (CS) bulunan, gen kasetlerinin eklenip
cikarilmasini saglayan integraz ailesine bagli bolgeye Ozgii rekombinaz enzimi
kodlayan int geni ve buna komsu olarak bulunan primer rekombinasyon bdlgesi olan

attl olmak tizere iki ana 6geden olusur. Sekil 2.3’te integronun yapisi basit¢e verilmistir
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(Ploy ve ark. 1998; Barlow ve ark. 2004; Koseoglu, 2004; Fluit ve Schmitz, 2004; Yan
ve ark. 2010; Copur ve ark. 2013).

> I:’ar'lt

|—> (P2)
int Sﬁ:
P. <—1 —gen 1—= —gen 22—

int

M

| 5'- korunmus balge | kaset 1 | kaset 2 |

Sekil 2. 3. Integronun yapist.

(int; integraz geni, P,y tim integronlarda bulunan ortak promotor, P,; bazi integronlarda bulunan ikinci
promotor, Pj,; integraz geninin promotoru. Gen 1 ve gen 2; eklenen gen kasetleri. Isaretli halkalar; her bir
gen kasetinin sonunda bulunan 59 baz ciftlik eleman. Isaretli dikdortgen; attl)

Integron ekspresyonu, 5’-CS korunmus bolgesinde bulunan promotor Pant
tizerinde gergeklesmektedir. Sinif 1 integronlar, iki ayri promotor olan P; (Pant) Ve
P2’yi icermektedir. P, genellikle etkisiz bir promotordur. Bes farkli P;, iki farkli P,
promotor bolgesi bulunmaktadir. Bir gen kasetinin integron i¢inde bulundugu yer ile
diren¢ diizeyi arasinda yakin bir iligki oldugu bilinmektedir. Eger bir gen kaseti 5°-CS
korunmus bolgesinin hemen arkasinda yer aliyorsa, gen kaseti o derece yuksek oranda
direnc paterni gostermektedir (Collis ve Hall, 1995; Koseoglu, 2004; Cagle ve ark.
2011).
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Tablo 2. 10. Yeni tanimlanan sinif 1 integron gen kasetleri ve kodladiklari proteinler

(Koseoglu’ndan, 2004)

Gen Kaseti

Kodlanan Protein

Beta-laktam antibiyotiklere direng
blacgr.1

blages.1, bla ges-2
blajsc.1, blagc-
blavp-1, blap-s
blayeg.1, blaves-s
blayim-1, blayim-2
oxa-10

oxa-11, oxa-13
oxa-15, oxa-19
oxa-28, oxa-31, oxa-32

ESBL

ESBL

ESBL

Karbapenemaz

ESBL

Karbapenemaz

ESBL asetil transferaz
ESBL

ESBL

ESBL

Aminoglikozidlere direng

addA4, addA5, addA6, addA8, addA10
aac(3)1b/acc(6’)-1ld

aac29a, aac29b

Adenil transferaz
Asetil transferaz
Asetil transferaz

aacAlb/orfG Asetil transferaz
aphA15 Fosfo transferaz
Kloramfenikol direnci

cmlA4, cmlA5 Atim pompasi
Rifampisin direnci

arr-2 ADP-ribozilasyon

Trimetoprim direnci
dfrl3, dfrl7, dfrl7A

Dihidrofolat rediktaz

Kinolon direnci
qur

Bilinmiyor

2.9.3.Gen Kasetleri

Serbest cembersel molekiiler yapida bulunurlar. Kokenleri bilinmemektedir. Bir
integron igine Ozellikle attl rekombinasyon bolgesinde intl geninin 104 bp yukari
akimida girmektedir. Integrona eklenen gen kasetleri, kendi promotor bolgelerine
sahip olmalar1 nedeniyle, ortak promotor bdlgeden eksprese olurlar. Gen kasetlerinde,
promotor bolgenin bulunmamasi, bunlarin ters transkripsiyon ile mRNA’dan
kaynaklandiklarmi diisiindiirmektedir. integraz enzimi, 3’-CS korunmus bolgesinde
bolgeye 6zgu rekombinasyondan sorumlu 59 bp’lik bir dizi sayesinde, bu bélge

igerisine yeni gen kasetleri eklemektedir. Boylece yabanci genler integron igine
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girmektedir. Eklenen her bir genin kendine 0zgli 59 bp’lik eklenme dizisi
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, bu boélgenin RNA yapimin1 sonlandirma 6zelligi de
bulunmaktadir. Bir gen kasetinin promotor bolgeye yakinligi, o denli fazla iiriin ortaya
¢ikarmasina neden olmaktadir (Collis ve Hall, 1992; Collis ve ark. 2001; Barlow ve ark.
2004; Koseoglu, 2004; Yan ve ark. 2010).

Simif 1 integronlarda bulunan antibiyotik direng genleri, beta-laktam,
aminoglikozid, kloramfenikol, eritromisin, trimetoprim, sulfonamid, rifampisin,
antiseptik ve dezenfektanlara karsi direngten sorumludur. Tablo 2.10°da simif 1
integronlara ait yeni tanimlanan gen kasetlerinden bazilar1 verilmistir. Kloramfenikole
direng asetil transferaz, adenil transferaz ve fosfo transferazi kodlayan gen kasetlerinden
biri ya da atim pompasint kodlayan ii¢ gen Kkasetinden biri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ayrica bakterilerde bulunan cml direng genleri kloramfenikole
direngten sorumludur (Mengeloglu ve ark. 2014). Integrona bagli, beta-laktamaz

kodlayan bircok gen kaseti de tanimlanmistir (Koseoglu, 2004).

2.9.4.Integronlarin Epidemiyolojisi ve Klinik Onemi

Integronlar, &zellikle Gram negatif bakterilerde antibiyotik direncinin
yayilimindan sorumlu olan elemanlardir. Farkli Gram negatif izolatlar arasinda yaygin
olmalar1 ve bircok diren¢ gen kasetlerine ekleme, ¢ikarma ve yerlerini degistirme
yeteneklerinin bulunmasi, hastane ortamindaki bakterilerde coklu ilag direncinin
yayilimina neden olmaktadir. Bu durum, birgok genis spektrumlu antibiyotigin
kullanimin1 hem hastane hem de toplum bazinda kisitlayarak, direng problemi ile basa
¢ikmay1 zorlastirmaktadir (Reyes ve ark. 2003; Koseoglu, 2004; Hartl ve Jones, 2005;
Kargar ve ark. 2014).

Antibiyotik diren¢g genlerinin horizontal yolla aktarimi, klinik bakteri
izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direncinin hizla yayilimma neden olmaktadir. Hareketli
gen kaseti, bircok mekanizma ile horizontal yayilima neden olmaktadir. Integrona ait
integraz tarafindan gen kasetinin alinmasi, integron tarafindan tasinmasi, daha biiyiik
transpozonlara yayilmasi ve integronlart iceren konjugatif plazmidlerin farkli bakteri
tiirleri arasinda hareketi buna 6rnek olarak verilebilir. Bu yiizden, klinik Gram negatif
bakteri izolatlar1 arasinda, integron i¢inde gen kasetlerine ait antibiyotik direng

genlerinin taginmasi beklenen bir sonugtur. Bu, fenotipik olarak duyarli suslarin,
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integrona bagli rekombinasyon yoluyla klinikte kullanilan antibiyotiklere karsi direng
gelisiminde genetik bir kaynak olmalarini saglamaktadir (Freijo ve ark. 1998; Barlow
ve ark. 2004; Heir ve ark. 2004; Koseoglu, 2004; Colakoglu ve ark. 2010; Kor ve ark.
2013).

Integronlarin, hastane ortamindaki kaynaklarmin neler oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, toplumun potansiyel bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, ¢iftlik hayvanlarindan izole edilen bakterilerde tespit edilen sinif 1 integronlar
ile antibiyotik direnci arasinda iligki oldugu da gosterilmistir. Sinif 1 integronlar, sigir,
tavuk, balik ve kopeklerden izole edilen bakterilerde de saptanmis ve bunun yani sira
cevresel kaynaklarda da tespit edilmistir (Koseoglu, 2004; Mokracka ve ark. 2012).

