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OZET

YUKSEK LiSANS / DOKTORA TEZi

KLINIK Klebsiella pneumoniae IZOLATLARINDA VIRULANS
GENLERIN BELIRLENMESI

SAHIB ABBAS WAHHAB AL-KUBAISI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Elif SEVIM

Klebsiella pneumoniae, memelilerin mukozal yiizeylerinde ve gevrede yaygin olarak (toprak,
su vb.) bulunan Gram negatif kapsiillii bir bakteridir. Insanlarda, bu bakteri gastrointestinal
sistemde ve daha seyrek olarak nazofarenkste kolonize olur ve buradan dolasima girerek diger
dokular1 enfekte edebilir. Patojenik K. pneumoniae suslari, idrar yolu, solunum yolu ve kan
enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere cok ¢esitli bulasici hastaliklara neden olma potansiyeline
sahiptir. Bu bakteri ayn1 zamanda patojenitesine katkida bulunan farkl: viriilans faktorlerine
sahiptir. Konak¢i savunmalarinin istesinden gelmelerini saglayan kapsiiller, fimbrialar,
lipopolisakkaritler (LPS) ve sideroforlar bu viriilans faktorlerinden en Onemlileridir.
Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen ve Vitek-2 otomatize sistem ile K. pneumoniae
olarak tamimlanan 24 adet izolat Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvari stoklarindan alimmuistir. Izolatlarin total DNA’lar1
kaynatma yontemi ile izole edilmistir. izolatlarin kapsiil olusumu ile ilgili rmpA, magA ve
wcaG genleri, LPS ile ilgili uge ve wabG genleri, tip-1 ve Tip-II fimbria ile iligkili fimH ve

mrkD genleri, nitrojen mekanizmasi ile ilgili ureA ve allS genleri ve siderofor iiretimi ile



ilgili iutA, iroD, ybtA ve entB genlerinin varligi ve kapsiil serotipleri spesifik primerler
kullanilarak PZR yardimi ile arastirilmigtir. Bunun yani sira izolatlarin hipermukoviskozite
(hmv) 6zelligi string test ile fenotipik olarak belirlendi. Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda
sadece Kpl2 izolatinin hmv 6zelligine sahip oldugu tespit edildi. Gergeklestirilen PZR
calismalar1 sonucunda izolatlarin tamaminda wabG ve uge genlerini, % 96 (23/24)’sinda entB
geni, %87,5 (21/24)’inde mrkD ve ureA genleri, %62,5 (15/24)’inde ybtA geni, %8
(2/24)’inde allS geni ve %4 (1/24)’linde rmpA geni tespit edilmistir. Buna karsin hicbir
izolatta wcaG, magA, iutA, iroD ve fimH genleri ve kapsiil tespit edilememistir. Enfeksiyon
etkeni K.pneumoniae izolatlarinda kapsiil, LPS yapi, adezinler, sideroforlar ve
hispermuskovizkozite 06zelligi bu izolatlarin patojenitelerinin temelini olusturmaktadir.
K.pneumoniae’ya bagli enfeksiyonlarin kontroliinde antibiyotik direncinin yani sira bu
viriilans faktorlerinin siirekli takibi bu bakteri tarafindan neden olunan enfeksiyonlarin

onlenmesi, teshisi ve tedavisinde yeni stratejiler gelistirmeye yardimci olabilir.
Aralik 2022, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: K. pneumoniae, virtilans genler, hipermukoviskozite, kapsiil serotipi
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF VIRULANCE GENES IN CLINICAL
KLEBSIELLA PNEUMONIAE ISOLATES

SAHIB ABBAS WAHHAB

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Elif SEVIM

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterium which has capsule and was found on the
mucosal surfaces of mammals and commonly in the environment (soil, water, etc.). In
humans, K. pneumoniae colonizes in the gastrointestinal tract and, less frequently, in the
nasopharynx, and infects other tissues by entering circulation system. Pathogenic strains of K.
pneumoniae have the potential to cause a wide range of infectious diseases, including urinary
tract, respiratory tract, and blood infections. This bacterium has also different virulence
factors that contribute to its pathogenicity. Capsules which allow them to overcome host
defenses, fimbria, lipopolysaccharides (LPS) and siderophores are the most important of these
virulence factors. In our study, 24 isolates isolated from clinical samples and identified as K.
pneumoniae with Vitek-2 automated system were taken from Kirgehir Ahi Evran University
Training and Research Hospital, Medical Microbiology laboratory stocks. The total DNA of
the isolates was extracted by the boiling method. The presence of rmpA, magA and wcaG
genes related to the capsule formation, uge and wabG genes related to LPS, type | and Type-II
fimbria-related fimH and mrkD genes, ureA and allS genes related to nitrogen mechanism,

iutA, iroD ybtA and entB genes related to siderophore production and capsule serotypes of

xii



the isolates were investigated by PCR wusing specific primers. In addition, the
hypermucoviscosity (hmv) properties of the isolates were phenotypically determined by string
test. As a result of the studies, only isolate Kp12 was found to show hmv feature. As a result
of the PCRs, wabG and uge genes were detected in all isolates, entB gene in 96% (23/24),
mrkD and ureA genes in 87.5% (21/24), ybtA gene in 62.5% (15/ 24), allS gene in 8% (2/24)
and rmpA gene in 4% (1/24). However, wcaG, magA, iutA, iroD and fimH genes and
capsules were not detected in any isolate. In the infectious agent K.pneumoniae isolates,
capsule, LPS structure, adhesins, siderophores and hypermucoviscosity feature form the basis
of the pathogenicity of these isolates. Continuous monitoring of antibiotic resistance as well
as these virulence factors in the control of infections caused by K. pneumoniae, may help
developing new strategies in the prevention, diagnosis, and treatment of infections caused by

this bacterium.
December 2022, 60 Pages

Keywords: K. pneumoniae, virulence genes, hypermuscoviscosity, capsule serotype
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1. GIRIS

Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif bir bakteridir. Bu
bakteriler hem toprak hem de su ortamlarinda bulunur, ancak insanlar tipik olarak K.
pneumoniae enfeksiyonlart i¢in birincil rezervuar olarak kabul edilirler. K. pneumoniae
baslangigta 100 yil once bir patojen olarak tammlandi. Ilk olarak, en sik bagisiklig
baskilanmis bireylerle iligkili toplum kdkenli bir pndmoni olan Freidlander pnémonisinden
sorumlu bakteri olarak tanimlandi. Gegmisten giiniimiize kadar gegen siirede K. pneumoniae
diinya ¢apinda 6nde gelen hastane patojeni haline geldi. Raporlar, K. pneumoniae'nin tiim
hastane enfeksiyonlarinin % 8'inden sorumlu oldugunu tahmin etmektedir (Murphy ve Clegg,
2012).

K. pneumoniae, pnomoniler, idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemiler ve karaciger apseleri
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden olur. Tarihsel olarak, K. pneumoniae
oncelikle bagisikligi baskilanmis bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden olmustur (Paczosa ve
Mecsas, 2016). Ilk olarak 1980'lerde Tayvan'da endoftalmi ile birlikte karaciger apsesine
neden olan benzersiz bir K. pneumoniae vakasi rapor edildi ve etken organizma hipervirulant
K. pneumoniae (hvKP) olarak belirlendi (Liu ve ark., 1986). O zamandan beri, hvKP klasik K.
pneumoniae’ye (kKP) gore sahip oldugu hiperviriilans nedeniyle yiiksek patojenite ve
mortalite ile iliskili baska bir patotip olarak kabul edildi (Lan ve ark., 2020). Ancak son
zamanlarda hiperviriilant suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, enfeksiyonlara duyarh
kisilerin sayisin1 saglikli ve bagisikligr yeterli olanlar1 igerecek sekilde genisletmistir. Ayrica,
K. pneumoniae suslari antibiyotiklere karsi giderek daha direngli hale geldi ve bu suslarin
neden oldugu enfeksiyonu tedavi etmeyi ¢ok zor hale getirdi. Hiperviriilent ve antibiyotige
direngli suslarin ortaya ¢ikmasi bu durumu daha da kotii bir hale getirdi (Paczosa ve Mecsas,
2016). Bu patotip 6zelligi kendisine ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter

tiirleri) patojenleri arasinda bir yer kazandirdi (Russo ve Marr, 2019).

K. pneumoniae’de kapsiil, lipopolisakkarit, fimbria ve sideroforlari igeren dort faktor iyi
calisilmis ve karakterize edilmis viriilans faktorleridir. Bunun yanisira K. pneumoniae daha az

karakterize edilmis ve hala karakterize edilen viriilans faktorlerine de sahiptir. Enfeksiyonu

1



bagarmak i¢in K. pneumoniae, once mekanik ve kimyasal engelleri agmali ve konagin
hiimoral bagisikligi ve hiicresel bagisikligi tarafindan taninmaktan kaginmalidir. Konakgiya
girdikten sonra, istilaci mikroorganizmalar, tanima reseptorleri araciligiyla bagisiklik
hiicreleri tarafindan taninir ve viicudu ¢esitli bagisiklik aracilar iiretmesi i¢in uyarir. Kapsiil,
K. pneumoniae'yi konagin immiin yanitlarindan korumada hayati bir rol oynar. RmpA,
kapsiiler polisakkaritlerin sentezini diizenleyen plazmit aracili bir virtilans faktoriidiir. RmpA
tastyan suglar, hvKP'nin yiiksek mukus fenotipi ve karaciger apsesi gibi piiriilan doku
enfeksiyonu ile onemli Slgiide iliskilidir. K. pneumoniae sahip oldugu fimbrialar ile epitel,
immiin hiicreler ve abiyotik ylizeylere bakteriyel yapigsmayi destekler. K. pneumoniae
suglarindaki Lipopolisakkarit yap1 (LPS), kismen modifiye edilebilir ve bu, K.
pneumoniae'nin konakgi hiicre tarafindan taninmamasina yol agar. inflamatuar yamit inhibe
edilir ve bu modifikasyonlar sayesinde bakterilere olan ilgi azalir. Ayn1 zamanda, demir elde
etme yetenegi, bakterilerin biliylimesi ve ¢ogalmasi i¢in kritik Oneme sahiptir. K.
pneumoniae'de enterobaktin, yersiniabaktin, salmokelin ve aerobaktin olmak tizere dort demir
tastyict molekiil vardir. Hem kKP hem de hvKP bulunan enterobaktin demir igin en yiiksek

afiniteye sahiptir ve ana demir absorpsiyon sistemi olarak kabul edilir (Wang ve dig., 2020).

1.1. Amacg

K. pneumoniae, patojenitesine katkida bulunan birka¢ viriilans genini barindirabilir. K.
pneumoniae viriilans genlerinin tiimii tek basina veya kombinasyon halinde K. pneumoniae ile
enfeksiyonun baslamasina, yayilmasina, ciddiyetine ve sonucuna cesitli derecelerde katkida
bulunur. Bununla birlikte, iilkemiz ve bdlgemizde klinik Orneklerden elde edilen K.

pneumoniae izolatlarinda viriilans genlerinin sikligini bildiren galigmalar sinirhidir.

Bu tez calismasmin amaci; Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Egitim ve Arastirma
Hastanesinde, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda bulunan

virtilans genlerin tespit edilmesi ve izolatlarin molekiiler pathogenezinin belirlenmesidir.

1.2. Onem

Patojenik K. pneumoniae, birden fazla tiirde viriilans geni barindirir. K. pneumoniae

barindiran tek bir viriilans geni ile invaziv enfeksiyon bile kotii sonuglara yol agabilir.



