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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

BAZI Actinobacteria TURLERININ ENFEKSTYON ETKENI Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp. VE Proteus spp. IZOLATLARI UZERINE
ANTIMIKROBIYALETKILERININ DENEYSEL VE TUM GENOM TABANLI
ARASTIRILMASI

Muhammet Fatih TORU
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS

Bu tez calismasinda T.C. Saglik Bakanligi Bursa Ali Osman Soénmez Onkoloji
Hastanesi’nde Ocak 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda en Onemli hastane
enfeksiyonlarina yol agan, ¢esitli servislerde yatan hastalardan elde edilmis klinik izolatlar
olan Pseudomonas spp., Proteus spp. ve Staphylococcus spp. kullanilmistir. Calismada 57
adet Pseudomonas aeruoginosa, 50 Adet Staphylococcus aureus ve 5 adet Proteus mirabilis
kullanildi. Elde edilmis klinik izolatlarin %751 idrar kiiltiiriinden, %16.6’s1 trakeal aspirat
kiltird, %8,4’0 kan kiltiirinden izole edilmistir. Pseudomonas spp. izolatlar1 Vitek-2
cihazinda, Staphylococcus spp. ve Proteus spp. izolatlart ise API 10S kullanilarak
tamimlanmistir. Tanimlanan izolatlarin Gentamisin, Tigesiklin, Ampisilin, Ertapenem,
Sefepim, Meronem, Cefazolin, Linezolid, Seftazidim, Teikoplanin, Tetrasiklin,
Vankomisin, Amoksisilin klavulanik asit antibiyotiklerine kars1 antibiyotik direng¢ profilleri
belirlenmistir.

Actinobacteria cinsleri antibiyotik tiretimi basta olmak iizere, enzimler, immiinosiipresif
ajanlar ve antitimor ajanlar gibi ¢esitli metabolitler iiretme potansiyeline sahip bakterilerdir.
Gliniimiizde patojenlerin antibiyotik direngleri ve tedavide olusan yetersizlikler sebebiyle
yeni antibiyotiklerin kesfi kagmilmaz olmustur. Belirtilen tarihler arasinda izole edilen
suslar 6 farkli Actinobacteria susu segilerek antimikrobiyal aktive testine tabi tutulmustur.
Pseudomonas aeruoginosa suslarinda Actinomadura soli 14C53 T %56,6 oraninda,
Staphylococcus aureus suslarinda Nonomuraea zeae DSM 100528" %50 oraninda zon ¢ap1
Ol¢iilmiistiir. Proteus mirabilis suslarinda zon ¢ap1 Olglilmemistir. Sonug olarak,
Actinobacteria tiyesi tiirlerin antimikrobiyal aktive test sonuglarinda bazi patojenler
tizerinde olumlu sonug verdigi gézlenmistir.
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SUMMARY
M.Sc. THESIS

EXPERIMENTAL AND WHOLE GENOME-BASED RESEARCH OF
ANTIMICROBIAL EFFECTS OF SOME Actinobacteria SPECIES ON INFECTION
AGENT ISOLATES OF Pseudomonas spp., Staphylococcus spp and Proteus spp.

Muhammet Fatih TORU

Kirsehir Ahi Evran University Institute of Health Sciences
Molecular Medicine Department

Supervisor: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS

In this thesis, T.C. in the Ministry of Health Bursa Ali Osman S6nmez Oncology Hospital
Pseudomonas spp., Proteus spp. and Staphylococcus spp. Used. 57 Pseudomonas
aeruoginosa, 50 Staphylococcus aureus and 5 Proteus mirabilis were used in the study. Of
the clinical isolates obtained, 75% were isolated from urine culture, 16.6% from tracheal
aspirate culture and 8.4% from blood culture. Pseudomonas spp. Staphylococcus spp
isolates. and Proteus spp. The isolates were identified using the API. Antibiotic resistance
profiles of the detected isolates against Gentamicin, Tigecycline, Ampicillin, Ertapenem,
Cefepim, Meronem, Cefazolin, Linezolid, Ceftazidime, Teicoplanin, Tetracycline,
Vancomycin, Amoxicillin and clavulanic acid antibiotics were determined.