Bolgeye 6zgl rekombinasyon mekanizmasi ile antimikrobiyal direng genlerinin
kendilerine entegre olmalarini saglayan ve dogal ekpresyon vektorleri olan integronlarin
yaygin olarak bulunmasi, tiirler arasinda horizontal gegislerin 6zellikle plazmid ve
transpozonlar araciligiyla gergeklesmesi, birinci derecede kullanimda olan
antibiyotiklerin tedavideki etkinligini azaltacaktir. Plazmid aracili beta-laktamazlarda
bulunan TEM-1 geni (blargm-1) Tn3 transpozonu ile tasinir ve Enterobacteriaceae
ailesindeki tiirlere de yayilmistir (Reyes ve ark. 2003; Barlow ve ark. 2004; Kdseoglu,
2004; Colakoglu ve ark. 2010).

2.10. Hastane Enfeksiyonlar1 Kontroliinde Molekiiler Mikrobiyoloji

Yontemlerinin Onemi

Molekiiler tan1 yontemleri, mikrobiyoloji alaninda glin gectikce gelismekte olan
teknolojinin sundugu en Onemli buluslardan biridir. Hastaneye yatan hastalar, altta
yatan sebeplerden dolayr enfeksiyonlara egilim gostermektedirler. Hastane ortamu,
direngli mikroorganizmalarin enfeksiyon olusturmalari i¢in zemin hazirlamaktadir.
Diinyada her yil 17 milyondan fazla insan, ¢ogu bakteriyel kdkenli olan enfeksiyon
hastaliklarindan dolay1 hayatim1 kaybetmektedir. Ayrica, nozokomiyal enfeksiyonlar,
hastane giderlerini de oOnemli oOlgiide artirmaktadir. Bu yilzden, nozokomiyal
enfeksiyonlarda korunma ve kontrol olduk¢a 6nemli bir konudur. Bakteriyel
enfeksiyonlarin kontrolii, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda etiyolojik ajanin

saptanma yetenegine baglidir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Eser, 2012).
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Molekiler yontemler; bakteri topluluklarinin yapilarint ve ¢esitliliklerini
aragtirmak, bazen kokenler arasindaki iliskiyi aragtirarak salginlar hakkinda bilgi
edinmek (molekuler tiplendirme yontemleri) icin oldukca kiymetli araglardir. Kaltlr(
yapilabilen ve yapilamayan mikroorganizmalar i¢in kullanilabilen yontemlerdir. Kiiltiir
bagimli olmayan teknikler, ¢evresel Orneklerden izole edilen nuUkleik asit
ekstraksiyonunu temel alir. Kiiltir bagimli yontemler, mikroorganizmalarin
saptanmasinda ve tanimlanmasinda sik¢a kullanilmaktadir (Davin ve ark. 1996; Durmaz
ve ark. 2007; Dogrudz, 2015).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1.Calisma Grubu ve Ornekler

Giresun Prof. Dr. A. Ilhan Ozdemir Devlet Hastanesi yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalarin ¢esitli klinik 6rneklerinden (balgam, idrar, kan, plevra sivisi, pliy-apse,
trakeal aspirat, yara) Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen daha d6nce izole edilmis
olan ve %10 Gliserollii Mueller Hinton Buyyona alinarak -80°C’de derin dondurucuda
(Wisd, Kore) saklanan Gram negatif bakterilere ait 6rneklerden 73 adet Enterobacter ve
53 adet Proteus izolat1 ¢aligmaya dahil edilmistir. Ayn1 hastadan birden ¢ok izole edilen

izolatlardan sadece bir tanesi ¢alisma kapsamina alinmistir (Tablo 4.1).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

Tez galismasi Giresun Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda bulunan arag ve geregler kullanilarak yapilmistir.

Hassas Terazi: Kimyasal maddelerin tarttminda (Precisa, Isvigre) kullanildi.

Vorteks (Mekanik Karistiric1): PCR islemleri sirasinda orneklerin ve PCR
komponentlerinin karistirilmasi igin (Boeco, Almanya) kullanildi.

Santrifij: Orneklerin santrifiij edilmesi ve PCR islemleri sirasinda
santrifligasyon isleminin gerekli oldugu durumlarda ¢ozelti ve karisimlarin
cOktiiriilmesi amaciyla (Nive, Turkiye) kullanildu.

Etlv: Besiyerlerine ekimleri yapilan bakterilerin inkiibasyonu i¢in (JEIO TECH,
Kore) kullanildi.

Otoklav: Besiyerlerinin ve soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in (ALP, Japonya)
kullanildi.

Pastor Firimi: Cam tlplerin sterilizasyonu igin (JSR, Kore) kullanildi.

Steril Laminar Akimh Givenlik Kabini: DNA ekstraksiyonu ve PCR’nin
steril bir ortamda gergeklestirilebilmesi i¢in (ESCO, ABD) kullanild.
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Buzdolabi: Besiyerlerinin, DNA ekstraksiyonuda kullanilan ¢Ozeltilerin ve PCR
sonucu elde edilen amplikonlarin saklanmasi igin (Argelik, Turkiye) kullanildi.

Otomatik Pipetler: Tek kanalli otomatik pipetler PCR islemleri sirasinda
(NICHIRYO, Japonya) kullanilda.

Thermal Cycler: PCR islemlerinin yapilmasinda programlanabilen Ust kapak
1isitmali thermal cycler cihazlar1 (Bio Rad, ABD; Thermo Fisher Scientific, Almanya)
kullanildi.

Elektroforez Tanki ve Giic Kaynagi: Agaroz jel elektroforez islemlerini
gerceklestirmek amaciyla kullanildi (Wisd, Kore).

Jel Gorantuleme ve Analiz Sistemi: UV transluminatorli (Bio Rad, ABD)
bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi, elde edilen jeldeki bantlarin gériintiilenmesinde

kullanildi.

3.2. Kullamlan Besiyerleri

3.2.1. %S5 Kanh Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Derin dondurucuda saklanan izolatlarin canlandirilmast i¢in kanli agar
besiyerine ekimleri yapildi. Dehidrate toz haldeki kanli agardan (Lab M, Ingiltere) 37 gr
tartilarak 2 L’lik balon jojeye konuldu ve 1 L distile su ilave edilerek iyice karistirildi.
Balon jojenin agzi uygun bir spang¢ hazirlanarak kapatildi. Besiyeri otoklavda 121°C’de
1 atmosfer basing altinda 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavlanan besiyeri 1s1s1
yaklasik 45-50°C’ye geldikten sonra 50 ml’lik enjektdr yardimiyla 50 ml kan
kopiirtmeden yavasca karistirilarak ilave edildi. Besiyeri 90 mm capindaki steril plastik
petrilere kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra, kullanilincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.2.2.Eosin Methylene Blue Agar’in (EMB) Hazirlanmasi

Derin dondurucuda saklanan izolatlarin canlandirilmast i¢cin EMB agar
besiyerine ekimleri yapildi. Dehidrate toz haldeki EMB agardan (Merck, Almanya) 36
gr tartilarak 1 L distile su ile 2 L’lik balon jojede iyice karistirildi. Balon jojenin agzi
uygun bir span¢ hazirlanarak kapatildi. Besiyeri otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing

altinda 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavlanan besiyerleri 90 mm capindaki
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steril plastik petrilere kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildiikten sonra, kullanilincaya

kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.2.3. Mueller Hinton Buyyon (MHB) Hazirlanmasi

Bakteri DNA’sinin elde edilmesi igin MHB besiyerine ekim yapildi. Dehidrate
toz haldeki Mueller Hinton buyyondan (BD, Fransa) 22 gr tartilarak 1 L distile su ile 2
L’lik balon jojede iyice karistirildi. Balon jojenin agzi uygun bir span¢ hazirlanarak
kapatildi. Besiyeri otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 15 dakika bekletilerek
steril edildi. Otoklavlanan besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda

saklandi.

1.2.4 % 10 Gliserolli MHB’nin Hazirlanmasi

Izolatlar1 derin dondurucuda saklamak igin MHB besiyeri %10°u gliserol olacak
sekilde hazirlandi. Dehidrate toz haldeki Mueller Hinton buyyondan (BD, Fransa), 250
ml’lik erlende 2,2 gr 100 ml distile su ve 10 ml gliserol eklenerek iyice karigtirildi.
Erlenin agz1 uygun bir span¢ hazirlanarak kapatildi. Besiyeri otoklavda 121°C’de 1
atmosfer basing altinda 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavlanan besiyerleri 2
ml’lik ependorf tiiplerine steril enjektor yardimiyla 1,50 ml kadar konulup agz1 parafilm
ile sikica kapatildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.3. Elektroforez i¢in Kullanilan Soliisyonlar

3.3.1.10X Tris-Asetat EDTA (TAE) Tamponu Stok Solusyonu

Tris 4.84 gr
Glasiyal asetik asit 1.14 ml
EDTA (0.5 M) 2.00 ml

Kimyasallar tartildiktan sonra distile su ile 1 L’ye tamamlanarak ¢Ozuldi ve oda

sicakliginda saklandi.
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3.3.2. Elektroforez Yiritme Tamponu (1X TAE)

1X TAE tamponu hazirlamak i¢in, 10X TAE tamponu stok soliisyonundan 100

ml alinarak tizerine 900 ml distile su eklenip diliie edildi.