Viriilans genlerinin PZR ile tespiti, onlar1 karakterize etmeye ve farkli konak¢1 ortamlarinda

nasil ¢alistiklarin1 anlamaya yardimci olacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ESKAPE Patojenler

Hastane enfeksiyonlari ile giderek iligkili olan antimikrobiyal direngli patojenlerin sayisinin
artmasi, saglik sistemlerine belirli etkileri olmakta ve 6nemli kiiresel ekonomik maliyetlere
sebep olmaktadir. Bu etkiler arasinda yiiksek mortalite ve morbidite oranlari, artan tedavi
maliyetleri, tanisal belirsizlikler ve tibba olan giiven eksikligi sayilabilir. Hastane temelli
stirveyans calismalarinin yani sira Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi'nden elde edilen
verileri kullanan son raporlar, bir grup hastane patojeninden “ESKAPE patojenleri” olarak
bahsetmeye baslamistir. ESKAPE, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirlerinden
olusan hem Gram pozitif hem de Gram negatif tiirleri kapsayan bakteri grubunun
kisaltmasidir. Bu bakteriler, kritik derecede hasta ve bagisikligi baskilanmis bireyler arasinda
yasami tehdit eden hastane enfeksiyonlarinin yaygin nedenleridir ve potansiyel ilaca direng

mekanizmalar ile karakterize edilirler (Santajit ve Indrawattana, 2016).

Subat 2017'de, yeni antibiyotiklerle ilgili arastirma ve gelistirmeye odaklanmak ve rehberlik
etmek i¢in Diinya Saglik Orgiitii (DSO), yeni antimikrobiyal gelistirmeye acilen ihtiyag
duyulan patojenlerin listesini yayimnladi. Bu genis liste icerisinde ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) patojenleri “Oncelikli statii” olarak
belirlendi. ESKAPE patojenleri, genetik mutasyon ve mobil genetik elementlerin edinimi
yoluyla oksazolidinonlar, lipopeptitler, makrolidler, florokinolonlar, tetrasiklinler, J-
laktamlar, B-laktam/B-laktamaz inhibitor kombinasyonlari, karbapenemler ve glikopeptitler

gibi bir¢ok antibiyotige kars1 direng mekanizmalar1 gelistirmistir (De Oliveira ve dig., 2020).

2.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, ESKAPE patojenlerinden biridir. Bakteri, Enterobacteriaceae

ailesinin g¢ubuk seklinde bir iyesidir. Klebsiella pneumoniae, Gram negatif, kapsiillii,



hareketsiz, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Ilk olarak 1875'te Edwin Klebs tarafindan
pnomoniden 6lmekte olan bir hastanin hava yollarindan izole edilmis ve daha sonra 1882'de
Carl Friedlander tarafindan tanimlanarak bir siire Friedlander basili olarak adlandirilmistir.
Klebsiella tiirleri igerisindeki K. pneumoniae énemli klinik etkileri olan firsat¢1 ve iyatrojenik
bulasic1 patojendir. Insanlarda, Klebsiella siklikla herhangi bir semptomatik hastaliga neden
olmadan nazal ve sindirim sistemini kolonize eder. Bununla birlikte, konak bagisikligi patojen
biiyiimesini kontrol edemediginde kolonizasyon bir enfeksiyona doéniisebilir (Chang ve dig.,

2021; Tamou, 2021).

K. pneumoniae, pnomoniye neden olan hastane ajanlarimin en yaygin tiiriidiir. Klebsiella,
enfekte olmus kisisel veya diger hastalarla dogrudan temas yoluyla saglik tesislerinde hizla
yayilabilir ve hastane salgilarina ve toplum kokenli pnomonilere neden olabilir. Pnémoni
disinda, K. pneumoniae idrar yolu enfeksiyonlarindan da siklikla sorumludur ve E. coli‘den
sonra en sik goriilen ikinci nedendir. Akcigerler ve mesanedeki K. pneumoniae birincil
enfeksiyonlart kana yayilarak bakteriyemiye neden olarak yiiksek morbidite ve mortalite
oranlarina neden olabilir. Antibiyotiklere direng saglayan biiylik bir "aksesuar" genomlarimin
olusu, horizontal gen transferi yoluyla diger bakterilerden yeni genler elde etme yetenegi,
bakteriyi koruyan bir kapsiil yapisinin olmasi K. pneumoniae’yi bu kadar 6liimciil yapan en
onemli 6zelliklerdir (Guerreiro, 2016; Tamou, 2021).

Coklu ilaca direngli olup olmadiklarina bakilmaksizin normalde saglikli bireylerde (idrar yolu
enfeksiyonlart hari¢) nadiren hastaliga neden olan K. pneumoniae suslarimi “klasik suslar”
(KKP) olarak degerlendirilir. Diyabet veya malignitelerden mustarip kisiler de dahil olmak
tizere bagisikligi baskilanmig bireylerde, KKP suslari pndmoni, bakteriyemi veya menenjit
gibi ciddi enfeksiyonlara neden olur. kKP suslarinin ilag direnci tasinmasi tedavi edilmelerini
daha zor hale getirmesine ragmen, suslarin viriilansin1 artirmaz. Bununla birlikte, 1980'lerden
beri, saglikli bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden olabilen K. pneumoniae suslari ilgi
odagidir. Bu suglar, hem saglikli hem de bagisiklig1 baskilanmis popiilasyonlar: enfekte etme
yetenekleri ve bu enfeksiyonlarin invaziv olma egiliminin artmasi nedeniyle klasik K.
pneumoniae suslarina kiyasla hiperviriilant (hvKP) olarak kabul edilir. Bu ek viriilans, kapsiil
iretimini arttiran ve ayrica sideroforlart kodlayan genleri igeren 200 ila 220 kb'lik bir

plazmitin edinilmesiyle iligkilidir (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Birgok arastirmaci, ¢oklu ilaca direngli ve viriilant klonun, bir antimikrobiyal diren¢ ve
viriilans genler havuzuna erisme yetenegine sahip oldugunu ve bunun da potansiyel olarak
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saglikli insanlarda tedavi edilemeyen ve zor enfeksiyonlara neden olan ¢oklu ilag, hvKP klon

kabiliyetinin ortaya ¢ikmasina izin verdigini kesfetmistir (Cheng ve dig., 2007).

Cesitli  viriilans  faktorlerinin - K. pneumoniae'nin enfektivitesine yardimci oldugu
gosterilmistir. Bu viriilans faktorleri, hvKP suslarinda gozlenen c¢esitli immiin yanitlara ve
ilgili fenotiplere yol agan kapsiil, lipopolisakkarit, adezin ve sideroforlar1 igerir (Chang ve
dig., 2021).

2.3. K. pneumoniae Viriilans Faktorleri

Klebsiella pneumoniae, pnémoniler, idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemiler ve karaciger
apseleri dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden olur. Tarihsel olarak, K.
pneumoniae oncelikle bagisikligi baskilanmis bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden olmustur,
ancak son zamanlarda hiperviriilent suslarin ortaya c¢ikmasi ve yayilmasi, enfeksiyonlara
duyarl kisilerin sayisin1 saglikli ve bagisikligi yeterli olanlari igerecek sekilde genisletmistir.
Ayrica, K. pneumoniae suslar1 antibiyotiklere karsi giderek daha direncgli hale geldi ve bu
suglarin neden oldugu enfeksiyonu tedavi etmeyi ¢ok zor hale getirdi. K. pneumoniae,
gelismek ve kendisini konak¢inin bagisiklik tepkisinden korumak icin bir¢ok strateji kullanir.
Bugiine kadar, K. pneumoniae'de iyi tanimlanmis dort ana viriilans faktorti sinifi vardir (Sekil
1). Bu viriilans faktorleri kapsiil; lipopolisakkarit (LPS); sideroforlar; ve pili olarak da bilinen

fimbriadir (Cortes ve dig., 2002; Paczosa ve Mecsas, 2016).

Yakin zamanda K. pneumoniae viriilans: i¢in 6nemli olan birka¢ baska faktor tanimlandi.
Bununla birlikte, bu faktorler heniiz tam olarak tanimlanmamig olup etki mekanizmalarini ve
klinik 6nemini tam olarak anlamak i¢in calismalar yapilmaktadir. Bu viriilans faktorleri,
OMP'leri, porinleri, akis pompalarin1 ve allantoin metabolizmasinda yer alan genleri igerir

(Paczosa ve Mecsas, 2016).



Type 3 fimbri
i Klasik K. pneumoniae y fimbria
Sideroforlar:
Enterobaktin # Fe3*

Yersiniabaktin ¢ Fe3*

Type 1 fimbria

Kapsiil (K1-K78)
LPS

Sideroforlar:
Enterobaktin # Fe3*
Yersiniabaktin ¢ Fe3t
Salmokelin A Fe3+
Aerobaktin @ Fe3+

Hiperkapsul

(K1 &K2) Type 1 fimbria

perviriilent K. pneumoniae  Type 3 fimbria

Sekil 2.1. Klasik ve hiperviriilent K. pneumoniae (Kp) suslarinda virtilans faktorleri. Kapsiil, LPS,
fimbria (Tip 1 ve Tip 3) ve sideroforlar (Paczosa ve Mecsas, 2016).

2.3.1. Kapsiil

Hiicreyi kaplayan bir polisakarit matrisi olan kapsiil, K. pneumoniae viriilansi igin gereklidir
ve tartigmasiz K. pneumoniae'nin en kapsamli ¢alisilmis viritilans faktoriidiir (Lawlor ve dig.,
2006). Yapilan c¢alismalar kapsiilsiz K. pneumoniae suslarinin fare modellerinde
akcigerlerdeki bakteri ylikiinlin azalmasina, daha diisiik fare 6liim oranlarina ve bakterilerin
sistemik olarak yayillamamasina bagli olarak kapsiillii suslardan onemli Ol¢iide daha az
oldiirticti oldugunu gostermisdir (Cortes ve dig., 2002; Lawlor ve dig., 2006). Ayrica, hvKP
suslar, tipik kapsiilden daha saglam olan bir mukoviskoz ekzopolisakarit bakteri
kaplamasindan olusan, hipermukoviskozite (hmv) olarak da bilinen bir hiperkapsiil iiretir. Bu

hiperkapsiil, hvKP’nin patojenitesine 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilir (Yeh ve dig., 2007).

K. pneumoniae viriilansinda kapsiiliin bir dizi farkli islev ve rolii tanimlanmistir. Birincisi,
kapsiil, bagisiklik hiicreleri tarafindan bakterilerin fagositozunu onler. Ikinci olarak, insan -
defensinleri 1 ile 3 ve laktoferrin gibi antimikrobiyal peptitlerin bakterisidal etkisini, bu
molekiilleri dis zardan uzakta baglayarak engeller. Ugiincii olarak, C3 gibi kompleman
bilesenlerinin membran ile etkilesimini bloke eder, boylece kompleman aracili liziz ve
opsonizasyonu Onler. Son olarak, NOD'a bagli bir yolun aktivasyonuna yardimci olarak ve
LPS'yi bagisiklik hiicresi reseptorleri tarafindan taninmaktan koruyarak bagisiklik tepkisinin

ani aktivasyonunu onler (Sekil 2.2) (Paczosa ve Mecsas, 2016).
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Sekil 2.2. K. pneumoniae viriilansinda kapsiiliin rolii (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Hem kKP hemde hvKP suslarindaki kapsiil K antijenleri olarak adlandirilan kapsiiler
polisakkaritlerden olusur (Paczosa ve Mecsas, 2016). Bu antijen Klebsiella suslarinin
serolojik olarak tiplendirilmesinde kullanilir. Kapsiil dort ile alti sekerden ve siklikla tironik
asitlerden (negatif yiiklii bilesenler olarak) olusan tekrarlayan alt birimlerdir (Podschun ve
Ullmann, 1998). K tiplendirmesi 1926'da, 1970'lere kadar daha da gelistirildi ve hala yaygin
olarak kullanilan bir karakterizasyon yontemidir. K. pneumoniae icin bugiine kadar en az 79
K tipi vardir, bunlardan bazilar1 deneysel modellerde ve belirli insan enfeksiyonlarinda giiclii
bir sekilde viriilans ile iliskilidir (Brisse ve dig., 2013; Zhu ve dig., 2021). Sekiz tip K-antijeni
(K1, K2, K5, K16, K20, K54, K57 ve KN1) hiperviriilans ile iligkilidir. K1 ve K2 antijen
tipleri ise en yaygin olanlaridir (Lee ve dig., 2016). K antijenleri geleneksel olarak serolojik
yontemler kullanilarak tiplendirilir. Ancak son zamanlarda, K-antijen tiplemesi siklikla wzi