Actinobacteria are bacteria that have the potential to produce various metabolites such as
antibiotics, enzymes, immunosuppressive agents and antitumor agents. Today, the discovery
of new antibiotics has become inevitable due to antibiotic resistance of pathogens and
inadequacies in treatment. The strains isolated between the specified dates were selected
from 6 different Actinobacteria strains and subjected to antimicrobial activity testing. In
Pseudomonas aeruoginosa strains, of Actinomadura soli 14C53" Zone diameter was
measured at 56.6% in Staphylococcus aureus strains and 50% of Nonomuraea zeae DSM
100528T. Zone diameter was not measured in Proteus mirabilis strains. As a result, it was

Xiv



observed that the member species of Actinobacteria gave positive results on some pathogens
in the antimicrobial activation test results.

Keywords: Pseudomonas, Staphylococcus, Proteus, Actinobacteria, Antimicrobial activity
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1.GIRIS

Tip bilimindeki gelismeler hastane enfeksiyonlar1 insanligin dnemli sorunlarindan biri
oldugunu gostermistir (1,2). Bu enfeksiyonlar, saglik maliyetlerini 5 kat ve hastanede kalig
stirelerini de 20 kat artirirken, 6liim oranlarinin artisinda da bir o kadar 6nemli rol
oynamaktadir. Aragtirmalar hastane enfeksiyonlarinin en az tigte birini 6nlenebilir oldugunu
gostermektedir. Bu sebepledir ki; her hastane kendi i¢inde enfeksiyon kontrol programi
olusturmak zorundadir. Mortalite, yiikselen tedavi masraflar1 ve artan morbidite bu
zorunlulugu etkileyen en Onemli sebeplerdir. Prematiire, yenidogan, kanser hastalari,
bebekler, AIDS hastalar1 ve yasl hastalar gibi bagisiklik sistemi zayif hastalarda bu
enfeksiyonlar 6liimle sonuclanabilmektedir. Birden fazla iilkede hastaneye yatisi yapilan
hastalar {izerinde gergeklestirilen arastirmalarda kisilerin %3.1-%14.1’inde hastane
enfeksiyonu olustugu belirtilmistir (3). Bu sebeple engellenebilir enfeksiyonlardan olan
hastane enfeksiyonlar1 gitgide 6nem kazanmaktadir (4,5). ‘The Study of the Efficacy of
Nosocomial Infection Control and Prevention’ (SENIC) hastane enfeksiyonlar1 denetiminde
siirveyansin etki calismalarin1 yapmis ve bu projede elde ettigi verilerle kuvvetli 6nemler

alindig1 takdirde, hastane enfeksiyonlarinin iigte birinin onlenebilir oldugunu gostermistir
(6,7).

Her yil diinya genelinde 150 milyon bireyi etkileyen en yaygin enfeksiyon tiirii idrar yolu
enfeksiyonlaridir (IYE) (8). IYE’lerin ekonomik yiikii halk saglig1 agisindan énemli oldugu
gibi tekrarlayan enfeksiyonlar da hastalarin yasam kalitesini etkilemektedir (9). Diinya
genelinde 1YE’ler ayaktan hasta ziyaretlerinin %0,7’sini olusturmaktadir (10,11). %12,9
prevalansa sahip IYE’lerin iigte ikisi kataterle iligkili olup hastane kaynakli enfeksiyonlar
arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (12).

Gram negatif patojenlerden biri olan P. aeruginosa zor sartlarda hayatta kalma potansiyeline
sahip olmasi sebebiyle hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadir ve saglik bakim
tinitelerinde meydana gelen en dnemli enfeksiyolardandir. Gastrointestinal enfeksiyonlar,
pnomoni ve bakteriyemi gibi hastaliklarin yanmi sira ozellikle kanser hastalari, yanik
tinitelerinde bulunan hastalar gibi bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda firsatgr
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (13,14).

Staphylococcus’lar hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerindendir. S.aureus
Staphylococcus cinsi igerisinde insanda enfeksiyon etkeni olan patojendir (15). Metisiline
duyarli S.aureus MRSA olarak adlandirilmistir ve Staphylococcus 'lar, sefalosporinler de
dahil tiim beta-laktam antibiyotiklere direnclidir (16). Hastane kdkenli enfeksiyonlar i¢inde
yer alan MRSA’lar, glinlimiizde 6nemli insan kaynakli enfeksiyon olarak, giderek artan
mortalite ve morbiditeye neden olmakta ve ekonomik olarak da yiik olusturmaktadir (17).