3.3.3. Yukleme Tamponu (Loading Buffer)

Ticari olarak hazir 6X yiikleme boyasi (6XGel Loading Dye Blue, Biolab,
#B70218, Ingiltere) kullanildi.

3.3.4. Etidyum Bromid (EtBr)
Stok EtBr’den alinarak 10 mg/ml’lik olacak sekilde hazirlandi.

3.4. Hasta Orneklerinin Kiiltiirii ve Degerlendirilmesi

Hasta orneklerinin ekimleri uygun besiyerlerine yapildi. Kan kiiltiirii i¢in
ornekler BACTEC kan kiiltiir siselerine alindi ve otomatik kan kiiltiir cihazina
(BACTEC, ABD) konularak 5 glin boyunca takip edildi. Sure sonunda Ureme saptanan
siselerden Gram boyama yapilarak kanli agar ve EMB besiyerlerine pasaj yapildi. Apse,
yara, idrar, balgam, trakeal aspirat ve plevra sivist gibi ornekler kanli agar, EMB
besiyerlerine ekim yapilarak etiivde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi1 koloni morfolojileri incelenen 6rneklerin Gram boyamalar1 yapildi.
Kligler iron agar, sitrat, iire, indol, hareket besiyerlerine ekimler yapilarak
identifikasyonlar1 yapildi.

Gerekli durumlarda otomatize bakteri identifikasyon sistemi (BD Phoenix,
ABD) kullanildi. Bunun i¢in 0,5 Mac Farland bulanikligina esdeger homojen bakteri
siispansiyonlar1 hazirlandi. Ertesi giin cihaz tarafindan {tremeler degerlendirilerek
bakterinin tanimlamasi yapildu.

Antibiyotik duyarlilik testlerinin bir kism1 otomatize sistemde (BD Phoenix,
ABD) yapilirken bir kismi1 da Mueller Hinton agar besiyeri kullanilarak Kirby-Bauer
disk difiizyon testi yapildi. Bunun i¢in de 0,5 Mac Farland bulanikligina esdeger
homojen bakteri siispansiyonlar1 hazirlanarak Mueller Hinton agar besiyerine yaygin

ekim yapildi. Antibiyotik diskleri (BD Phoenix, ABD) sefepim (30 pg), seftazidim (30
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pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), gentamisin (10 pg), amikasin (30 pg),
levofloksasin (5 pg), siprofloksasin (5 pg), trimetoprim / sulfametoksazol (25 pg),
amoksisilin / klavulanik asit (20/10 ug), aztreonam (30 pg), seftriakson (30 pg) diskleri
yerlestirildi. Etiivde 37°C’de 18 saatlik inkiibasyon sonrasi zon ¢aplar Ol¢iilerek CLSI
2014 kriterlerine gore degerlendirildi.

3.5. Molekiiler Yontemle izolatlarda integronlarin Saptanmasi
3.5.1.Saklanan izolatlarin Canlandirilmasi ve Saflastiriimasi

Derin dondurucudan ¢ikarilan arsiv izolatlart oncelikle -20°C’de bir giin
bekletildi. Ertesi giinii +4°C’de buzdolabinda 6 saat bekletildikten sonra saklama
besiyerinden EMB ve kanli agar besiyerlerine bakterilerin canlandirma pasajlari yapildi.
Etlivde plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi saflik kontrolleri

yapilan 6rnekler DNA izolasyon asamasina alindi.

3.5.2. Kaynatma Yoéntemi ile DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu ve PCR’nin temiz bir ortamda gergeklestirilebilmesi igin
laminar akimli giivenlik kabininde calisildi. Bakteri DNA’sinin elde edilmesi i¢in
sirasiyla asagidaki islemler yapildi:

— Saflik kontrolleri yapilan izolattan steril 6ze yardimiyla bir koloni alinarak 3 ml

MHB s1v1 besiyerine inokiile edildi ve 24 saat 37°C*de inkiibe edildi.

— Inkiibasyondan 24 saat sonra, kiiltiiriin 1,5 ml’si ependorf tiipiine alinarak,

10.000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapildu.

— Supernatant steril pipetle alinarak disar atildi.

— Cokelti iizerine 1000 pl steril distile su eklendi ve yavasca vortekslendi.

— Tekrar 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij islemi yapild:.

— Siipernatant tekrar disar1 atildi ve 1000 pl steril distile su eklenerek vortekslendi.
— Tupler 100°C’de 10 dk kaynatilarak bakteri hucrelerinin pargalanmasi saglandi.
— Ependorf tiipler 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi yapildi.

— Santriflj isleminden sonra, igerisinde bakteri DNA’s1 bulunan siipernatanttan

500’er pl alinip yeni bir ependorf tiipe aktarilarak -20°C’de saklandi.
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3.5.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu Calismasi

Izolatlarin sinif 1 integron tastyiciliklari, 5°-CS ve 3°-CS primerleri kullanilarak

ve korunmus bolgelerle sinirlanmis degisken bolgeleri iceren kromozomal DNA kismi

amplifiye edilerek calisildi. Smif 2 integron tastyiciliklart ise, hep 51 ve hep 74

primerleri kullanilarak ¢alisildi (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. PCR galismasinda kullanilan primer dizileri

Primer | Hedef Nukleotid Dizisi Amplikon Kaynak
Biiyiikliigii

5’-CS Sinif 1 5’-GGCATCCAAGCAGCAAG-3’ Degisken | (Levesque

3’-CS integron | 5’-AAGCAGACTTGACCTGA-3’ ve ark.
degisken 1995)
bolge

hep 51 | Simf2 5’-GATGCCATCGCAAGTACGAG-3’ Degisken | (White ve

hep 74 | integron | 5’-CGGGATCCCGGACGGATGCACGATTTGTA-3’ ark. 2001)
degisken
bélge

Smf 1 ve siif 2 integron degisken bolgelerin taranmasi amaciyla PCR igerigi

her bir 6rnek icin son hacim 50 pl olacak sekilde 30 pl steril distile su, 5 ul 1X PCR
Buffer (Fermentas, ABD), 3 ul MgCl;, (25 mM) (Fermentas, ABD), 2,5 pl dNTP miks
(4 mM) (Fermentas, ABD), 2’ser ul primer (25 pmol/ul), 0,5 ul Taqg DNA Polimeraz
(2.5 U/ ul) (BioLab, Ingiltere) ve 5 ul ekstrakte edilen DNA konularak hazirlanmistir

(Tablo 3.2) (Copur ve ark. 2013).

Tablo 3. 2. Siif 1 ve sinif 2 integron degisken bolge PCR bilesenleri

Reaksiyon Icerigi Miktar
1X PCR Buffer 5ul
MgCl; (25 mM) 3ul
dNTP miks (4 mM) 2,5 ul
fleri Primer (25 pmol/ul) 2 ul
Geri Primer (25 pmol/ul) 2 ul
Tagq DNA Polimeraz (2.5 U/ pl) 0,5 ul
DNA 5ul
Steril distile su 30 ul
Toplam hacim 50 pl
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3.5.3.1.  Amplifikasyon Kosullari

Siif 1 integron degisken bolge i¢in; 1 siklus 94°C’de 2 dakikalik
denatiirasyonun ardindan, 35 siklus olarak 94°C’de 45 sn denatiirasyon, 56°C’de 1 dk
baglanma, 72°C’de 3 dk uzama ve 1 siklus 72°C’de 5 dk son uzama seklinde uygulandi
(Tablo 3.3). Smif 2 integron degisken bolge igin; 1 siklus 94°C’de 3 dakikalik
denatiirasyonun ardindan, 35 siklus olarak 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 56°C’de 1 dk
baglanma, 72°C’de 2,50 dk uzama ve 1 siklus 72°C’de 5 dk son uzama seklinde
uyguland1 (Tablo 3.4) (Copur ve ark. 2013).