lokusunun sekanslanmasiyla gerceklestirilir (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Kapsiil iiretimini igeren genler, kromozomun kapsiiler polisakkarit sentezi (cps) bolgesinde
bulunur. cps gen kiimesi bolgesi (galF'den ugd'ye) 20'den fazla geni barindirir. Bu genler
galF, wzi ve. manC genlerin yukarisinda bulunan ii¢ promotor araciligi ile ekspres edilir
(Sekil 2. 3). Bu genler arasinda wbaP geninin kodladig1 protein kapsiil biyosentezinin ilk
adimina aracilik eder ve bu genin silinmesi, bozulmus kapsiil tiretimine neden olur (Ernst ve
dig., 2020). wzx geninin kapsiil biyosentezindeki islevi, hiicre igerisinde sentezlenen polimeri
sitoplazmadan periplazmik bosluga aktarmakdir. wzy geni tarafindan kodlanan protein, yakala
ve birak mekanizmasi yoluyla polimerizasyona katilir. wza ve wzc genleri tarafindan kodlanan

proteinler, kapsiiler polisakkaritlerin bir araya getirilmesinden ve bunlarin periplazmadan



bakteri ylizeyine tasinmasindan sorumlu bir translokasyon kompleksi olusturur. wzb geninden
kodlanan protein wzc iizerindeki katalitik alanla birlesir ve sirayla wzc'yi fosforile eder.
Serotipe 6zgli gen wzi, kapsiiler polisakkaritleri dis zara sabitleyerek bakteri kapsiiliiniin
olusumuna yardimci olan bir dis zar proteinini kodlar ve wzi eksikligi kapsiilsiiz fenotipler
verir. wzy geni, farkli cps tiplerini karakterize etmek i¢in siklikla bir hedef olarak kullanilan
serotipe Ozgli bir hedef olarak kabul edilir. Sasirtict bir sekilde, 2004'te kesfedilen
kromozomal mukoviskozite ile iligkili gen A'nin (magA) daha sonra K1 lokusundaki (yani
K1 wzy) wzy geni oldugu bulundu. Ek olarak, magA (K1 wzy) kapsiiler polisakkarit sentezi
icin gereklidir ve hipermukoviskozitede ve kompleman aracili lizise karst direngte 6nemli bir
rol oynar. magA mutantlarinin bu &zelliklerini kaybettigi tespit edilmistir. Bu nedenle,
magA'nin viriilansla iligkili bir faktor olarak hareket ettigi ancak K1 izolatlariyla sinirh
oldugu varsayilmaktadir. Yiiksek kapsiil iiretkenligi, cps kiimesinde bulunanlara ek olarak bir
dizi viriilans genede dayandirilir. Bu genler; kapsiil sentezi regiilasyonu (rcsA, rcsB, rcsC,
rcsD), mukoid fenotip regiilasyon A ve A2 (rmpA ve rmpA2) ve Klebsiella viriilans
regiilasyon (kvrA ve kvrB) genleridir. Bu genler, cps lokusu i¢in pozitif transkripsiyonel

regiilasyon faktorleridir (Paczosa ve Mecsas, 2016; Zhu ve dig., 2021).

Rcs fosforlama sistem, baslangigta E. coli'de kolonik asit sentezi i¢in bir diizenleyici olarak
tanimlanan ve {i¢ ¢ekirdek proteinden, RcsC, ResD ve ResB'den olusan iki bilesenli bir sinyal
iletim sistemidir. RcsC proteini, ekstra sitoplazmik uyariyr algiladiktan sonra
otofosforilasyonu tistlenebilen ve ardindan uyaranlari ResD'ye aktarabilen bir transmembran
sensOr kinazdir. Son olarak sinyal, yardimci proteinlerle homodimer veya heterodimer
olugturan yanit diizenleyici olan RcsB'ye iletilir. Daha sonra fosforile RcsB, RcsA ile
etkilesime girer ve bu dimer, kapsiiliin biyosentezini aktive eden cps kiimesindeki promotora
baglanir (Sekil 2.3) (Guo ve Sun, 2017).
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Sekil 2.3. Kapsiil biyosentezinden sorumlu diizenleyici ve cps lokusundaki genler (Zhu ve dig., 2021).
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Diger bir regiilasyon geni olan K. pneumoniae’nin rmpA geni, rcsA'ya benzer sekilde kapsiiler
polisakkaritlerin biyosentezini aktive etmek igin RcsB'ye baglanir. Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki mutant rmpA” rcsB” suslari ve rmpA” rcsB* suslar kapsiil {iretimini artiramaz.
RmpA2, kapsiil iiretkenligini diizenlemek i¢in dogrudan cps gen promotoriine baglanabilir.
Ayrica, RmpA ve RmpA2, hvKP suslarinda hipermukoza fenotipi i¢in gerekliligi bilinen
diizenleyicilerdir. Kromozomda bulunan rcsA, rcsB ve rcsC'den farkli olarak, hem rmpA hem
de rmpA2 plazmit veya kromozom tarafindan kodlanabilmektedir. Kromozomal rmpA (c-
rmpA) integratif ve konjugatif bir elementte (ICEKp1) yer almaktadir. Plazmit aracili rmpA
(p-rmpA) K. pneumoniae suslarinda en yaygin olanidir. Bunun yanisira Fur (demir alininm
regiilatdor proteini), FNR (Fumarat nitrat rediiksiyon regiilasyon proteini) ve klasik K.
pneumoniae suslarinda bulunmayan diger regiilator KvrA ve KvrB proteinleri rmpA geni
izerine olusturduklar pozitif ve negatif regiilasyona bagli olarak kapsiil {iretimi {izerine etki
gosterirler. cAMP reseptor proteini (CRP), cps ekspresyonunu azaltir. Bu, manC ve wzi
promotorlari arasindaki dogrudan etkilesimin bir sonucudur (Sekil 2.3) (Zhu ve dig., 2021).

Kapsiil iiretim siireci transkripsiyon sonlandirmasini engelleyerek cps operonunu aktive eden
onemli bir transkripsiyon faktorii olan RfaH'ye ihtiya¢ duyar (Sekil 2. 3) . Bachman ve dig.
(2015) yaptiklar1 ¢alismada deney hayvani modellerinde bakteriyemi ile komplike akut
pnomoniye neden olan K. pneumoniae KPPRI1 susunun rfaH mutantinin kapsiil olusma

yeteneginin vahsi tiple karsilastirildiginda >10.000 kat azaldigin1 géstermistir.

2.3.2. Lipopolisakkarit (LPS)

Endotoksin olarak da bilinen LPS, tiim Gram-negatif bakterilerin hiicre zarmin dis kisminin
onemli ve gerekli bir bilesenidir. Bakteri tiirleri arasinda LPS yapilarinda énemli farkliliklar
olmasina ragmen, tipik olarak O antijeni, kor oligosakkarit ve lipid-A yapisindan olusur (Sekil
2. 4). Bu bilegenler sirastyla wb, wa ve Ipx gen kiimelerindeki genler tarafindan kodlanir
(Paczosa ve Mecsas, 2016; Zhu ve dig., 2021).

K. pneumoniae izolatlarinda tanimlanmis sadece 9 farkli O-antijen (O1, 02, O2ac, O3, O4,
05, O7, 08 ve 012) tipi vardir ve O1 klinik izolatlarda en yaygin olamidir. O-antijenin
biyosentezi, wzm, wzt, wbbM, glf, wbbN ve wbbO'dan olusan alti genli bir wb kiimesi
tarafindan kodlanan enzimler tarafindan yiiriitilir. wb kiimesi, korunmus bir gen
organizasyonuna sahiptir, ancak ilgili kodlama dizilerinde yiiksek genetik cesitlilik gosterir

(Hsieh ve dig., 2012). LPS'nin en distaki alt birimi olan O-antijen, konagin dogustan gelen
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bagisiklik sistemi tarafindan karsilasilan ilk molekiildiir ve patojenleri kompleman aracili
oldiirmeye kars1 korur (Zhu ve dig., 2021). Onceki ¢alismalar, O1:K2 kKP’deki O-antijenin,
makrofaj aktivasyonunu zayiflatarak ve bakteriyemiyi tesvik ederek bakteriyel viriilansa ve

oldiriiciilige katkida bulunabilecegini gostermistir (Lugo vd., 2007).

- O-antijen

} Kor oligosakkarit

Lipid A

Sekil 2.4. LPS yapis1 (Paczosa ve Mecsas, 2016).

K. pneumoniae igin kor oligosakkaritin sadece iki tiirii (tip 1 ve tip 2) karakterize edilmistir.
Bu iki tiir kor oligosakkarit iki farkli wa gen kiimesinin (13 gen) iriinleri tarafindan
sentezlenir. Tip 2 wa gen kiimesi, hldD, waaF, waaC, wabK, waalL, wabM, waaQ, wabG,
wabH, orfl0, waaA, waaE ve coaD'den olusur. iki wa gen kiimesi yalnizca iki gen ile
farklilik gosterir. Tip 1 wabl ve wabJ'ye sahipken, tip 2 wabK ve wabM'ye sahiptir. Farkli
hayvan modellerinde gergeklestirilen testlerde; waaC, waaF ve wabG kor oligosakkarit
genlerinde meydana gelen mutasyonlar viriilansi1 biiyiik dl¢iide zayiflatir ve deneysel idrar
yolu enfeksiyonlarinda o6nemli 6lgiide azalmis kolonizasyon yetenekleri gosterir.
Hipermukoviskozite gosteren hvKP suslari tip 2 kor oligosakkarit sentezler (Izquierdo ve dig.,
2003; Regue ve dig., 2005; Li ve dig., 2014).

Regue ve dig. (2004) yaptiklar1 ¢aligmada bir UDP galacturonate 4-epimeraz kodlayan uge
geninin K. pneumoniae viriilans1 igin gerekli oldugunu gosterdi. uge geni, hem hastaliga
neden olan hem de kommensal suslar dahil olmak {izere K. pneumoniae izolatlarinin gogunda

bulunur ve bu genin yoklugunda veya gendeki tek bir mutasyonda O™ fenotipe sahip suslar
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olusur. K. pneumoniae uge mutantlari, si¢anlarda deneysel idrar yolu enfeksiyonlari
olusturamadig1 ve iki farkli hayvan modelinde (septisemi ve pndmoni) tamamen aviriilent

oldugu tespit edildi.
2.3.3. Fimbria

Fimbrialar, K. pneumoniae viriilans faktorlerinin bagka bir sinifin1 temsil eder ve K.
pneumoniae adezyonunun onemli aracilaridir. En az dort tip fimbria (tip 1 fimbria, tip 3
fimbria, Kpc fimbria, KPF-28 adhesin) K. pneumoniae icin deneysel olarak karakterize
edilmistir. K. pneumoniae'de tip 1 ve 3 fimbria, patojenite faktorleri olarak karakterize edilen
baslica yapiskan yapilardir. K. pneumoniae kromozomlar1 tip 1 fimbria gen lokusu
(fimBEAICDFGHK), tip 3 fimbria gen locusu (mrkABCDF) ve regiilator gen lokus (mrkHI1J)
olmak {izere korunmus bir fimbria kodlayan bolge icerir (Di Martino ve dig., 1996; Struve ve

dig., 2009; Wu ve dig., 2010).