Bu calismada:

*T.C. Saglik Bakanlig1 Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji Hastanesi’ne Ocak 2021-Haziran
2021 tarihleri arasinda cesitli servislerden gelen numuneler merkez laboratuvarca saptanmis
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. ve Proteus spp. kullanilarak;



*Tespit edilen izolatlarin antibiyotik duyarliklar1 saptanmak i¢in Pseudomonas aeruginosa
icin Gentamisin, Tigesiklin, Amoksisilin klavulanik asit, Ampisilin, Ertapenem, Sefepim,
Meronem, Seftazidim, Staphylococcus aureus igin Amoksisilin klavulanik asit, Ampisilin,
Cefazolin, Gentamisin, Linezolid, Teikoplanin, Tetrasiklin, Vankomisin ve Proteus
mirabilis i¢in Amikasin, Amoksisilin klavulanik asit, Ampisilin, Sefazolin, Gentamisin,
Siprofloksasin etken maddelerinin direng profillerinin saptanmasi,

*Direng profilleri saptanan izolatlara Nonomuraea zeae DSM 1005287, Streptomyces
boluensis YC5377, Rhodococcus sp 14C212, Actinomadura geliboluensis A8036T,
Rhodococcus aetherivorans 10bc312" ve Actinomadura soli 14C53" tiirlerinin
antimikrobiyal aktivelerinin saptanmasi,

* Antimikrobiyal etkinligi saptanan Actinobacteria iyelerinin tim genom verilerinden
sekonder metabolit {iretim potansiyellerinin saptanarak alternatif biyoaktif molekiil
kaynaklarinin belirlenmesi amag¢lanmastir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Hastane Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlar1 diinya genelinde hizmet kalitesini kotii yonde etkileyen en 6nemli
tibbi sorunlardan birisidir. Geligen teknoloji sonrasinda kompleks tedavi ve tan1 yontemleri
ile hastalarin 6mrii uzatilirken, 6nlenebilir hasta kayiplar1 ve maddi zayiatlar yasanmaktadir
(18,19). Hastane enfeksiyonlari ABD’de 6liim nedenleri arasinda dordiincii siradadir.
Hastane enfeksiyonlar1 her yil iki milyon kiside goriiliir ve 103.000’inin hayatini kaybettigi
bildirilmektedir (20,21). ABD’de bu say1 meme kanseri, trafik kazasi, AIDS gecirip hayatini
kaybedenlerin sayisina esittir (21).

DSO’niin sundugu verilere gore hastane enfeksiyonu hastaneye yatis1 gergeklestirilen her on
hastanin birinde gelismektedir. ABD’de 1980’11 yillarinda yatan hastalarin %5-%6’sinda
ortaya ¢ikmistir ve bununla birlikte hastane enfeksiyonlarinin toplami yilda 2,1 milyondur.
Yilda yaklasik hastane enfeksiyonlarinin sebep oldugu 6liimlerin sayis1 90.000 civarindadir.
Her yil Ingiltere’de ortalama hastane enfeksiyonu goriilme sayis1 100.000 vaka olmakla
beraber %1 oraninda (yaklasik 5.000 kisi) 6liimlerinin dogrudan, %3 oraninda ise dolayl
olarak hastane enfeksiyonlari ile iliskilidir. Ulkemizde de hastane enfeksiyonu énemli bir
sekilde karsimiza cikmaktadir. Tiirkiye’de hastane enfeksiyonu oranmin %5 ile %15
arasinda oldugu kabul edilmekle beraber verilere ulasim asamasinda belli baslt sikintilar
yasanmaktadir (22).