Tablo 3. 3. Siuf 1 integron degisken bolge termal dongi sartlart

Reaksiyon Kosullar: Siklus Sayisi
94°C 2 dk [k Denatiirasyon 1
94°C 45 sn Denattirasyon
56°C 1 dk Baglanma (Annealing) 35
72°C 3 dk Uzama
72°C 5 dk Son Uzama 1

Tablo 3. 4. Simif 2 integron degisken bolge termal déngi sartlart

Reaksiyon Kosullar: Siklus Sayisi
94°C 3 dk [k Denatiirasyon 1
94°C 1 dk Denatirasyon
56°C 1 dk Baglanma (Annealing) 35
72°C 2,50 dk Uzama
72°C 5 dk Son Uzama 1

3.5.4.%71’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifiye edilmis PCR firiinlerinin gozlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi
yapildi. Bunun i¢in sirasiyla agsagidaki islemler yapildi:
— 1 gr agaroz (BioShop, Kanada) tartildi ve 250 ml’lik erlen mayer igerisine
konuldu. Uzerine 100 ml 1X TAE tamponu eklenerek ¢ozildi ve bek alevinde
sitilarak (1-2 dakika) agarozun tamamen erimesi saglandi.

— Agaroz eridikten sonra eli yakmayacak sicakliga gelinceye kadar sogumaya

birakaldi.
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Agarozun igerisine, jel icindeki DNA’y1 goriiniir hale getirmek i¢in 10 pl EtBr
(10 mg/ml) eklendi ve buhar solumadan calkalanarak tamamen karismasi
saglandi.

Jel kalibina taraklar yerlestirildikten sonra jelin akmamasi i¢in her iki tarafi bant
ile yapistirilarak kapatildi, hazirlanan agaroz kalip igerisine dokiildii ve oda

sicakliginda 30-45 dakika katilagmaya birakildi (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Kaliptaki agaroz jele ait goriintii

Agaroz jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Elektroforez tankina
yerlestirilen jelin lizerini kapatacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi.

Agaroz jele yiikleme yapmak i¢in 0,2 ml’lik ependorf tiiplere, 10 pl
amplifikasyon Grind ve 2 ul bromfenol mavisi (6XGel Loading Dye Blue,
BioLab, #B70218, Ingiltere) eklenerek iyice karistirildi ve otomatik mikropipet
yardimiyla kuyucuklara dikkatlice yiiklendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. Ampifikasyon Urtinlerinin agaroz jele yuklenmesi

— Ayrica her jel yiiklenirken DNA 6rneklerinin yanina bir kuyucuga DNA ladder
marker (100 bp DNA Ladder, BioLab, #N32318S, Ingiltere), bir kuyucuga da
daha 6nce sinif 1 integron pozitif bulunmus bir 6rnek pozitif kontrol olarak
yuklendi.

— Elektroforez giic kaynagi (Bio Rad, PowerPac Basic, ABD) 150 Volt’a
ayarlandi. Ornekler yaklasik 45 dk elektroforeze tabi tutularak jelde yiiritildi
(Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. Ampifikasyon urunlerinin elektroforezde yirattlmesi
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Stire sonunda EtBr igeren jel, tanktan alinarak jel goriintiileme cihazinda (Wisd,
Kore) bantlarin varlig1 gézlendi.

Pozitif kontrol (Pseudomonas aeruginosa izolati; Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji Laboratuvarindan temin
edilmistir) ve DNA marker standardi ile kiyaslanarak ornegin pozitif veya

negatif oldugu belirlendi ve fotograflanarak kayit altina alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Orneklerin Degerlendirilmesi

Tez calismasinda Giresun Prof. Dr. A. Ilhan Ozdemir Devlet Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda daha 6nce yogun bakim {initesinde yatan yaslar1 11 ay
ile 98 yas arasinda degisen 57 kadin 69 erkek toplam 126 hastanin gesitli klinik
orneklerinden (balgam, idrar, kan, plevra sivisi, piiy-apse, trakeal aspirat, yara) izole
edilmis olan ve %10 Gliserolli Mueller Hinton Buyyona alinarak -80°C’de derin
dondurucuda saklanan Gram negatif bakterilere ait izolatlardan 73 adet Enterobacter ve
53 adet Proteus izolati ¢alismaya alindi.

Bakteri izolatlarinin tanimlanmasi geleneksel yontemler (Gram boyama, oksidaz
testi, sitrat testi, seker kullanim testi, indol testi, lireaz testi) ve Phoenix (BD Diagnostic
Systems, ABD) otomatize bakteri tanimlama sistemiyle iiretici firmalarin Onerileri
dogrultusunda yapilmistir. Buna goére, 28 Enterobacter cloacae, 23 Enterobacter
aerogenes ve 22 Enterobacter spp. olmak tzere toplam 73 Enterobacter cinsi ve 53
Proteus mirabilis olmak Uzere toplam 53 Proteus cinsi izolat tanimlanmistir (Tablo
4.1).

Tablo 4. 1. Izole edilen mikroorganizmalarin say1 ve yiizdeleri (n: Test edilen izolat

sayis1)
Mikroorganizma n %
Enterobacter cinsi 73 100
E. cloacae 28 38,36
E. aerogenes 23 31,50
Enterobacter spp. 22 30,14
Proteus mirabilis 53 100

Enterobacter spp. izole edilen klinik érneklerin kliniklere ve 6rnek tirline gore
dagilimi  Tablo 4.2°de verilmistir. Klinik 6rneklerin  dagilimina bakildiginda
Enterobacter izolatlarinin 30’u (%41,10) idrar, 16’s1 (%21,92) yara, 12’si (%16,44)
kan, 6’s1 (%8,22) balgam, 4’1 (%5,48) trakeal aspirat, 3’1 (%4,10) plevra sivisi, 2’si
(%2,74) puy-apse orneklerinden elde edilmistir. Enterobacter izolatlarmin kliniklere
gore dagilimi, 21°i (%28,77) DYBU, 15’i (%20,55) Noroloji YBU, 15°i (%20,55)

49



Cerrahi YBU, 13’ii (%17,80) GYBU, 5’i (%6,85) Anesteziyoloji ve Reanimasyon
Unitesi, 2’si (%2,74) Koroner YBU, 2’si (%2,74) Kalp Damar Cerrahi YBU olarak
belirlenmistir.

Ayni sekilde Proteus mirabilis izole edilen klinik érneklerin kliniklere ve érnek
tiriine gore dagilmi da Tablo 4.3’te verilmistir. Klinik o6rneklerin dagilimina
bakildiginda Proteus mirabilis izolatlarinin 41’1 (%77,36) idrar, 4’i (%7,55) trakeal
aspirat, 4’4 (%7,55) yara, 3’4 (%5,66) kan, 1’1 (%1,88) balgam 0Orneklerinden elde
edilmigtir. Proteus mirabilis izolatlarinin kliniklere gore dagilimi ise, 34’t (%64,15)
DYBU, 10’u (%18,87) GYBU, 6’s1 (%11,32) Néroloji YBU, 2’si (%3,77) Cerrahi
YBU, 1’i (%1,89) Anesteziyoloji ve Reanimasyon Unitesi seklindedir.

Tablo 4. 2. Enterobacter cinsi izolatlarin servislere ve 6rnek tiiriine gore dagilimi

Ornek Tiri
Servisler Idrar Yara Kan Balgam TA  Plevra Puy-  Toplam
Stvist Apse (%)
DYBU 11 3 0 3 0 3 1 21
(28,77)
Néroloji YBU 7 2 0 3 2 0 1 15
(20,55)
Cerrahi YBU 8 7 0 0 0 0 0 15
(20,55)
GYBU 2 2 8 0 1 0 0 13
(17,80)
Anesteziyoloji ve 1 1 3 0 0 0 0 5
Reanimasyon U. (6,85)
Koroner YBU 1 0 1 0 0 0 0 2
(2,74)
Kalp Damar 0 1 0 0 1 0 0 2
Cerrahi YBU (2,74)
Toplam (%0) 30 16 12 6 4 3 2 73

(41,0)  (21,92)  (16,44) (822 (548) (4,10) (2,74)  (100)

(DYBU: Dahiliye Yogun Bakim Unitesi, GYBU: Genel Yogun Bakim Unitesi, TA: Trakeal Aspirat)
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Tablo 4. 3. Proteus mirabilis izolatlarinin servislere ve 6rnek tiiriine gore dagilimi