2.3.3.1. Tip 1 Fimbria

Tip 1 fimbria bakteri hiicre yiizeyinde dis zarin {izerinde ince, sert, yapiskan, iplik benzeri
yiizey uzantilaridir (Sekil 2.5). Hem klinik hem de ¢evresel K. pneumoniae izolatlarinin %
90'inda ve Enterobacteriaceae'nin hemen hemen tiim tiyelerinde ifade edilir. K. pneumoniae
tip 1 fimbrial gen kiimesi, Escherichia coli'ninkine benzerdir. fimA geni yapinin ¢ogunlugunu
olusturan FimA alt birimini kodlar. fimH geni yapinin ucundaki yapiskan 6zellik gosteren
FimH kiigiik alt birimini kodlar. Kiime i¢indeki diger genlerden fimF ve fimG kiigiik yapisal
alt birimleri, fimC fimbrial saperonu, fimD bir haberci proteini ve fiml tip 1 fimbria icin
gerekli olan fakat karakterize edilmemis bir {iriinii kodlar. K. pneumoniae ayrica E. coli
tarafindan taginmayan bir gen olan fimK genini tasir. fimK geni tarafindan kodlanan FimK
proteini, N-terminalinde varsayilan bir DNA baglama bolgesi ile transkripsiyonel diizenleyici
gorevi goriir. fimK transkripsiyonunu uyarmak igin spesifik olarak fimA'nin yukari bolgesinde
bulunan promotora baglanabilir. K. pneumoniae tip 1 fimbria, D-mannosile edilmis
glikoproteinlere yani hiicre dig1 matrisler {izerindeki mannoz igeren yapilara baglar ve bu
nedenle tip 1 fimbria tarafindan baglanma, siklikla “mannoza duyarli” baglanma olarak
adlandirtlir. K. pneumoniae tip 1 fimbria, idrar yolu enfeksiyonunun ilk olusumu igin
gereklidir. Ancak tip 1 fimbrianin K. pneumoniae'nin bagirsakta kolonize olma veya akcigeri
enfekte etme yetenegi tizerinde higbir etkisi yoktur (Paczosa ve Mecsas, 2016; Zhu ve dig.,
2021).
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Sekil 2.5. Tip 1 fimbrianin yapisi (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Tip 1 fimbrialarin, mesanede ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunun yani sira K.
pneumoniae tarafindan mesane hiicresi invazyonunda rolii vardir. Bununla birlikte, tip 1
fimbria birka¢ sekilde in vivo olarak K. pneumoniae viriilansi iizerinde olumsuz bir etki
olusturabilir. ilk olarak, tip 1 fimbria, makrofajlar ve nétrofiller tarafindan K. pneumoniae'nin
fagositozunu ¢ogaltir. ikinci olarak, FimH alt birimi, mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerine
baglanmay artirarak, bagisiklik hiicresi aktivasyonunun artmasina ve ardindan nétrofillerin
toplanmasina yol acar, bu da muhtemelen K. pneumoniae temizlenmesini artirir (Paczosa ve
Mecsas, 2016).

2.3.3.2. Tip 3 Fimbria

K. pneumoniae tip 3 fimbria, 2-4 nm genisliginde ve 0,5-2 um uzunlugunda sarmal benzeri bir
filamenttir. Fimbria, hiicre dis1 uzantilarin yapisal ve montaj bilesenlerini kodlayan bes
genden olusan mrk gen lokusu (mrkABCDF) tarafindan kodlanir. Yapinin biiyiik bir kismi
mrkA geninin kodladigi yapiyr sarmal seklini veren alt birimlerden olusur. Kollajen
molekiillerine baglanma yetenegine sahip olan yapigkan alt birim, mrkD tarafindan kodlanir
ve fimbriyanin ucunda bulunur (Sekil 2.6). MrkB ve MrkC'nin diger fimbrial gen
kiimelerinden gelen proteinlerle karsilagtirilmasi, bunlarin sirasiyla periplazmik saperonlar ve
iskele proteinleri ailesine ait oldugunu gosterir. MrkF ise fimbrialarin yiizey stabilitesinde rol

oynar (Murphy ve Clegg, 2012).
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Sekil 2.6. Tip 3 fimbria yapisi ve gen lokusu. A: K. pneumoniae’de yer alan tip 3 fimbrianin yapisi, B:
tip 3 fimbrianin yapisal ve montaj bilesenlerini kodlayan mrkABCDF gen lokusu (Murphy ve Clegg,
2012; Paczosa ve Mecsas, 2016).

Tip 1 fimbriaya benzer bir sekilde, tip 3 fimbria kodlayan operon hemen hemen tiim K.
pneumoniae izolatlarinda bulunur. Tip 3 fimbria, biiyiikk olasilikla mannoza direngli bir
sekilde epitel hiicrelerine, bobrek ve akciger dokularina in vitro yapigsmaya aracilik eder. Tip 3
fimbrialarin K. pneumoniae biyofilm iiretimi ve tibbi cihazlara baglanmasi igin gerekli oldugu
bulunmustur.Tip 3 fimbria i¢in spesifik bir hiicre yiizeyi reseptdrii heniiz tanimlanmamis olsa
da, bunlarin tip IV ve V kollajenler gibi hiicre dis1 matris proteinlerini bagladig gosterilmistir

(Paczosa ve Mecsas, 2016).

2.3.4. Sideroforlar

Demir, K. pneumoniae tarafindan ihtiya¢ duyulan sinirli bir kaynaktir ve enfeksiyon sirasinda
K. pneumoniae'nin gelismesi i¢in ortamdan alinmasi gerekir. Bu metal, enfeksiyon sirasinda
konakg¢ida kolayca bulunmaz, bunun baslica nedeni, spesifik olmayan bagisiklik tepkisinin bir
pargast olarak, konakc¢inin, bir dizi olasi patojenin biiylimesini kisitlamak i¢in onu
alikoymasidir. Normal olarak, transferrin gibi demir tasima molekiilleri ile baglandig igin
konak plazmasinda ¢ok az serbest demir bulunur. Memeli konakgilar, bakteriyel enfeksiyonda
demiri viicut sivilarinda bulunan ve dogustan gelen bir savunma proteini olan laktoferrine

baglayarak degistirir ve plazmadaki demir seviyelerini daha da azaltabilir. Bu nedenle, K.
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pneumoniae, diger birgok bakteriyel patojen gibi, memeli enfeksiyonu sirasinda hayatta
kalmak ve ¢ogalmak i¢in konak¢idan demir almak i¢in taktikler kullanmalidir. K. pneumoniae
dahil olmak iizere bir¢ok patojen tarafindan demir elde etmek i¢in kullanilan baskin taktik,
konak tasiyict proteinlerinden daha yiiksek bir afiniteye sahip olan molekiillerin yani
sideroforlarin salgilanmasi1 yoluyladir. Sideroforlar, disarida bulunan demiri baglayabilen ve
spesifik reseptorler yoluyla bakteri hiicrelerine yeniden girebilen kiiciik molekiillerdir.
Sideroforlar, konak¢i demir selatlayici proteinlerden demir ¢alabilir veya onu g¢evreden
temizleyebilir. K. pneumoniae suslari birkag sideroforu kodlar ve her bir sideroforun viriilansa
katkisi ve ifadesi degisir. K. pneumoniae tarafindan birden fazla sideroforun tiretilmesi, farkli
dokularin  basarili  kolonizasyonunun ve/veya bir sideroforun konak¢i tarafindan
notralizasyonundan kaginmanmn  alternatif bir yoludur. Enterobaktin, yersiniabaktin,
salmokelin ve aerobaktin dahil olmak tizere K. pneumoniae'de ¢esitli sideroforlar eksprese
edilir ve bu farkli siderofor molekiillerinin K. pneumoniae enfeksiyonundaki rolleri farklidir
(Sekil 2.7). Bu sideroforlardan demire afinitesi en diisitk olan aerobaktin, en yiiksek olan

enterobaktindir (Paczosa ve Mecsas, 2016; Arato ve dig., 2021).

Yersiniabaktin Aerobaktin
@ Fe3t ® Fe3t

Transferrin _|

% L2
L
&
A @
Lipokalin 2=f
#* Fe3t A Fe3t
Enterobaktin Salmokelin

Sekil 2.7. K. pneumoniae'de siderofor iiretimi (Paczosa ve Mecsas, 2016).

15



2.3.4.1. Enterobaktin

Dért siderofor arasinda, korunmus olan enterobaktin, Fe* i¢in en yiiksek baglanma afinitesini
saglayan ti¢ katekol halkasi igerir, bu da onu demir aliminda hem kKP hem de hvKP i¢in
gerekli ve birincil kilar. Enterobaktin biyosentezi i¢in gerekli olan ent gen lokusu
(entABCDEF) kromozom iizerinde yer alir. fep lokusu (fepABCDG) ise enterobaktinin hiicre
icerisine taginmasina aracilik eden tasima proteinleri ve spesifik reseptorii kodlar. Spesifik
reseptor fepA tarafindan kodlanir (Bachman ve dig., 2012). Enterobaktin, konakg1 tarafindan
salgilanan molekiil lipokalin-2 tarafindan nétralize edilir. Lipokalin-2, cesitli antimikrobiyal
Ozelliklere sahip olan ve enfeksiyon sirasinda nétrofiller de dahil olmak iizere bircok hiicre
tipinden salinan ¢ok islevli bir proteindir (Chan ve dig., 2009). Akillica, K. pneumoniae
suslarinin bazilari, lipokalin-2 baglanmasindan kagmak icin yiiksek oranda glikosile edilmis
enterobaktin olan salmokelin ve alternatif siderofor yersiniabaktin gibi gizli sideroforlar
gelistirir. Diger bir deyisle, salmokelin ve yersiniabaktin igeren suslar, lipokalin-2'nin
varhigina ragmen hayatta kalabilmek i¢in demir elde etmektedirler (Bachman ve ark., 2012;
Holden ve ark., 2014).

2.3.4.2. Salmoklein

Salmokelin, enterobaktinin glukosillenmis bir formudur. Salmokelinin sentezi, atilimi ve
alim1 kromozom veya bir plazmit {izerinde bulunan iroA gen lokusu (iroBCDE) tarafindan
gergeklestirilir. iroA gen kiimesi, entoraktinin modifikasyonu ve taginmasinda yer alan bes
proteini kodlar. iroB geni enterobaktinin glukosillenmesini saglar. iroE enterobaktini
hidrolitik olarak dogrusallastirir. iroD bakteriyel sitoplazmada demiri yeniden olusturmak i¢in
sideroforun ferrik komplekslerini bozar. iroN ve I ise salmokelin igin spesifik reseptor gorevi

goriir ve salmokelinin hiicre zarindan taginmasini saglar (Sekil 2.8) (Fischbach ve dig., 2006).

iroA gen lokusu (9.5 kb)

= > OO g

iroB iroC iroD iroE iroN

Sekil 2.8. iroA gen lokusu (Fischbach ve dig., 2006).

Enterobaktinin salmokeline modifikasyonu oOnemlidir. Bu modifikasyon salmokelinin
lipokalin-2 tarafindan baglanmasini 6nler. Boylece siderofor nétralizasyonunu ve lipokalin-

2'ye bagl inflamasyon indiiksiyonunu engeller. Bu nedenle salmokeline sahip K.
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pneumoniae’nin konak¢ida lipokalin-2 olmasma ragmen kolonize olmasi ve enfeksiyon
yapabilmesi sasirtici degildir. Salmokelin tireten K. pneumoniae suslarmin daha patojen
oldugu tahmin edilebilir. Salmokelinin hvKP suslarinda ¢ok daha yaygin oldugu ve hvKP

suglarinin %90'1nda varligini bildiren arastirmalar mevcuttur (Paczosa ve Mecsas, 2016).