2.2.Pseudomonas Cinsi Bakteriler

Pseudomonas’lar firsat¢1 patojenler olup, ¢evre kosullarina kolayca adapte olmalariyla,
degisik virulans faktorleri igermesi ve antimikrobiyallere karsi hizli direng gelistirmesi
nedeniyle 6nemli bir yere sahiptirler. Hastane enfeksiyonlar1 en sik goriinen {igiincii patojen
olma ozelligine sahiptirler. Nonfermentatif bakteriler icerisinde en sik izole edilebilen
bakterilerdir. Yogun bakim {initelerinde ve ndotropenik hastalarin bulundugu yerlerde
genellikle hastane enfeksiyonlarinda Pseudomonas’lar 6n plana ¢ikmaktadir (23).

Pseudomonas cinsi iiyeleri; dogada, suda ve toprakta yaygin olarak tespit edilmekle birlikte
bu cins, Pseudomonadaceae familyasinda bulunan Gram negatif, basil morfolojisinde
bakterileri kapsamaktadir (24). Onemli rol oynadigi diger bir alan ise azot dongiisiidiir.
Pseudomonas’lar oksidaz ve katalaz pozitif, oksidasyon yoluyla sekerleri parcalayabilen
fakat fermantasyon yapmayan bu nedenle nonfermentatif gram negatif basiller arasinda yer
alirlar (25).

Pseudomonas cinsi, kompleks ve bilylik gram negatif bakteri taksonu olup ¢evresel ve klinik
acidan onemsenmesi gereken birgok tiirii i¢inde barindirir. Midula tarafindan ilk kez 1894°te
Pseudomonas cinsi tanimlanmistir fakat tanimlama metodlar1 gelistikce ¢ok kez revizyona
ugramistir. 1970 yillarinin baginda sistematik ¢aligmalar neticesinde bagimsiz bes gruptan
olustugu tanimlanmistir. Pseudomonas cinsinin giiniimiizde 160 tiirii bulunur ve bu tiirler
igerisinde 12 tiir klinik 6neme sahiptir (26).



Pseudomonas tiirlerinin klinik hastaliklarla iliskili c¢ogu belirgin bir heterojenite
gostermektedirler. Biyovar veya genomovarlara boliinmiistiirler. Genomovarlar tiir
diizeyinde tanimlanma gerektiren fakat fenotipik tanimlayici 6zellikleri bulunmayan genetik
olarak farkli gruplar olup, DNA-DNA hibridizasyon deneyleriyle ve 16S rRNA gen sekansi
ile birlikte kemotaksonomik total yag asidi analizi ve total protein patern analiziyle
tanimlanmaktadirlar (26).

Pseudomonas’larin Fenotip Siiflandirmasi

RNA Grup | rRNA Grup Il rRNA Grup Il
Fluorescent Grup Pseudomallei Grup | Zayif oksidaz pozitif grup
] (kolistin direngli grup) )
Pseudomonas aeruginosa Comomonas acidovorans
Burkholderia mallei )
Pseudomonas fluorescens Comomonas terrigena
) Burkholderia _
Pseudomonas putida pseudomallei Comomonas testosteroni
kompleks

Pseudomonas stutzeri Acidovorax facilis

Burkholderia gladioli

Pseudomonas mendocina Acidovorax temperans

Pandoraea cinsi

CDC grup Vb-3 Lautropia mirabilis

Ralstonia cinsi

Alkaligenes grup CDCWO-1
Pseudomonas alkaligenes Cupriavidus cinsi
Pseudomonas
pseudoalkaligenes
Pseudomonas cinsi grup 1
rRNA Grup IV rRNA Group V Sar1 Pigmentli Grup
Diminuta grup Stenotrophomonas Pseudomonas luteola
) . maltophilia
Brevindumonas diminuta Pseudomonas

) ) ) oryzihabitans
Brevindumonas vesicularis

Spingomonas paucimobilis

H2S Pozitif Grup

Shewanella putrefaciens

Shewanella algae

Tablo 1: Pseudomonas’larin fenotipik siniflandirilmasi (27)
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2.2.1.Pseudomonas spp. Enfeksiyonlari

Pseudomonas cinsi, nozokomiyal firsatg1 patojenlerdendir ve insanlarda birden fazla
enfeksiyona neden olmaktadir. Son donemde hastane igerisinde bu infeksiyonlarda artis
olusmustur. Bu bakterilerin hastane ortamina kolay uyum saglamasi nedeniyle direng
karakterlerinde artig gozlenmektedir (28).