Ornek Tura
Servisler Idrar TA Yara Kan Balgam Toplam (%)
DYBU 32 0 1 1 0 34 (64,15)
GYBU 4 4 0 1 1 10 (18,87)
Noroloji YBU 5 0 1 0 0 6 (11,32)
Cerrahi YBU 0 0 2 0 0 2 (3,77)
Anesteziyoloji“ve 0 0 0 1 0 1(1,89)
Reanimasyon U.
Toplam (%) 41 (77,36) 4 (7,55) 4(755) 3(566)  1(1,88) 53 (100)

(DYBU: Dahiliye Yogun Bakim Unitesi, GYBU: Genel Yogun Bakim Unitesi, TA: Trakeal Aspirat)

4.2. Antibiyotik Duyarhhiklar

Calismada cesitli klinik Orneklerden izole edilen Enterobacter cinsine ait
izolatlarm in vitro antibiyotik duyarliliklar1 ve yiizdeleri sirayla en direngliden en
duyarliya dogru Tablo 4.4’te verilmistir. Enterobacter cinsi izolatlarin en direngli
oldugu antibiyotikler %100l klavulanat/amoksisilin, %91,55’1 ampisilin olarak
saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik testi Kirby-Bauer disk diftizyon yontemi ile Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda veya Phoenix
otomatize sistemi ile yapilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri laboratuvarda o anda

bulunan mevcut antibiyotik disk ve panel olanaklarina gére yapilmistir.
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Tablo 4. 4. izole edilen Enterobacter tiirlerinin antibiyotik duyarliliklar:

Direncli izolat / Toplam izolat

Antibiyotik Enterobacter spp.  E. aerogenes E. cloacae Toplam (%)
AMC 20/20 11 - 100
AMP 20/20 21/23 24/28 91,55
NOR 4/6 a/7 3/8 52,38
LEV 10/20 - - 50
PRL - 6/14 8/20 41,18
TZP 10/22 9/23 10/28 39,73
CRO - 10/23 10/28 39,22
CAZ 10/22 10/23 5/28 34,25
CIP 8/16 6/23 6/28 29,85
SXT 9/22 6/23 3/28 24,66
GEN 9/22 6/23 2/28 23,29
FEP - 4/22 6/28 20
MEM 0/19 0/23 1/28 1,43
AK 0/22 0/23 0/28 0
IPM 0/22 0/22 0/28 0

(AMC: Klavulanat/Amoksisilin, AMP: Ampisilin, NOR: Norfloksasin, LEV: Levoflaxcin, PRL:
Piperasilin, TZP: Piperasilin/Tazobaktam, CRO: Ceftriaxone, CAZ: Ceftazidime, CIP: Ciprofloxacin,
SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol, GEN: Gentamisin, FEP: Sefepim, MEM: Meropenem, AK:

Amikasin, IPM: Imipenem)

Calismada cesitli klinik orneklerden izole edilen Proteus mirabilis izolatlarinin
antibiyotik duyarliliklar1 ve yiizdeleri Tablo 4.5’te verilmistir. Buna gore yapilan
antibiyogram sonucunda izolatlarin %55°i ampisiline, %48’i klavulanat/amoksisiline ve

%39,62’si trimetoprim/sulfametoksazole direngli olarak bulunmustur.
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Tablo 4. 5. izole edilen Proteus mirabilis izolatlarmin antibiyotik duyarliliklari

Direngli izolat / Toplam izolat

Antibiyotik Proteus mirabilis (%)
AMP 22/40 55
AMC 12/25 48
SXT 21/53 39,62
NOR 7121 33,33
CIP 11/42 26,19
GEN 7/53 13,21
TOB 2122 9,09
CAZ 4/50 8
MEM 2/45 4,44
CRO 5/52 3,85
AK 2/52 3,85
TZP 2/53 3,77
FEP 1/28 3,57
IPM 0/24 0

(AMP:  Ampisilin, AMC: Klavulanat/Amoksisilin, SXT: Trimetoprim/Sulfametoksazol, NOR:
Norfloksasin, CIP: Ciprofloxacin, GEN: Gentamisin, TOB: Tobramisin, CAZ: Ceftazidime, MEM:
Meropenem, CRO: Ceftriaxone, AK: Amikasin, TZP: Piperasilin/Tazobaktam, FEP: Sefepim, IPM:

Imipenem)

4.3. PCR Sonuglari

Izolatlarin, siif 1 integron tastyiciliklar, 5°-CS ve 3°-CS primerleri kullanilarak
ve korunmus bolgelerle sinirlanmis degisken bolgeleri igeren kromozomal DNA kismi
amplifiye edilerek calisildi. Smif 2 integron tasiyiciliklari ise, hep 51 ve hep 74
primerleri kullanilarak c¢aligildi.

Enterobacter cinsine ait 73 izolattan 22’sinde (%30,14) smf 1 integron
bulunurken, higbirinde sinif 2 integrona rastlanmadi. Proteus mirabilis’e ait 53 izolattan
21’inde (%39,62) sinif 1 integron, 22’sinde (%41,50) sinif 2 integrona rastlandi. Ayrica
caligilan Proteus mirabilis izolatlarmin 11’inin (%20,75) hem sinif 1 hem de sinif 2

integronlarin her ikisini birden tasidig tespit edildi (Tablo 4.6). Amplikonlar jelde
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yiritildiginde smif 1 integrona ait yaklasik 800 ve 1150 bp biiyiikliigiinde bantlar,
siif 2’ye ait yaklasik 1300 bp biiyiikliigiinde bantlar oldugu goriildii (Sekil 4.2 ve 4.3).

Tablo 4. 6. Enterobacter tirleri ve Proteus mirabilis 'te smif 1 integron ve Sinif 2
integron dagilimlari

Mikroorganizma  Sadece simf 1 Sadece simf 2 Hem simf 1 Siif 1 veya
integron integron hem desmmf2 simf 2 integron
tasiyanlar (%) tasiyanlar (%) integron tasimayanlar
tasiyanlar (%) (%)
Enterobacter spp. 22 (30,14) - - 51 (69,86)
Proteus mirabilis. 10 (18,87) 11 (20,75) 11 (20,75) 21 (39,63)

Base Pairs  Mass (ng)

- 1517 45
- 1,200 35
= 1,000 95
- 900 27
— 80a 24
=700 21
= 00 18
- o0o/sT a7
=400 Kl
— 300 29
- 200 25
=100 48

Sekil 4. 1. BioLab 100 bp DNA Ladder jel goruntusu
(https://www.neb.com/products/n3231-100-bp-DNA-ladder adresinden alinmigtir)
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PK NK M E1 E2 E3 E4 E5 P1 P2 P3 P4 P5 pe P7

Sekil 4. 2. Sinif 1 integron saptanan Enterobacter spp. ve Proteus mirabilis izolatlarina
ait jel gorintlisu (1.kuyucuk PK: Pozitif kontrol, 2.kuyucuk NK: Negatif kontrol, 3.kuyucuk M:
Marker, 4-8. kuyucuk Enterobacter izolatlari, 9-15. kuyucuk Proteus mirabilis izolatlar1)

MNK P1 P2 pP3 P4 p5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Sekil 4. 3. Sinif 2 integron saptanan Proteus mirabilis izolatlarina ait jel goruntusi (1.
kuyucuk M: Marker, 2.kuyucuk NK: Negatif kontrol, 3-15. kuyucuk Proteus mirabilis izolatlar1)
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5. TARTISMA

Degisen kosullara hizla uyum saglayabilme yetenekleri sayesinde gelistirilen her
yeni antibiyotikten kacacak bir yol bulabilen mikroorganizmalar bu yetenekleri
sayesinde yeryliziniin en eski canlilar1 olmayr basarabilmislerdir. Bu yiizden
enfeksiyonlarla savasta en 6nemli sorun bakterilerin antibiyotiklere karsi gelistirdigi
direngtir (Demirtlirk ve Demirdal, 2004).

Antibiyotiklerin bakteri hiicre duvari sentezini Onleme, protein sentezini
baskilama, niikleik asit sentezine etki ve bakterinin metabolik yolaklarinin baskilanmasi
seklinde bakterilere karsi etki mekanizmalari bulunmaktadir (Somer, 2010). Bir
mikroorganizma tiiriiniin bazi izolatlarinin antibiyotiklerden etkilenmemesi ya da
antibiyotige duyarli bir izolatin ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direngli hale
gelmesi  antibiyotik  direnci  olarak  bilinmektedir.  Antibiyotik  direnci,
mikroorganizmanin genetik 6zelligi olan dogal direng seklinde goriilebilecegi gibi
kazanilmis antibiyotik direnci seklinde de karsimiza ¢ikabilir. Gram negatif bakteriler,
hiicre yapilarindan dolayr vankomisine, zorunlu anaeroplar aminoglikozidlere,
mikoplazma beta-laktam antibiyotiklere kars1 dogal direnglidir. Penisilin gibi, hedefi
bakterinin hiicre duvar1 olan bir antibiyotigin hiicre duvarina sahip olmayan bakteriye
etki gosterememesi de dogal dirence drnek verilebilir (Ustagelebi, 1999; Demirturk ve
Demirdal, 2004; Ciftci ve Aksoy, 2015).