2.3.4.3. Yersiniabaktin

Diger bir siderofor olan yersiniabaktin ilk olarak Gram negatif bakteriyel patojen Yersinia’da
kesfedildi. Giiniimiize kadar K. pneumoniae dahil olmak {iizere diger bakterilerde de
tanimlandi. Yersiniabaktin siderofor kiimesi K. pneumoniae klinik izolatlarinin yaklasik
yarisinda ICEKp1 veya ICEKp3 olarak bilinen integratif ve konjugatif elementlerde bulundu.
Bu konjugatif elementler K. pneumoniae kromozomu iizerinde patojenite ile ilgili genlerin
bulundugu kromozom adasi iizerinde tespit edildi. Bu kiime ayn1 zamanda viriilans1 arttirdigi
Escherichia coli ve Yersinia'daki patojenite adalarinda da yaygimndir. Yersiniabaktin sentezi
icin gerekli proteinler irp genleri tarafindan kodlanir ve bu siderofor i¢in gerekli tasiyicilarin
ybt ve fyu genleri tarafindan sentezlenir. Yersiniabaktin spesifik alim reseptoriiniin ise ybtQ
tarafindan  kodlandigr tahmin edilmektedir (Sekil 2.9). Yersiniabaktinin  yapisi
enterobaktinden onemli olglide farkli oldugu igin lipokalin-2 tarafindan inhibe edilmez.
Ozellikle, yersiniabaktin, akciger enfeksiyonu sirasinda eksprese edilir ve aktivitesi erken
akciger enfeksiyonu sirasinda in vivo olarak lipokalin-2 tarafindan inhibe edilmez. Bu, K.
pneumoniae'nin enfeksiyon sirasinda akcigerlerde yiiksek bakteri yiiklerine ulasmasina izin
verir. Yersiniabactin, lipokalin-2 tarafindan inhibe edilemesede, konakg1 protein transferrinin
varliginda K. pneumoniae'in biiyiimesi i¢in gerekli olan demiri elde edemez. Bu nedenle
sadece yersiniabaktin sideroforunu eksprese eden sugslar enfeksiyon yetenegine sahip

degillerdir (Paczosa ve Mecsas, 2016; Farzand ve dig., 2021; Zhu ve dig., 2021).

int ybtS ybtX ybtQ ybtP ybtA irp2 irpl ybtT ybtU

ybtSXQPA

1kb

Sekil 2.9. K. pneumoniae KpRR2’nin ICEKp elementi iizerindeki yersininabaktin siderofor
biyosentezinden sorumlu gen kiimesi (Farzand ve dig., 2021).
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2.3.4.4. Aerobaktin

Hiperviriilant K. pneumoniae’de toplam siderofor iiretiminin yaklasik %90’1 aerobaktin
sideroforudur. Aerobaktinin deneysel kosullar altinda hiperviriilansa katki saglayan baskin
siderofordur. Aerobaktin hvKP suslarinin %90’indan fazlasinda ifade edilirken KKP suslarinin
yalnizca %6’sinda ifade edilir. Aerobaktin, enterobaktin ve yersiniabaktin ile
karsilagtirildiginda hvKP’ler igin daha spesifiktir, bu da aerobaktinin hiperviriilans suslar igin
giivenilir bir biyobelirteg olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, aerobaktin,
hiperviriilans1 tanimlamada hipermukoviskoziteden daha duyarlidir. Aerobaktin varligi her
zaman bir hiperkapsiil ile iliskilidir, ancak tim hiperkapsiillii suslar bu siderofora sahip
degildir. Bu iligki, aerobaktin sentezi igin gerekli olan iuc gen lokusunun (iucABCD) ve
aerobaktin spesifik reseptor proteini iUtA’nin kapsiil tiretiminin bir arttiricist olan rmpA'yi
tastyan ayni viriilans plazmiti {izerinde taginmasi gerceginden kaynaklanir. K. pneumoniae’de
en iyi karakterize edilen viriilans plazmitleri olan pK2044 ve Kp52.145pll incelendiginde; bu
plazmitlerin hiperviriilant suglarin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen hipermukoid
fenotipini saglayan rmpA genleri ile birlikte aerobaktin (iucABCD, iutA) ve salmokelin
(iroBDCE) siderofor gen lokuslarini beraber tagidiklari tespit edildi (Sekil 2.10) (Zhu ve dig.,
2021; Kochan ve dig., 2022).

KP52.145pll

T o ARl G —
KPs2 145 T T o

Sekil 2.10. K. pneumoniae'de hiperviriilans ile iliskili viriilans plazmitleri. A; pK2044 ve KP52.145pll
plazmitlerinin sematik goriintiisii, B; aerobaktin ve salmokelin gen lokuslarinin gosterimi (Kochan ve
dig., 2022’den modifiye edildi).
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Hiperviriilant K. pneumoniae susu NTUHK2044'{in genomik sekansinin analizi, kromozom
tizerinde lokalize olan ve KKP suslarina kiyasla yaygin olan ek bir demir tagima sistemi olan
kfu tanimladi. Deney hayvani kullanilarak gergeklestirilen deneyler kfUABC mutantlarinin
vahsi tip sustan daha diisiik viriilans sergiledigini gosterdi. Ilging bir sekilde, bu etki sadece
kfu mutanti ile intragastrik olarak enfekte olmus farelerde meydana gelir, ancak
intraperitoneal enfeksiyonda goriilmez, bu da kfu'nun bagirsak kolonizasyonuna katkida
bulunabilecegini gosterir. Coklu ve fazla demir tasima sistemlerinin K. pneumoniae suslarinda
varligi makul ve tamamlayicidir c¢ilinkii enfeksiyon sirasinda farkli organlarda veya

mikrogevresel kosullarda islev gorebilirler (Zhu ve dig., 2021).

2.3.5. Azot Kaynagi Kullanimi

K. pneumoniae dahil olmak iizere bir¢cok bagirsak patojeni, bitylime i¢in bir nitrojen kaynagi
olarak iireyi amonyaga ve karbondioksite hidrolize etmek i¢in sitoplazmik iireaz iiretebilir.
ureDABCEFG operonu, metalloenzim iireazin yapisal alt birimlerini (UreA, UreB ve UreC)
ve nikel iyonlarinin {ireaz enziminin aktif bolgesine dahil edilmesinden sorumlu olan aksesuar
nikel baglayici proteinleri (UreD, UreE, UreF ve UreG) kodlar (Sekil 2.11) (Maroncle ve dig.,
2006; Li ve dig., 2014)

= yapisal genler
[ aksesuar genler

ureD ureA  ureB wureC ureE ureF ureGG

ure operon l smms

Sekil 2.11. K. pneumoniae iire operonunun genetik organizasyonu (Maroncle ve dig., 2006).

Allantoin metabolizmasida hiperviriilant K. pneumoniae izolatlarinda bir diger viriilans
faktordiir. Allantoin, bazi bakterilerin nitrojen kaynagi olarak kullanabilecegi niikleik
asitlerden olusan bir bozunma iirlintidiir (Choby ve dig., 2020). Allantoin metabolizmasindan
sorumlu 22 kb'lik bir kromozomal all gen lokusu, hiperviriilent K. pneumoniae ile yiiksek
oranda iligkilidir ve K. pneumoniae'nin neden oldugu karaciger enfeksiyonunda 6nemli bir rol
oynar. Hiperviriilent K. pneumoniae'nin neden oldugu primer karaciger apseleri, allantoin

konsantrasyonunun arttig1 diyabetes mellitus hastalarinda siklikla goriiliir (Li ve dig., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve Besiyerleri

Bu tez c¢aligmasinda K. pneumoniae izolatlarinin pasajlanmasi ve DNA izolasyonu
asamalarinda kullanilan Luria-Bertani Broth ve Agar (LB) Merck (Almanya) firmasindan

temin edildi.

Molekiiler ¢aligmalar i¢in Taqg DNA Polymerase Master Mix RED (2X) enzimi Ampligon
(Denmark) firmasindan, 50X TAE Buffer, DNA Gel Loading Dye (6X), 100 bp DNA ladder
ve Etidyum bromiir Soliisyonu (10 mg/ml) ThermoFisher Scientific (USA) firmasindan,

Agarose CondaLab (Ispanya) firmasindan temin edildi.

3.1.2. K. pneumoniae izolatlar

Bu tez calismasina dahil edilen K. pneumoniae izolatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan temin edildi.
Haziran- Aralik 2018 tarihleri arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar stoklarindan 56 K. pneumoniae izolat1 alindi. Bu
izolatlar gesitli kliniklerden gelen 6rneklerden kiiltiir yontemleri ile izole edildi ve VITEK® 2
otomatik sistem (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile K. pneumoniae olarak tanimlandi.
Gergeklestirilen antibiyogramlar sonucunda 24 bakteri izolatinda ¢oklu ilag direncine sahip

oldugu tespit edildi ve bu izolatlar ¢galismaya dahil edildi.

3.1.3. Primerler

Calismada ¢oklu antibiyotik direncine sahip 24 K. pneumoniae izolatinin viriilans genlerinin
belirlenmesinde PZR teknigi kullanildi. PZR c¢alismalart igin gerekli olan primerler
Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Kullanilan primer ciftleri ve

Ozellikleri Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan primerler

‘5 S o o g X
= O c o ~ :a —~ ©
o ‘S E g w £ E S 5 s
N ko] — L ~ g~ ]
)
Fwd ACTGGGCTACCTCTGCTTCA
rmpA Rev CTTGCATGAGCCATCTTTCA 535 56 60
Fwd GGTTGGKTCAGCAATCGTA
weaG Rev ACTATTCCGCCAACTTTTGC 169 56 30
Fwd GGTGCTCTTTACATCATTGC
magA Rev GCAATGGCCATTTGCGTTAG 1283 56 90
Fwd CGGACTGGCAGATCCATATC
wabG Rev ACCATCGGCCATTTGATAGA 683 56 60
- Fwd GATCATCCGGTCTCCCTGTA san o8 o0
g Rev TCTTCACGCCTTCCTTCACT .
. Fwd ATGACGGAGTCACCGCAAAC 2
N ybtA Rev TTACATCACGCGTTTAAAGG 960 56 90 S
& . Fwd GTTGCGATTCTACCCGTTCC )
‘é IULA Rev GCCCGGTGGTGTAAATCTTC 248 58 30 '§
£ D Fwd GCATAGGCGGATACGAACAT s56 o8 o0 S
) Rev CACAGGGCAATTGCTTACCT &
Fwd ATTTCCTCAACTTCTGGGGC
entB Rev AGCATCGGTGGCGGTGGTCA 371 58 45
. Fwd TGCTGCTGGGCTGGTCGATG
fimH Rev GGGAGGGTGACGGTGACATC 688 58 60
Fwd CCACCAACTATTCCCTCGAA
mrkD Rev ATGGAACCCACATCGACATT 226 56 30
Fwd GACAAGCTGTTGCTGTTTACC
ureA Rev CGGGTTGTGAACGGTGAC 270 58 30
Fwd CCGAAACATTACGCACCTTT
alls Rev ATCACGAAGAGCCAGGTCAC 580 56 60
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Tablo 3.1. (devam); Calismada kullanilan primerler

= 3 - 2 ~ < g ¥
o ﬁ:l:) (ol n =~ ) :E Y
v Fwd GGTGCTCTTTACATCATTGC 1283
‘B Rev GCAATGGCCATTTGCGTTAG
g Ko Fwd GACCCGATATTCATACTTGACAGAG 641 -
z Rev CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC S
S Ks Fwd TGGTAGTGATGCTCGCGA 280 i
o Rev CCTGAACCCACCCCAATC - 120 5
N K20 Fwd CGGTGCTACAGTGCATCATT 241 0
I Rev GTTATACGATGCTCAGTCGC g
= K54 Fwd CATTAGCTCAGTGGTTGGCT 831 E
£ Rev GCTTGACAAACACCATAGCAG
= K57 Fwd CTCAGGGCTAGAAGTGTCAT 1037
Rev CACTAACCCAGAAAGTCGAG
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3.2. YONTEM

3.2.1. izolatlardan Total DNA izolasyonu

K. pneumoniae izolatlarindan total DNA izolasyonu Kaynatma Metodu kullanilarak
gergeklestirildi (Ausubel ve dig., 1995). Bunu icin izolatlardan tek koloni 3 ml LB broth
besiyerinde 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin 1.5 ml’si 12.000
g’de 3 dk. santrifiij edildi ve pellet kismi1 toplandi. Pellet {izerine 300 pl steril distile su ilave
edildi ve su banyosunda 10 dk. kaynatildi. Ardindan oda sicakliginda sogumaya birakilan
stispansiyon 12.000 g’de 5 dk. santrifiij edildi. Pellete dokunmadan siispansiyon steril pipet
ucu ile alinip, yeni bir ependorf tiipline aktarildi. Toplanan siipernatantin 5 pl’si PZR

reaksiyonu i¢in kalip DNA olarak kullanildi.