Pseudomonas’larin neden oldugu enfeksiyonlar; bakteriyemi, iiriner enfeksiyonlar, merkezi
sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari, solunum sistemi enfeksiyonlari, goz
enfeksiyonlari, endokardit, kemik ve eklemg enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart ve gastrointestinal enfeksiyonlardir. Pseudomonas bakteriyemisinde 6liim
orani kanser teshisi konulmus hastalarda %33-%38 arasindadir. Kan damarlar1 ve ¢evresi,
tiriner sistem, alt solunum yolu, yumusak doku ve deri primer enfeksiyon bolgelerindendir
(29).

2.2.2.Pseudomonas spp. Antibiyetik Diren¢c Mekanizmalari

Pseudomonas cinsi bakteriler insanlarda solunum sistemi infeksiyonlari, gastointestinal
sistem infeksiyonlari, endokardit, bakteremi, iiriner sistem infeksiyonlar1 kulak ve goz
infeksiyonlari, kemik-eklem infeksiyonlari, merkezi sinir sistemi infeksiyonlari, deri ve
yumusak doku infeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Pseudomonas cinsi bakterilerin
olusturdugu infeksiyonlarin tedavisi zordur. Ciinkii infeksiyonlar genel olarak hastane
ortaminda meydana gelir ve etken kokeni olanlar bir¢ok antibiyotige diren¢ kazanmislardir.
Bu sebeple kullanilacak ilag kesinlikle antibiyotik duyarlilik sonuglarina géz 6niine alinarak
belirlenmelidir. Pseudomonas infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilacak etkili beta-laktam
antibiyotikler piperasilin, seftazidim, sefepim, sefpirom, imipenem, meropenem ve
aztreonamdir. Aminoglikozidler i¢inde gentamisine diren¢ en yiiksek, amikasine ise en
diisiik orandadir ve tobramisinin daha 1yi intrensek aktivitesinin var oldugu bilinmektedir.
Florokinolonlar arasinda en etkili olan1 siprofloksasindir (30).

P. aeruginosa’nin ¢ogu antibiyotige karst dogal direnci var oldugu bilinmektedir. Bu ¢oklu
direngten sorumlu en mithim mekanizmasi aktif pompa sistemi ile antibiyotigin disar1
atilmas1 ve antibiyotige karsi bakteriyel dis membranda gecirgenlik azalmasi olarak
belirtilmektedir. P. aeruginosa’da indiiklenebilir kromozomal AmpC tipi beta-laktamaz
enzimin varligi bilinmektedir. Bu beta-laktamazlar penisilin ve sefalosporinlere karsi
direngte mithim bir rol oynamaktadir. MexABOprN pompa sisteminin aktivasyonu;
florokinolonlar, penisilinler, sefalosporinler ve meropeneme direng gelismesine sebep
olabilmektedir. MexCD-Oprj ve MexEF-OprM aktivasyonu ise aminoglikozitlere karsi
direng gelisimine sebep olabilmektedir. Florokinolon ve beta-laktamlara direng gelisiminde
permeabilite mutasyonlar1 da miithim rol oynamaktadir. Mutasyona bagli olarak
permeabilitede azalma, karbapenemlere direng gelisiminde dnemlidir. Burada OprD porin
kayb1 olmaktadir. OprD porini, karbapenemleri igeri alan fakat baska beta-laktamlar1 iceri
almayan bir 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. OprD kaybi imipenem direncine ve
meropeneme duyarlilik azalmasina yol acabilmektedir. MexEF-OprN aktivasyonu OprD
porin kaybina sebep olur ve florokinolonlar bu pompa sistemini aktive edebilmektedir
(31,32,33).



2.2.3.Pseudomonas spp. Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

Pseudomonas spp. antistafilokokal penisilinler, sulbaktam-ampisilin, amoksilin-klavulanat,
I. ve II. kusak sefalosporinlerin tamamu ile bazi III. kusak sefalosporinlere (sefotaksim,
seftriakson), trimetoprim-sulfametaksazol ve nalidiksik aside dogal olarak direnglidir.
Ayrica izolatlarin ¢ogunda tetrasiklin, makrolidler, rifampin, kloramfenikol, sefiksim ve
sefpodoksime karsi yliksek oranda direng gelisimi gozlenir (34,35).