Kazanilmis antibiyotik direnci mikroorganizma kromozomunda olusan
mutasyonlarla ya da direngli olan mikroorganizmanin direng¢ genini duyarli olan
mikroorganizmalara aktarmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar, bakteriyel
kromozomun bir bolgesindeki genis DNA boliimlerinin bir diger bélgesine inversiyon,
duplikasyon, insersiyon, delesyon ya da transpozisyonu seklinde olmaktadir. Bu
diizenlemeler integron, transpozon ve insersiyon sekanslari olarak adlandirilan 6zel
genetik elemanlar ile gergeklesmektedir (Somer, 2010).

Antibiyotik direnci gelisimi ile transpozon ve konjugatif plazmidler gibi birgok
hareketli dogal elemanlar kesfedilmis ve bu elemanlarin karsilagtirmali dizi analizleri
sonucunda integronlarin varligi ortaya cikarilmistir. Dirence sebep olan genlerin,
bdlgeye 6zgii rekombinasyon mekanizmasiyla bakteri genomuna girebilen ve bakteriden

bakteriye diren¢ genlerinin transferinde gorevli integronlarin varligi tespit edilmistir.
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Integronlar, bolgeye 6zgii rekombinasyon sistemine sahip hareketli, gen kasetleri iceren
DNA celemanlar1 olarak bilinmektedirler. Ancak, integronlarin plazmid ya da
transpozonlara bagli olarak hareket ettikleri diisiiniilmektedir. Antibiyotiklere karsi
olusan direncin, izolatlar arasindaki epidemiyolojik yayilma potansiyelinin, integronlar
araciligi ile oldugu disiiniilmektedir (Kdseoglu, 2004; Coleman ve Holmes, 2005;
Gophna, 2013; Keskin ve ark. 2014; Rizi ve ark. 2015). Integron tasiyan izolatlara giin
gectikce artan oranda rastlanmasi, antibiyotik diren¢ oranlarindaki artis1 gostermektedir.
Antibiyotik diren¢ geni tasiyan integronlara, baska diren¢ genlerinin de girmesi sonucu
¢oklu direncli suglar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, molekiiler yontemlerle integron
bolgelerinin belirlenmesini temel alan c¢alismalarin yapilmasi1 6nemlidir (Heir ve ark.
2004; Dolapgi ve ark. 2010).

Gram negatif bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin mobilizasyonu birgok
mekanizmadan olugmaktadir. Plazmidlerin transferi (transformasyon ve konjugasyon)
ve faj transferi (transduksiyon) diren¢ genlerinin horizontal transferi icin anahtar faktor
olarak bilinmektedir. Integron ve gen kasetleri de plazmidler araciligiyla tasmnmaktadir.
Ayrica, transfer kolayligindan dolayr plazmidler, farkli bakteri cins ve tiirleri arasinda
antimikrobiyal direng yayilimina en ¢ok katkida bulunan genetik elemanlardir (Freijo ve
ark. 1998; Coleman ve Holmes, 2005; Poirel ve ark. 2009; Usta ve ark. 2015).

Plazmidler aracihigiyla da tasinan beta laktamazlar, Enterobacteriaceae
tiyelerinde goriilen direncin en onemli kaynagidir (E. coli, K. pneumoniae,
Enterobacter). Ulkemizde yapilan degisik calismalarda GSBL pozitiflik oranlar1 E. coli,
K. pneumoniae, Enterobacter igin sirast ile %2-32, %34-48, %14-28 arasinda
bulunmustur. (Genger ve ark. 2001; Demirtiirk ve Demirdal, 2004).

Enterobacteriaceae ailesindeki tiirlerinden bazilari, hastanelerde yaygin
enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikan direngli bakteriler arasinda yer alir.
Bakterilerde antibiyotik direncinin bulunmasi tedavide basarisizliklara neden
olmaktadir. Bunun sonucunda, 0zellikle kritik yogun bakim hastalarinda hastanede yatis
sliresinin uzamasi, morbidite ve mortalitede artis ve buna bagli daha pahali antibiyotik
kullanimmi  gerektirmektedir. Ampirik tedavi basarisizliklart  sonucu direngli
bakterilerin etken oldugu kan akimi enfeksiyonlarinda mortalitede artis meydana
gelmektedir (Demirtiirk ve Demirdal, 2004; Somer, 2010; Erturk ve ark. 2012).

Genel durumu kotii olan kritik hastalarin takip edildigi YBU’ler, hastane

geneline gore invaziv girisimlerin daha sik uygulandigi direngli mikroorganizmalarin
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daha cok izole edildigi birimlerdir. Hastane genelinde hastane enfeksiyon oran1 %5-10
iken, YBU’de bu oran %20-25 olarak bildirilmektedir. Tim nozokomiyal pnémoni ve
bakteriyemilerin yaklasik %45’ yogun bakim hastalarinda saptanmaktadir. Prematiire
ve yenidoganlar, yagllar, operasyon gecirenler, immiinsupresifler, yanikli ve travmali
hastalar, metabolik bozuklugu olan ve malignitesi olan hastalar hastane enfeksiyonlar
icin asil risk grubunu olusturmaktadir. Kateterizasyon siiresi, drenaj torbasinin
kolonizasyonu, antibiyotik kullanimi, Diabetes Mellitiis (DM), kadin cinsiyette olma,
cerrahi girisim nedeniyle kateter konulmasi, keratinin yiiksekligi ve kateter bakiminda
aksama hastane enfeksiyonuna yol acan risk faktorleri arasindadir (Inan ve ark. 2002;
Orucu ve Geyik, 2008; Erturk ve ark. 2012).

Genellikle, YBU’de yatan hastalara yatislar siiresince genis spektrumlu
antibiyotik verilmekte ve yogun antibiyotik kullanimi sonucu bakterilerde direng
gelismektedir. Yanlis antibiyotik kullanimi tedavi baglanan hastalarin {igte birinde
goriilmekte olup; hastane mortalite oran1 ve yatig siiresi ile iligkilidir. Buna karsilik,
uygun antibiyotiklerin erken uygulanmasi septik sok geciren hastalarin hayatta kalma
sansini artirmaktadir (Cikman ve ark. 2012, Tojo ve ark. 2014). YBU’de en sik gériilen
hastane enfeksiyonlari; ventilator iligkili pndmoniler, lriner sistem enfeksiyonlari,
bakteriyemi ve kateter enfeksiyonlart ile cerrahi alan enfeksiyonlaridir (Orucu ve Geyik,
2008).

Ozellikle immiinyetmezlikli, multipl travmali, biiyiik cerrahi girisimler veya
yabancit cisim implantasyonu yapilan hastalarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarda
antibiyotik tedavisinin dikkatli ve iy1 planlanmasi gerekmektedir. Bu tiir hastalarda uzun
sireli antibiyotik kullanimi sonucunda farkli bakteri tiirlerine karsi direng
geligebilmektedir. Yani antibiyotik kullanimi ile antibiyotik direnci arasinda dogrudan
bir iliski bulunmaktadir (Durmaz ve ark. 1997; Yayl ve Aksoy, 2003). YBU’de yatan
hastalarin yaklasik %80’inde 48-72 saat icerisinde hastane enfeksiyonu ortaya
cikmaktadir. Buradaki etken mikroorganizmalarin ve antibiyotik duyarlilik profillerinin
bolgesel olarak ve zaman iginde farklilik gosterdigi de tespit edilmistir (Sesli ve ark.
2007). Yeni antibiyotiklerin  tedaviye girmesi sonucu bunlara direncli
mikroorganizmalar da ortaya ¢ikmaktadir. Son zamanlarda YBU’de ve immiin sistemi
baskilanmis hasta sayilarindaki artma nedeniyle yogun antimikrobiyal ilag kullanimi1 ve
gida endiistrisinde antibiyotik uygulamasi sonucu mikroorganizmalardaki antibiyotik

direnci de artmaktadir. Diren¢ nedeni ile tedavi basarisizliklarini en aza indirgeyebilmek
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icin bakterilerin antibiyotik direng profillerinin iyi bilinmesi, antibiyotiklerin dikkatle,
uygun zaman ve dozlarda kullaniminin saglanmasi gerekmektedir (Eksi ve ark. 2007).