3.2.2. Hipermukoviskozitenin belirlenmesi

String test K. pneumoniae izolatlarinda hipermukoviskoziteyi tespit etmek i¢in kullanilmustir.
String testi i¢cin K. pneumoniae izolatlar1t EMB besiyerinde iiretildi ve kolonilerin iizerine
steril 6ze ile dokunulup yukariya dogru cekildi. Yaklasik >5 mm uzayan siimiiksii koloniler

hipermuskovite pozitif olarak degerlendirildi (Liu ve dig., 2014).

3.2.3. K. pneumoniae Viriilans Genlerin PZR ile Belirlenmesi

K. pneumoniae izolatlarinda kapsiil, LPS, siderofor ve azot kaynagi kullanimi ile alakali 13

viriilans gen PZR yardimu ile belirlendi.

Tiim PZR reaksiyonlar1 25 pl son hacimde 2X PCR Master Mix (Amplicon, Denmark)’ten
12.5 ul, 10 pmol/ul konsantrasyona sahip primer ciftlerinden 0.5 pl alinarak hazirlandi.

Hazirlanan reaksiyonlarin iizerine 5 pl kaynatma yontemi ile izole edilen DNA’larda ilave
edildi.

PZR programlari ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 34 dongii 95°C’de 45
sn., Tm sicakliklarinda (Tablo 3.1) 45 sn., 72°C’de biiyiikliiklerine gore ve son uzama
basamagi ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde olusturuldu. Daha sonra PZR tiriinleri etidyum
bromiir iceren %]1’lik agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 30 dk. yiiriitildi ve U.V 15181
altinda goriintiilendi. DNA ladder bantlar ile karsilagtirilacak genlerin varlig tespit edildi
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(Zhao ve dig., 2019). Pozitif olarak degerlendirilen bantlardan birka¢ drnek segilerek DNA
dizin analizleri gerceklestirildi ve PZR’nin dogrulugu tespit edildi.

3.2.4. K. pneumoniae izolatlarinin Kapsiil Serotipinin Belirlenmesi

K. pneumoniae izolatlarinin K1, K2, K5, K20, K54 ve K57 kapsiil tipleri Tablo 3.1’de verilen

primerler vasitasiyla gergeklestirilen multipleks- PZR reaksiyonu ile belirlendi.

PZR reksiyonu 25 ul son hacimde; 2X PCR Master Mix (AMPLIQON, Danimarka)
karistminda 12.5ul, 10 pmol/ul ileri ve geri primerlerden 0.5 pl alinarak hazirlanandi.

Kaynatma DNA yontemi ile hazirlanan total DNA’lardan 5 pl herbir reaksiyona eklendi.

PZR programi ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 35 dongii 94°C’de 30 sn.,
58°C’de 90 sn., 72°C’de 90 sn. ve son uzama basamagi ise 72°C’de 10 dk. olacak sekilde
olusturuldu.  Daha sonra PZR iriinleri etidyum bromiir igeren %]1°lik agaroz jel
elektroforezinde 120 V’da 30 dk. yiiriitiildii ve U.V 15181 altinda goriintiilendi (Turton ve dig.,
2010).
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4. BULGULAR

4.1. Klebsiella pneumoniae Izolatlar

Bu tez calismasina dahil edilen K. pneumoniae izolatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar: stoklarindan temin edildi.
Haziran- Aralik 2018 tarihleri arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan 56 K. pneumoniae
izolat1 alindi. Bu izolatlar gesitli kliniklerden gelen 6rneklerden kiiltiir yontemleri ile izole
edildi ve VITEK® 2 otomatik sistem (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile K.

pneumoniae olarak tanimlandi.

VITEK® 2 otomatik sistem (bioM¢érieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ile tanimlanan ve ¢oklu
ilag direncine sahip oldugu tespit edilen 24 K. pneumoniae izolati bu tez ¢aligmasina dahil
edildi ve ozellikleri Tablo 4.1°de verildi. K. pneumoniae izolatlarmin 13’4 (% 54.2)
Yogun Bakimdan, 4’ (% 16.6) Uroloji Servisinden, 2’si Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 (%
8.3) Servisinden, 2’si Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Servisinden (% 8.3),
1’1 (%4.2) Genel Cerrahi Servisinden, 1’1 (%4.2) Dahiliye Servisinden ve 1’1 (%4.2) Acil
Servisden Mikrobiyoloji Laboratuvarina geldigi tespit edildi (Tablo 4.1).

K. pneumoniae izolatlariin 16’s1 (% 66.7) idrar, 4’li (% 16.6) yara, 2’si (% 8.3) Trakeal
Aspirat Kiiltiirii (TAK), 1’1 (% 4.2) kan, 1’1 (% 4.2) balgam 6rneginden izole edildi (Tablo
4.1).

K. pneumoniae izolatlarin 8 farkli antibiyotik grunbundan 16 farkli antibiyotige karsi
direng profilleri incelendi. izolatlarin tamami (% 100) ampisiline (AMP), % 92’si (22/24)
3. kusak sefalosporinlerden seftriakson (CRO) ve seftazidime (CAZ), %87.5°1 (21/24) 2.
kusak sefalosporinlerden sefuroksim (CXM) ve 3. kusak sefalosporinlerden sefotaksime
(CTX), % 79’u (19/24) trimetoprim-siilfametoksazole (SXT), % 75’1 (18/24) 4. kusak
sefalosporinlerden sefepime (FEP), % 71’1 (17/24) amoksisilim-klavulanik asite (AMP), %
58’1 (14/24) gentamisine (GN), % 50’si (12/24) siproflaksasine (CIP), % 42’si (10/24)
aztreonama (ATM), % 29’u (7/24) piperasilin-tazobaktama (TPZ) direngli oldugu tespit
edildi. Hicbir izolatta amikasin (AK), imipenem (IMP), meropenem (MEM) ve ertapenem
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(ERT) antibiyotiklerine karsi direng tespit edilemedi. K. pneumoniae Kpl2 izolati test
edilen 16 antibiyotikten 12’sine kars1 direng gdsteren en direngli izolattir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. K. pneumoniae izolatlarinin 6zellikleri ve antibiyotik direng profilleri

Antibiyotikler

. . .. N o
Izolat Servis  Ornek =
Kp2 GC Yara
Kp10 CSH Idrar
Kpll YB Yara
Kpl2 YB Yara
Kpl4 YB Idrar

Kpl5 EHKM idrar
Kp16 Uroloji idrar
Kpl7 EHKM Kan

Kpl9 CSH Idrar
Kp20 DAH Idrar

0000000000000 00000UU0UU0UUUUO AMP
UOUTUUUIUUUIIUOUOUUUUUIUTIIO AMC
ITTUOUIITUIIIIIIUUIIIIOIIO TPZ
UOUUUIUUIUIITUIUITITUIOOUIIO GN
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AK
UOUUUUIUUUIUIUU0UU0U0U0U00UU0UU CXM
UOUUUUIUUUIUIUU0UUU0U0U0U0UUU0UUU CTX
UOUUUUUU0UUUUUIU0U0OU0U0U00UTITUUUUO CRO
UOUUU0UUU0UUUUU0UUI0O0UUU0U0UUUI0OUUUO CA
UOUUUUUUUIIUITUIUOUOOOUIUUUU| FEP
TUUUUIUUUUUUUUUUIUIIUOUUUOl SXT
UOUUUUUUITITUUITITUIIIIIIOIOI CIP
IIIIUIUUIIIIUUIUIIIIUOOOO ATM
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I MEM
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ERT

Kp27 YB Idrar
Kp32 Uroloji idrar
Kp33 YB Idrar
Kp36 YB Idrar
Kp40 Uroloji  Iidrar
Kp42  Acil Yara
Kp45 YB Idrar
Kp51 YB TAK
Kp55 YB Idrar
Kp56 YB TAK
Kp59 YB Balgam
Kp64 YB Idrar
Kp66 Uroloji  idrar
Kp67 YB Idrar

GC: Genel Cerrahi, CSH: Cocuk Sagligi ve Hastaliklari, YB: Yogun Bakim, EHKM: Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji,
DAH: Dahiliye, Tak: Trakeal Aspirat Kiiltiirii, AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin/Klavunolik Asit, TPZ: Tazobaktam/Piperasilik Asit,
GN: Gentamisin, AK: Amikasin, CXM: Sefuroksim (II. Kusak Sefalosporin), CTX: Sefotaksim (III. Kusak Sefalosporin), CRO:
Seftriakson (III. Kusak Sefalosporin), CAZ: Seftazidim (IIl. Kusak Sefalosporin), FEP: Sefepim (IV. Kusak Sefalosporin), SXT:
Trimethoprim/Siilfametaksazol, CIP: Siproflaksasin, ATM: Aztreonam, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, ERT: Ertapenem, D:
Direngli, H: Hassas

4.2. Hipermukoviskozite

Izolatlarin hipermukoviskozitesinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen string testi sonucunda
24 izolatin 1’inde hipermukoviskozite tespit edildi. K. pneumoniae Kp12 izolatinin EMB
besiyerindeki kolonilerine 6ze ile dokunduruldugunda kolonilerin >5 ¢m den daha fazla

uzadig tespit edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. K. pneumoniae Kp12 izolatinda string testi

4.3. K. pneumoniae izolatlarindan Viriilans Gen I¢erigi

4.3.1. Ekstraselliiler Kapsiil Genleri

Gergeklestirilen bu tez calismasinda ekstraselliiler kapsiil olusumunu saglayan rmpA, wcaG
ve magA viriillans genleri PZR yardimi ile incelendi. Gergeklestirilen PZR analizleri
sonucunda, izolatlarin higbirinde wcaG ve magA geni tespit edilemezken, izolatlardan 1’i
(Kp12) rmpA geni agisindan pozitif tespit edildi (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).

4.3.2. Lipopolisakkarit (LPS) Genleri

Gergeklestirilen bu ¢alismada LPS olusumunda kor oligosakkkarit yapisinda yer alan wabG
ve O-antijeni ile iligkili uge geni varligi PZR yardimi ile incelendi. PZR c¢aligmalar
sonucunda; izolatlarin tiimii uge ve wabG geni bakimindan pozitif olarak tespit edildi (Tablo
4.2) (Sekil 4.2).

4.3.3. Siderofor Genleri

Calismada siderofor temelli demir alimimimi saglayan iutA, ybtA, iroD ve entB viriilans
genleri PZR yardimi ile incelendi. Gergeklestirilen PZR analizleri sonucunda, izolatlarin 23’1
(% 96) entB ve 15’1 (% 62.5) ybtA genleri agisindan pozitif tespit edildi. Izolatlarin hicbirinde
iUtA ve iroD geni tespit edilemedi (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).
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4.3.4. Fimbria Genleri

Calismada Tip-1 ve Tip-3 fimbria viriilans genleri fimH ve mrkD genleri PZR yardimu ile
incelendi. Gergeklestirilen PZR analizleri sonucunda, izolatlarin 21’1 (% 87.5) mrkD geni
acisindan pozitif tespit edildi. Izolatlarin hi¢birinde fimH geni tespit edilemedi (Tablo 4.2)
(Sekil 4.2).

4.3.5. Nitrojen (Azot Kaynagi) Metabolizmasi Viriilans Genleri

Calismada nitrojen metabolizmasinda yer alan ureA ve allS viriilans genleri PZR yardimu ile
incelendi. Gergeklestirilen PZR analizleri sonucunda, izolatlarin 2’si (% 8) allS ve 21’1 (%

87.5) ureA genleri agisindan pozitif tespit edildi (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. K. pneumonia viriilans genlerinin agaroz jel goriintiisii. M: Markir (100 bp+ DNA markir-ThermoFisher
Scientific), 1- K. pneumoniae Kp12 ybtA geni, 2- K. pneumoniae Kp12 wabG geni, 3- K. pneumoniae Kp12 uge geni, 4- K. pneumoniae Kp2
allS geni, 5- K. pneumoniae Kp12 entB geni, 6- K. pneumoniae Kp2 ureA geni, 7- K. pneumoniae Kp12 mrkD geni

4.4. K. pneumoniae Izolatlarinin Kapsiil Tipi

Calismada K. pneumoniae izolatlarmin K1, K2, K5, K20, K54 ve K57 kapsiil tiplerinin
belirlenmesi i¢in gerceklestirilen multipleks-PZR sonucunda izolatlarin higbirinde bu 6 tip

kapsiil tipi belirlenemedi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Klebsiella pneumoniae izolatlarmin viriilans gen igerigi

Viriilans Genler

K. pneumoniae

Kapsiil

LPS

Siderofor

Fimbria

Azot Kaynag

izolatlan mpA  weaG

magA

String
test

Kapsiil
tipi

wabG

uge

iutA

iroD

ybtA

entB

fimH mrkD

ureA

alls

Kp2 - -
Kp10 - a
Kpll - -
Kp12 + -
Kpl4 - -
Kpl5 - -
Kpl6 - -
Kpl7 - -
Kp19 - -
Kp20 - -
Kp27 - -
Kp32 - -
Kp33 - -
Kp36 - -
Kp40 - -
Kp42 - -
Kp45 - -
Kp51 - -
Kp55 - -
Kp56 - -
Kp59 - -
Kp64 - -
Kp66 - -

[selesinvsiveveitve v ivs e ivsveve e e Bl JRov v RN ve Rt veltve v Rlov o)

“+

++++++++++++ A+

I T S T S S A e . i T T Tt T Tk i i T e

+ 4+ A+ o+ o+

4+ 1+ 4+

+ +

R I S I T T T i T T T T T e T i S

+

1
+ + + + + + + +

1
+ o+ A+ o+

| I B |
+ +

+ + +

I T T S S T i T T T T

+

-; negatif, +: pozitif, B: belirlenemedi
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5. TARTISMA ve SONUC

K. pneumoniae, hem toplumda hem de saglik bakim ortaminda artan morbidite ve mortaliteye
yol acan c¢ok cesitli enfeksiyonlara neden olur. K. pneumoniae'nin patojenitesi, kapsiil,
endotoksinler, sideroforlar, demir tutucu sistemler ve adezinler gibi ¢esitli viriilans
faktorlerinin varligina baghdir. Bu faktorler, bu bakterinin bagisiklik sisteminden kagmasina

ve ¢esitli enfeksiyonlara neden olmasina yardimei olur (Remya vd., 2020).

1980'lerin ortalarinda Tayvan'da ilk kez saglikli yetiskinlerde bile piyojenik karaciger apseleri
ve invaziv enfeksiyonlar {iretme yetenegi agisindan kKP'den farkli hvKP varyantlari
tanimlandi. Bununla beraber o6zellikler kKP’lerde nadiren goziiken hipermukoviskozite
fenotipi hvKP varyantlar1 igin bir ayirt edici bir 6zellik oldu. K. pneumoniae’nin
hipermuskoviskoz klonlart ilk kez tamimlandigindan beri, bunlar hiperviriilans ile
iliskilendirilmistir. ilk basta mukus koloniler iiretmeleri ile karakterize edilen K1 ve K2
kapsiiler serotipleri insanlar i¢in oldukga patojenik olarak tanimlandi ve hiperviriilans klonlar
daha sik olarak bu fenotiple iliskilendirildiler. Bununla birlikte, hipermuskovikoz fenotipli ve
farkl1 kapsiiler serotiplere ait hvKP klonlar1 artik diinya capinda tanimlanmistir. K.
pneumoniae'nin neden oldugu ilk invaziv enfeksiyon vakalar1 bildirildikten sonra,
hipermuskoviskoz fenotip, hipervirulansin bir belirteci olarak kabul edildi ve bu ortaklik hala
genis capta kabul gormektedir. Ayrica, bu terimlerin tip literatiiriinde esanlamli olarak kabul
edilmeside hala yaygindir. Bununla birlikte “hipermuskoviskoz fenotip, hipervirulansin bir
gostergesi midir?” sorusu hala net olarak agikliga kavusturulmamis bir sorudur (Catalan-

Najera ve dig., 2017).

hvKP’y1 tanimlamak zordur. Hipermukoviskozite ve viriilans genlerinin varligi, hiperviriilans
icin sart degildir. Baz1 ¢alismalar hipermukoviskozite 6zelligine sahip K1/K2 serotipinde
olmayan bazi izolatlarin, K1/K2 izolatlar1 kadar karaciger apsesine yol agtigini gostermistir

(Yiirek, 2021).

Literatiirdeki bir¢ok farkli calismada hiperviriilant izolatlar1 tanimlamak i¢in farkli viriilans
faktor genlerinin varligini kullanmistir. Bazi ¢alismalar hvKP’yi tanimlamak igin string test

ile belirlenen hipermukoviskozite 6zelligini (>5 mm) kullanmistir (Albasha ve dig., 2020;
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Rastegar ve dig., 2021). Diger bazi calismalarda ise aerobaktin gen varligi hvKP’yi
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Zhang ve dig., 2016). Bunun yaninda hvKP’y1 tanimlamak
icin baz1 caligmalarda birden fazla viriilans faktoriin varligi arastirilmistir. Xu ve ark. (2019)
hvKP’1 tanimlamak igin pLVPK-tiirevi lokuslarinin (iutA, iucA, rmpA, rmpA2, iroN)
varligint kullanmigtir. Literatiir incelendigi hiperviriilans izolatlarin tanimlanmasinda farkli
tanimlamalarin kullanildigi dikkati ¢ekmektedir. Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda da
rmpA geni varligi ve hipermukoviskozitenin tespit edilmesi izolatlar1 hv olarak tanimlamada
kullanildi. Bu tanimlama dikkate aklinarak yapilan siniflandirma sonuglarina gore yalnizca
Kp12 izolat1 hv olarak degerlendirildi. Kp12 izolatinin hiperviriilans 6zelliginin belirlenmesi
icin in-vivo hayvan denemelerin yapilmasi 6nemlidir ve bu deney sonucundaki patojenite

Kp12 izolatinin hv 6zelligini tamamen yansitacagi diisiiniilmektedir.

Kapsiil, bakterilerin fagositozdan korunmasi ve konak¢i immiin tepkisinin dogrudan
inhibisyonu gibi iki patojenik mekanizmada yer alan 6nemli viriilans faktoriidiir. Bazi kapsiil
(K) tiirleri, 6zellikle K1, K2, K54, K57, K20 ve K5, genellikle toplumdan edinilmis invaziv
piyojenik karaciger apsesi sendromu, septisemi ve pnomoni ile iliskilidir. K1, K2, K20, K54
ve K57, farelerde deneysel enfeksiyonlarda oldukga oOldiiriiciidiir ve genellikle insan ve
hayvanlarda ciddi enfeksiyonlarla iliskilidir (Zhang ve dig., 2018). Gergeklestirdigimiz bu
calismada izolatlarin hi¢birinde bu kapsiil tipleri belirlenemedi. Bu genlerin yoklugu, bu
calismada izolatlarin hicbirinin karaciger veya apse orneginden izole edilmedigini dogrular
niteliktedir. Ayni sonuglar 2015 yilinda iilkemizde 50 klinik K. pneumoniae izolati ile
gerceklestirilen bir ¢aligmada da tespit edildi (Candan ve Aksoz, 2015).

Muskoviskozite ile iliskili gen olan magA geninin daha sonra sasirtict bir sekilde Kl
lokusundaki (yani K1_wazy) wzy geni oldugu bulundu. Ek olarak, magA Kkapsiiler
polisakkarit sentezi i¢in gereklidir ve hipermukoviskozitede ve kompleman aracili lizise karsi
direngte 6nemli bir rol oynar (Paczosa ve Mecsas, 2016). Gerceklestirdigimiz ¢alismada
multipleks PZR sonucunda K1 serotipi tespit edilmemisti. Ayn1 zamanda hicbir izolatta magA
geni de tespit edilmedi. RmpA, mukoid fenotipin diizenleyicisi olarak tanimlanir. rmpA geni
ya kromozom iizerinde ya da biiylik bir viriilans plazmidinde bulunur ve agirlikli olarak
sadece hipermukoviskozite (hmv) fenotipine sahip suslarda bulunur. rmpA ve hmv/hv
arasindaki korelasyon c¢ok yiiksektir ve rmpA'min varligi, potansiyel hvKP suslarmi
tanimlamak i¢in biyolojik belirtegler olarak Onerilen bir dizi gen arasindadir (Walker ve

Miller, 2020). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda sadece K. pneumoniae Kp12 izolatinda rmpA
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gen varhigr tespit edilitken, yine bu izolatta yapilan string test sonucunda
hipermukoviskoziteye sahip kapsiil fenotipi tespit edildi. Calismamizda diger izolatlarin
tamaminda kapsiil bulunurken hipermukoviskoziteye sahip bir kapsil fenotipi tespit
edilememistir. izolatlarin hmv fenotipine sahip olmalari ile hiperviriilans arasindaki yiiksek
korelasyon diisiiniildiigiinde K. pneumoniae Kpl2 izolatinin potansiyel hiperviriilans izolat

olarak diistiniilmektedir.

K. pneumoniae Kpl2 izolatinin antibiyotik diren¢ profili incelendiginde 16 antibiyotigin
12’°sine kars1 gosterdigi direng ile en direngli izolat oldugu tespit edildi. Bu izolatin yiiksek
antibiyotik diren¢ oranina sahip oldugu diisiiniildiiglinde Kpl2 izolatinin hiperviriilans bir
izolat olma olasiliginin yiiksek oldugu bir kere daha goziikkmektedir. Kp12 izolatinda tespit
edilemeyen karbapenem direncinin plazmitler vasitasiyla kazanilmasi, durumu daha da

tehlikeli boyuta tasiyacagi diisiilmektedir.

LPS yapida bulunan ve endotoksin Ozelligi olan wabG (¢ekirdek lipopolisakarit
biyosentezinden sorumlu) ve uge (iiridin difosfat galakturonat 4 epimeraz) gibi viriilans
faktorleri, kapsiil iiretiminde yer alir ve fagositoza direng gostererek enfeksiyonu destekler.
Ayn1 zamanda endotoksin iliskili diger bir gen olan wcaG, K. pneumoniae kapsiil
biyosentezinden de sorumludur. Bu genin varligi, bakterilerin makrofajlar tarafindan
fagositozdan kagma yetenegini artirir. Caligmamizdaki izolatlarin tiimii uge ve wabG geni
bakimindan pozitif bulunurken, tiimii wcaG geni bakimindan negatiftir. Literatiirde
gerceklestirilen ¢alismalar incelendiginde uge ve wabG genlerinin, klinik izolatlar arasinda
yaygin olarak bulundugu gosterilir (Lin ve dig., 2010; Yao ve dig., 2015; Candan ve Aksoz,
2015; Zhang vd., 2018b; Zhao ve dig., 2019). lzquierdo ve dig. (2003), mutant wabG genine
sahip K. pneumoniae suslarinin murin pnomoni modelinde (siganlarda) kapsiil 6zelligini
yitirdigini ve daha az viriilan oldugunu gostermistir. Bu gercek, wabG geninin K. pneumoniae
patojenitesindeki 6nemli roliinii kanitlamaktadir. Gergeklestirilen bu tez calismasinda
izolatlarinin timii wabG varligi agisindan pozitif bulundugu disiiniildiigiinde, wabG

varliginin K. pneumoniae izolatlarinin patojenitesinin temelinde yer aldig1 dngoriilmektedir.