Insan bagirsak florasinda bulunan heterojen bir bakteri grubu olan
Enterobacteriaceae ailesi, patojen olarak klinik orneklerden siklikla izole edilmektedir.
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, klinik dnemi olan suslarin %50’sini, laboratuvarda
izole edilen Gram negatif basillerin yaklasik %80’ini, bakteriyel gastroenteritlerin %65-
70’ini, septisemilerin  %50’sini, Uriner yol izolatlarnin %70’den fazlasini
Enterobacteriaceae iiyeleri olusturmaktadir. Bu bakteriler basit enfeksiyonlardan daha
komplike tedavisi zor enfeksiyonlara kadar genis klinik tablolar olusturabilirler
(Ustacelebi, 1999).

Enterobacteriaceae tiirlerinde direncin ortaya ¢ikmasi ve yayilmast ciddi
nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmaktadir. Diinyadaki
Enterobacteriaceae iiyelerinde goriilen direncin onlenmesi i¢in daha siki antibiyotik
yonetimi ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Enterobacter
tiirlerinde 1980’lerde beta-laktamazlar, 1990’larda sefalosporinazlar ve 2010’larda da
karbapenemazlar tespit edilmisti. ABD’de YBU’deki Enterobacter spp.
enfeksiyonlarmin yaklasik %31°1 iiciincii kusak sefalosporinlere direng gostermektedir
(Paterson, 2006; Davin ve Pages, 2015).

Firsat¢1 patojen olan Enterobacter’ler, nadiren primer insan hastaligina neden
olurlar. Klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiirleri E. cloacae ve E. aerogenes’tir.
Hayvan ve insan bagirsaginda, toprak, su ve kanalizasyon atiklar1 ve siit iirlinlerinde
bulunabilen bu bakteriler, cogunlukla balgam, idrar, yara, kan ve BOS’tan izole
edilmektedirler. Bu tez calismasinda Enterobacter cinsi izolatlar sirasiyla %41,10
(30/73) idrar, %21,92 (16/73) yara ve %16,44 (12/73) oraniyla kandan izole edilmistir.
Enterobacter tiirleri, ozellikle de YBU’deki kokenleri, birinci ve iiciincii kusak
sefalosporinlere direnclidir (Stimerkan, 2010). iran’da 2014 yilinda 110 Enterobacter
spp. izolat1 ile yapilan bir ¢alismada, izolatlardan %97,8’inin klavulanat/amoksisiline,
%71,1’inin sefoksitine, %62,2’sinin de trimetoprim/sulfametoksazole diren¢li oldugu
tespit edilmistir (Rizi ve ark. 2015). Bu tez calismasinda da Enterobacter cinsi
izolatlarin en diren¢li oldugu antibiyotikler %100 klavulanat/amoksisilin, %91,55
ampisilin ve %52,38 norfloksasin olarak saptanmistir. Ozellikle E. cloacae’nin son
yillarda antibiyotik kullaniminin segici baskisina paralel olarak énemli bir nozokomiyal

patojen haline geldigi bilinmektedir.
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Proteus tlrlerine de Enterobacter tirleri gibi toprak, su ve kanalizasyon
atiklarinda sik olmak iizere ¢evrede rastlanmaktadir. Insanlar icin firsatc1 patojen olarak
kabul edilen tirlerden P. mirabilis ve P. vulgaris, siklikla idrar, yara, kulak ve
bakteriyemilerden izole edilmektedir (Copur ve ark. 2013). Calismamizda P. mirabilis
izolatlar1 %77,36 (41/53) oraniyla en ¢ok idrardan izole edilmistir. P. mirabilis
izolatlarmimn  en  direngli  oldugu  antibiyotikler =~ %55  ampisilin, %48
klavulanat/amoksisilin, %39,62 trimetoprim/sulfametoksazol olarak saptanmustir.

Uriner kateterli hastalarda ilk 30 giin i¢inde bakteriiiri gelismektedir. Kisa siireli
ve uzun sureli kateterizasyonlarda P. mirabilis sik rastlanilan etkenlerden biridir (Orucu
ve Geyik, 2008).

Copur ve ark. (2013) bir hastanin idrar 6rneginden izole ettikleri P. mirabilis
(TRP41) izolatmin Sinif 1 integron tasidigini ancak Sinif 2 integron tasimadigini tespit
etmislerdir. Yaptiklar1 DNA sekans analizi sonucunda 2086 bp biiytikligtindeki Sinif 1
integronun yeni bir blapxa varianti tasidigini tespit etmisler ve blapxa-32o Olarak
adlandirmislardir.

Antibiyotikler 20. yilizyilin en biiyiik kesiflerindendir. Ancak antibiyotiklere
karst direng de antibiyotik ¢agimin ilk yillarinda ortaya ¢ikmistir. Antibiyotik direng
sorunu ile miicadele edilmesine ragmen diren¢ giderek artmaya devam etmektedir.
Antibiyotiklere karsi diren¢ gelisiminde en Onemli faktorlerden biri de lateral gen
transferidir (Stokes ve Gillings, 2011). Gram negatif bakterilerde antibiyotik
direnclilikleri siklikla ortak bir havuzdan mobil direng genlerinin edinimi ile olmaktadir.
Coklu direngli izolatlarda mobil genler, plazmid ya da kromozom iizerinde karmasik
yiginlar olarak bir arada bulunabilirler (Partridge, 2011; Malek ve ark. 2015).

Klinik bakteri izolatlar1 arasinda birgok integron smifi bulunmustur.
Enterobacteriaceae ailesi iginde en yaygm olaninmm Sinif 1 integronlar oldugu
gosterilmistir (Dakic ve ark. 2007; Avsaroglu ve ark. 2008; Dolapgt ve ark. 2010;
Budak ve ark. 2012). Integronlar, gen kasetlerinin igine gomiilii genlerin eksprasyonu
ve edinimini tesvik eden bakteriyel genetik elemanlardir (Coleman ve Holmes, 2005;
Stalder ve ark. 2012).

Giiney Cin’de 2004 yilinda Gram pozitif ve Gram negatif toplam 118 adet klinik
izolat kullanilarak yapilan calismada, sinif 1 integron %76,3 (90/118) ve sinif 2 integron
%0,8 (1/118) oraninda tespit edilmis; 4 adet izolatin da hem Simif 1 hem de Simif 2

integrona sahip oldugu rapor edilmistir. Smif 3 integrona ise higbir izolatta
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rastlanmamustir (Yan ve ark. 2010). Tanzanya’da 2004-2005 yillar1 arasinda toplanan 13
Enterobacter cloacae’de sinif 1 integron varligi arastirilmis ve %84,62 oraninda
bulunmustur (Manyahi ve ark. 2017). Iran’da 2014’te 110 Enterobacter izolatin
%41’inde simif 1, %8,18’inde hem smif 1 hem sinif 2 ayni1 anda tespit edilirken, Sinif 3
integrona rastlanmamistir (Rizi ve ark. 2015). Calismamizda, Enterobacter cinsine ait
suslarin %30,14’tinde (22/73), P. mirabilis’e ait izolatlarin %39,62’sinde (21/53) siif 1
integrona rastlanmistir. Enterobacter cinsine ait izolatlarin hig¢birinde smif 2 integron
saptanmazken, P. mirabilis’e ait izolatlarin %41,50’sinde (22/53) sinif 2 integron tespit
edilmistir. Degerlendirilen 53 P. mirabilis izolatindan 11°inin (%20,75) hem sinif 1 hem
de smif 2 integron tasidigi tespit edilmistir. Tablo 5.1°de farkli iilkelerde Proteus
izolatlarinda integron varliginin arastirildigi calismalarin sonuclar1 verilmistir.