Literatiirde daha onceden yapilan hayvan g¢alismalari, uge geni tastyan K. pneumoniae’nin

daha oldiiriici oldugunu gostermistir (Regue ve dig., 2004). Farkli c¢aligmalarda K.

pneumoniae’de uge geni varhigi ¢ok degiskenlik gostermektedir. Remya ve dig. (2019),

yaptiklart ¢aligmada 370 klinik K. pneumoniae izolatinin yaklasik yarisinda (% 48.6) uge geni

tespit etti. Aljanaby ve Alhasani (2016), idrar yolu izolatlarinin %84,6'sinda ve tiim kan ve
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solunum yolu izolatlarinda uge geninin varligin1 gozlemlemislerdir. Candan ve Aksoz (2015),
yaptiklart caligmada 50 klinik K. pneumoniae izolatinin 16’siin karbapenem hassas oldugunu
ve bu izolatlarin %75’inin uge geni tasidigmmi gostermislerdir. Gergeklestirilen bu tez

calismasinda elde edilen uge sonuglarinin literatiir ile uyumlu oldugu gériilmektedir.

Demir, bakterilerin c¢esitli yasam aktivitelerinde onemli bir rol oynar ve bu nedenle
sideroforlar K. pneumoniae i¢in ¢ok onemlidir. Enterobaktin (Ent), aecrobaktin, salmoklein,
yersiniabactin (YbtS) ve Kfu dahil olmak tizere demir edinme faktorleri, K. pneumoniae
suslarinda viriilans faktorleri olarak tanimlanmistir. Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinda
Enterobacteriaceae izolatlarinda 4 temel demir alim mekanizmasinin var olup olmadig
arastirildi. Enterobaktin igin entB geni, salmoklein i¢in iroD geni, yersiniabaktin i¢in ybtA
geni ve aerobaktin igin IUtA geni PZR yardimi ile belirlendi. Calismamizda literatiir ile
uyumlu bir sekilde izolatlarin % 96’sinda (23/24) entB geni, % 62.5’inde (15/24) ybtA geni
tespit edildi. Calisgmamizda diger demir alim mekanizmalar1 olan aerobaktin ve salmoklein
sideroforlar1 belirlenemedi. Literatiirde gerceklestirilen bir ¢ok calismada enterobaktin
sideroforu K. pneumoniae izolatlarinda en yaygin goriilen siderofordur ve birincil demir alim
sistemi olarak kabul edilir (El Fertas-Aissani ve dig., 2013; Yan ve dig., 2016; Guo ve dig.,
2017; Rastegar ve dig., 2019; Albasha ve dig., 2020).

Gergeklestirdigimiz bu tez calismasinda izolatlarin timii tipl fimbria yoniinden negatif
bulunurken, % 87.5’1 tip 3 fimbria igerigi pozitif olarak tespit edildi. K. pneumoniae'de fimH
ve mrkD genleri, hiicre disi matrise baglanmaya aracilik eden tip 1 ve tip 3 fimbria
adezinlerini kodlar; biyofilm gelisimini tesvik eder ve kolonizasyon, istila ve patojenitede
onemli bir rol oynar. Literatiir incelendiginde bir¢ok klinik K. pneumoniae izolatinda hem
tipl hemde tip 3 fimbrialarin ekspres edildigi goriilmektedir (Ferreira ve dig., 2019). El
Fertas-Aissani ve dig. (2013) yaptiklar ¢alismada ¢ogunlukla idrar (26), kan (11) ve irin (11)
orneklerinden izole edilen 54 K. pneumoniae izolatinda viriilans gen igerigini arastirdi.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda izolatin timiinde fimH geni, %96.3’iinde ise mrkD geni tespit
edildi. Candan ve Aksoz (2015) yaptiklart ¢aligmada klinik 6rneklerden izole edilen 34’0
karbapenem direngli, 16’s1 karbapenem hassas olan toplamda 50 K. pneumoniae izolatinin
28’inin fimH, 29’unun mrkD geni bakimindan pozitif oldugunu tespit ettiler. Kus ve dig.
(2017) yaptiklar1 ¢calismada 2011-2013 yillar1 arasinda ¢esitli kliniklerde hastane enfeksiyonu
tanis1 almis hastalara ait 6rneklerden izole edilen 53 adet K.pneumoniae izolatinda %83 mrkD

gen pozitifligi, %64.2 fimH gen pozitifligi tespit ettiler. Ferreira ve dig. (2019) yaptiklar
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calisgmada Brezilya’daki yogun bakim iinitelerinden alinan ¢esitli klinik 6rneklerden
karbapenem direngli 25 K. pneumoniae izolatinin %88’ini fimH, %96’sin1 mrkD pozitif olarak
tespit ettiler. Literatiir incelendiginde klinik orneklerde fimH ve mrkD genlerinin yiiksek
siklikta bulundugu goéze carpmaktadir. Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda higbir izolatta

fimH geninin bulunamamasi literatiir ile uyumlu degildir.

Calismalar birgok klinik K pneumoniae izolatinin normalde hem tip 1 hem de tip 3 fimbrial
adezinleri eksprese ettigini bildirmis olsa da, K. pneumoniae enfeksiyonuna ilerlemedeki en
onemli adimlardan biri, konake1 ylizeylere yapisma ve kalici kolonizasyon sergileme yetenegi
ile ilgilidir. MrkD spesifik olarak hiicre dis1 matrise baglanmaya aracilik ederek, K.
pneumoniae'nin hasarli dokuya yapismasini ve iiriner kateterler ve endotrakeal tiipler gibi
kalict cihazlart kaplamayr kolaylastirir. Tip 3 fimbrialarin K. pneumoniae biyofilm
olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 ve ayrica K. pneumoniae'nin endotelyal hiicrelere ve
solunum ve idrar yollarinin epitel hiicrelerine baglanmasina aracilik edebildigi bulunmustur
(Ferreira ve dig., 2019). Bununla birlikte karbapenemaz iireten K. pneumoniae’nin potansiyel
viriilans 6zellikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen (Liu ve dig., 2014), ¢alismalar
GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarmin daha fazla fimbrial adezin iiretebildiklerini, daha
invaziv olduklarini ve normal insan serumuna daha direngli olduklarini bildirmistir (Sahly ve
dig., 2004). Bu tez c¢alismasinda dahil edilen K. pneumoniae izolatlarinin higbirinin
karbapenem direncli olmadigi belirlenmistir. izolatlarin karbapenem direncine sahip

olmamasi daha az fimbrial adezin iirettiklerini diisiindiirmektedir.

Allantoin metabolizmasi, bakterilerin c¢evrelerinden karbon ve nitrojen elde edebildigi bir
yontemdir. Allantoin metabolizmasi ile iliskili gen (allS), bakteriler tarafindan ¢evreden
karbon ve nitrojen elde etmek igin kullanilir (Chou ve dig.,, 2014). Allantoin
metabolizmasinda yer alan genleri i¢eren bir operonun transkripsiyonu kKP suslara kiyasla
hvKP suslarinda daha fazla ekspres edildigi ve genlerin yukari yonde regiile olduklari
tanimlandi. Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda K. pneumoniae izolatlarinin %8’inin allS
geni tasidgr tespit edildi. Candan ve Aksoz (2015) yaptiklari ¢alismada 50 K. pneumoniae
izolatinin higbirinde allS gen igerigi tespit edememistir. Remya ve dig. (2019) yaptiklari
caligmada 370 klinik K. pneumoniae izolatin allS gen icerigini %1 olarak tespit etmistir. Xu
ve dig. (2019) yaptiklart calismada menenjit etkeni 44 K. pneumoniae izolati ile
calismislardir. Izolatlrn 22 si viriilans bir plazmit olan pLVPK-tiirevlerini tasidigi icin hv

olarak degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda kKP izolatlarinin higbirinde, hvKP
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izolatlarmin ise % 22.7’sinde allS gen igerigi tespit edilmistir. Rastegar ve dig. (2019)
tarafindan yapilan bir diger calismada klinik 6rneklerden izole edilen 146 K. pneumoniae
izolatinda viriilans genler arastirildi. hvKP ve kKP izolatlar1 arasinda allS gen igerigi
acisindan anlamli bir fark bulunmamustir. allS gen icerigi hvKP ve kKP izolatlarinda sirasiyla
%9.1 ve % 3.2 seklinde tespit edilmistir. Gergeklestirdigimiz bu tez calismasindaki
bulgularimiz literatiir ile uyumludur. Literatiirde allS geninin primer karaciger apsesi
suslarinda siklikla saptandigi ve karaciger apsesinin patogenezinde belirleyici bir rol oynadigi
vurgulanmaktadir (Ku ve ark. 2008; Paczosa ve Mecsas, 2016). Calismamizda allS gen
iceriginin dlslik olmasi izolatlarin karaciger apsesinden izole edilmedigi gercegi ile

uyumludur.

Gergeklestirilen bu tez c¢alisgmasinda klinik K. pneumoniae izolatlarinin % 87.5’inde ureA
geni varligi tespit edildi. K. pneumoniae dahil olmak iizere bir¢ok bagirsak patojeni, biiyiime
icin bir nitrojen kaynagi olarak {ireyi amonyaga ve karbondioksite hidrolize etmek icin
sitoplazmik {ireaz {iretebilir. ureA, fire metabolizmasinda yer alan ve bakteriyel
gastrointestinal kolonizasyon i¢in gerekli olan {lireaz operonu ile iliskili bir gendir ve viriilans
belirteci olarak kullanilir (Andrade ve dig., 2014). Literatiirde gerceklestirilen bir ¢ok
caligmada insan, hayvan ve ¢evre kokenli hv veya hv olmayan K. pneumoniae izolatlarinda
ureA enziminin yaygmn olarak bulundugu goriilmektedir. Atmani ve dig. (2015)
gerceklestirdikleri calismada hastane atik suyundan izole edilen 52, atik sulardan izole edilen
84, belediye atik su temizleme tesisinden izole edilen 32 ve klinik 6rneklerden izole edilen 43
K. pneumoniae izolatinda viriilans gen igerigini incelemis ve tiim O6rneklerde ureA genini
pozitif olarak tespit etmislerdir. Zhan ve dig. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada 21 karbapenem
direngli klinik hvKP izolatinin tiimiiniin ureA geni icerdigini tespit etmislerdir. Zhao ve dig.
(2019) gerceklestirdikleri calismada klinik orneklerden izole edilen karbapenem direngli
hvKP izolatlarinin %80’ininde ureA geni tespit etmislerdir. Gergeklestirdigimiz bu tez
calismasindada K. pneumoniae izolatlarinin % 87.5”inde ureA geni pozitif olarak tespit edildi.
Bu sonuglar bu tez ¢alismasinda elde edilen ureA sonuglarinin literatiirdeki diger calismalar

ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak gerceklestirdigimiz bu tez calismasinda; Kirsehir Ahi Evran Universitesi,
Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari1 soklarindan temin edilen klinik
orneklerden izole edilmis 24 K. pneumoniae izolatinin viriilans gen igerigi arastirildi. Yapilan

antibiyogram calismalar1 sonucunda izolatlarin ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu ve
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Kpl12 izolatnin en direncli izolat oldugu tespit edildi. izolatlarin viriilans gen igerigi PCR
yardimi ile ve hipermukoviskozite fenotipi string test ile belirlendi. Gergeklestirilen deneyler
sonucunda Kpl2 izolatinin hipermukoviskozite fenotipi ve rmpA geni igerdigi tespit edildi.
Kpl2 izolatt hvKP olarak olarak, diger izolatlar ise kKP olarak degerlendirildi.
Gergeklestirilen kapsiil tipi belirleme ¢alismalarinda izolatlarin higbirinin K1, K2, K5, K20,
K54 ve K57 kapsiil tipine sahip olmadig: belirlendi.
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