Tablo 5. 1. Farkl iilkelerde Proteus izolatlarinda integron varhigmin arastirildig

calismalar
Arastirma Yeri Donemi Izolat Ornek Kaynak Integron / (%)
ekibi sayisi
Solimanve | Misir 2014- P.mirabilis 2 (Soliman ve | siuf 1/%100
ark. 2015 ark. 2017)
Malek ve Misir 2012- Proteus 9 (Malek ve sif 1/%44,44,
ark. 2014 spp. ark. 2015) sinif 2/%0
Weiveark. | Cin 2011- Proteus 153 (Wei veark. | sinif 1/%63,
2012 spp. 2014) simif 2/%66
Liu ve ark. Cin 2009- Proteus 8 (Liu ve ark. sinif 1/%16,7
2010 spp. 2010)
Manyahi ve | Tanzanya 2004- P.mirabilis 6 (Manyahi ve | simf 1/%83,33
ark. 2005 ark. 2017)
Reyes ve Sili 1998- P.mirabilis 30 (Reyes ve siif 1 ve simf
ark. 2000 ark. 2003) 2/%56,67, simf2 /
913,33, smif 3/%0
White ve Avustralya | 1988- Proteus 13 (White ve sinif 1/%15,38, siif
ark 1999 spp. ark. 2001) 2/%30,77

Malezya’da tez ¢alismamiza benzer sekilde 5°-CS/3’-CS ve hep 74/hep 51

primerleri  kullanilarak  yapilan  ¢aligmada, c¢oklu antibiyotiklere  direngli
Enterobacteriaceae ve Pseudomonas tiirlerinde integron varligi arastirilmis ve ¢aligilan
147 6rnegin %45,6’smin smif 1, %2’°sinin ise Sif 2 integron tasidigi tespit edilmistir.
Smif 3 integron da arastirilmis ancak tespit edilememistir. Ayrica, 150 bp’lik
amplikonlarin gen kaseti tasimayan integronlar oldugu tespit edilmistir. Mokracka ve

ark. da (2011, 2012) E. cloacae izolatlarinda gen kaseti tasimayan 180 bp’lik degisken

61



bolgeler tespit etmislerdir (Mokracka ve ark. 2011; 2012; Kor ve ark. 2013). Bu tez
calismasinda ise, sinif 1 integron varligi %37,30 (47/126), simif 2 integron varligi ise
%17,46 (22/126) oraninda tespit edilmistir.

Sinif 1 integronun B-laktam, bltiin aminoglikozitler, trimetoprim, kloramfenikol,
fosfomisin, makrolidler, rifampin, kinolon gibi 130’dan daha fazla gen kaseti icerdigi
bilinmektedir (Escudero ve ark. 2015). Enterobacteriaceae ailesine ait farkli tiirlerin
dahil edildigi bir ¢aligmada sinif 1 integrona ait 800, 1000, 1500 bp biiyiiklerde bantlar
oldugu goriilmistiir. 800 bp’lik integronun aacA4, 1000 bp’lik integronun aadA ve
1500 bp’lik integronunda dfrl ve aadAl gen kasetlerine sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Her bant i¢in promotor dizilerinin ayni oldugunu rapor etmislerdir. Bu da,
integronlarin promotor bdlgelerinin sabit ve korundugunu gostermektedir. Boylelikle
direng genlerinin bir bakteriden digerine aktarilmasi kolaylagsmaktadir (Martinez ve ark.
1999). Bu tez ¢alismasinda da, sinif 1 integrona ait 800 ve 1150 bp olmak iizere iki
farkli bolgede bant varlig1 belirlenmistir. Bu da bize izolatlardan bazilarinin birden fazla
gen kaseti tasiyor olabilecegini gostermektedir.

Toplum kokenli ve Kklinik izolatlardan elde edilen c¢ok ilaca direncli
Enterobacteriaceae izolatlarinda sinif 1 integronun yaygin oldugu gdosterilmistir.
Integronlarin antibiyotik direng genleri tasidiklari bilinmektedir (Leverstein-van Hall ve
ark, 2003). Enterobacteriaceae tirlerinde gorulen direng ile micadelede multidisipliner
yaklasim olduk¢a Onemlidir. Bu miicadelede O6nem verilmesi gereken unsurlar;
stirveyans ve geri bildirim, antimikrobiyal kullaniminin kontrolii ve akilci enfeksiyon
kontrol dnlemleridir (Besirbellioglu, 2010).

2011-2012 wyillarinda yapilan bir g¢alismada 137 Enterobacter spp. klinik
izolatlarindan 83‘linlin (%61) ¢ok ilaca diren¢li oldugu ve bu direngli izolatlardan
52°sinin (%63) sinif 1 integron tasidig1 tespit edilmis olup, ¢ok ilaca direng saptanmasi
ile siif 1 integron tasiyiciligi arasinda bir iligkili oldugu saptanmistir (Peymani ve ark.
2014). Sonuc olarak ¢ok ilaca direncli Enterobacteriaceae tiirleri 6nemli halk sagligi
problemi teskil etmektedir. Bu gibi suglarin hastane ortaminda yayilmasi sonucu
tedavisi gii¢ olan enfeksiyonlarin sayisi da artacaktir. Integron tasiyan izolatlarin
tasidig1 epidemik giicii belirlemek, hizli tedavi ve uygun antibiyotik secimi saglanmasi
acisindan integron tespiti ve antibiyotik direng genlerinin karakterizasyonunu temel alan

calismalarin yapilmasi oldukg¢a 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

YBU’ler fizyolojik agidan durumu stabil olmayan ve hastanede yatan hastalar
arasinda en agir klinik tablosu olan hastalarin tedavilerinin yapildigi birimlerdir. Gram
negatif bakterilerin 6zellikle YBU olmak iizere hastane enfeksiyonlarina neden oldugu
bilinmektedir. Ancak bakteriler arasinda hizla yayilan antibiyotik direnci tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bunun i¢in bakterilerin hangi antibiyotiklere direngli oldugu ve bu
direncin bakteriler arasinda nasil yayildigi iyi bilinmeli ve en etkili, en dogru antibiyotik
kullanimi saglanmalidir.

Bu calisma ile Giresun Prof. Dr. A. ilhan Ozdemir Devlet Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, ¢esitli YBU’lerde yatan hastalarin ¢esitli klinik
orneklerinden izole edilen Enterobacter spp. ve Proteus mirabilis izolatlarinda, sinif 1
ve smif 2 integron degisken bolgelerinin varligi PCR metodu ile arastirilmistir. Calisma
ile simf 1 integron varliginin Enterobacter izolatlarinda 930,14, P. mirabilis
izolatlarinda ise %39,62 oldugu g0sterilmistir. Ayrica P. mirabilis izolatlarinin
%41,50’sinin smif 2 integron tasidigi ancak Enterobacter spp. izolatlarmin higbirinin
siif 2 integrona sahip olmadigi tespit edilmistir. Calisilan P. mirabilis izolatlarinin
11’inin (%20,75) hem smif 1 hem de simf 2 integronlarin her ikisini birden tasidigi
tespit edilmistir.

Glinlimiizde hastane enfeksiyonlarinda ve toplum kokenli enfeksiyonlarda
antibiyotik direnci giderek artmaktadir. Penisiline kars1 direncli pnémokoklar, metisilin
direngli S. aureus’lar (MRSA), koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), vankomisin
direncli enterokoklar (VRE), ESBL pozitif Enterobacteriaceae grubu bakteriler ve
coklu ilag direnci gosteren Gram negatif basiller tedavide sorun yaratan
mikroorganizmalar olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar. Ancak, giin gectikge cogalan
antibiyotik direnci nedeniyle, bu durumun daha da kétiiye gidecegi diisiiniilmektedir.

Gelecekte timuyle direngli Gram negatif basiller, vankomisin direngli S. aureus
gibi daha sorunlu mikroorganizmalarla da karsilasacagimiz bir gergektir. Antibiyotik
direncinin yayilmasinin Onlenmesinde, uygun antibiyotik kullanimi ve rehberlere
uyumun yani sira yeni antimikrobiyal siniflarinin da gelistirilmesi gerekmektedir.

Literatiir taramalar1 sonucunda Ulkemizde Enterobacter ve Proteus cinsleriyle

ilgili integron tasiyicihiginin arastirildigi az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Bu bakteriler
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ile yapilacak ileri caligmalarla dirence neden olan mekanizmalar, integronlarin
tasidiklar1 gen kasetlerinin tespiti, integronlara iliskin epidemiyolojik veriler ve risk
faktorleri daha iyi ortaya koyulabilecektir. Boylece 6zellikle YBU’lerde enfeksiyon
kontrolli ve tedavi protokolleri daha da etkin ve verimli olarak gergeklesebilecektir.
Giresun’da, direng genlerinin transferinde rol alan integronlarin varliginin arastirildigi
ilk ¢alisma olmas1 agisindan bir baglangi¢c olma niteligindeki bu ¢alismanin, bundan

sonraki yapilacak olan ¢aligsmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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