Pseudomonas spp. enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler sunlardir:
Piperasillin/Tazobaktam (100/10 pg), Sefaperazon/Sulbaktam (75/10ug), Kloramfenikol (30
ug), Tobramisin (10 pg), Trimetoprim / Sulfametaksazol (5/250 pg), Klindamisin (2 pg),
Seftazidim (30 pg), Aztreonom (30 pg), Piperasillin (100 pg), Seftriakson (30 pg),
Tetrasiklin (30 pg), Gentamisin (120 pug), Sefaperazon/Sulbaktam (75/10ug), Amikasin (30
ug), Netilmisin (30 pg), imipenem (10 pg).

2.3. Staphylococcus Cinsi Bakteriler

Staphylococcus cinsi bakteriler Micrococcaceae familyasina ait olup ¢ok Onemli bir
enfeksiyon etkenidir. Micrococcaceae familyasi toplamda 4 cins igerir: Staphylococcus,
Micrococcus, Planococcus, Stomatococcus. Staphylococcus cinsi bu ailenin klinik diizeyde
en onemli enfeksiyon etmenidir. Enfeksiyon etkeni olarak insanlarda en ¢ok goriilebilen
Staphylococcus’lar: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
saprophyticus 'dur. Staphylococcus aureus bu tiirlerin igerisinde giiniimiizde kullanilan
antibiyotiklere kars1 hizli bir sekilde diren¢ kazanmasi ve bu nedenle gegmise oranla
meydana getirdigi enfeksiyonlara sik rastlanmasi nedeniyle insan enfeksiyonlarinda
oncelikli patojenler arasinda yer alir (36,37).

2.3.1. Staphylococcus spp. Enfeksiyonlari

Staphylococcus enfeksiyonlari, sepsis, basit deri ve yumusak deri enfeksiyonlar: gibi sert
tablolara kadar gidebilen ¢ok genis bir spektruma sahiptirler. Staphylococcus cinsi igerisinde
Staphylococcus aureus digerlerinden daha onemli bir etkendir (38,39). Staphylococcus
aureus sebep oldugu enfeksiyonlar Tablo 2’de gosterilmistir.



Hastahk Klinik goriiniim

Yara enfeksiyonu Travmatik ya da cerrahi kesilerin enfekte
olmasiyla olusur.
Septik artrit Eklem bolgesinde piiriilan  materyal

toplanmas1 sonucunda olusan agrili ve
eritemli eklem enfeksiyonudur.

Osteomyelit Uzun kemiklerin metafizinde kemik
harabiyetiyle seyreden enfeksiyondur.

Pnémoni ve ampiyem Akcigerlerde  konsolidasyon ve abse
olusumuyla karakterizedir.

Bakteriyemi ve endokardit Bakterinin enfeksiyon odagindan kana
yayilimi ile olusur. Endokardit kalbin
endotel tabakasinin hasariyla

karakterizedir.

Haslanmis deri sendromu Eksfolyatif toksin tarafindan olusturulur.
Yenidoganlarda yaygin epitelyum
deskuamasyonu vardir. Deri dokiintiileri
16kosit ve mikroorganizma igermez.

Tablo 2: Staphylococcus aureus’un sebep oldugu bazi 6nemli enfeksiyonlar (40,41)

2.3.2. Staphylococcus spp. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Gliniimiizde S. aureus’larda metisilin, aminoglikozidler, makrolidler, florokinolonlar gibi
bir ¢ok sayida antimikrobiyale karsi kazanilmis direng goriilebildigi i¢in duyarlilik
testlerinin yapilmasi 6nemli bir yer almakta ve gerekli olmaktadir. (42)

Penisilinin kesfi sonrasinda ki yillarda S. aureus izolatlari penisiline duyarliyken gegen siire
icerisinde penisilin grubu antibiyotiklerin beta-laktam halkasini pargalayan enzim geni
plazmid ile aktarildigi i¢in hizla yayilan beta-laktamaz (penisilinaz) iiretimi sebebiyle S.
aureus izolatlarinin biiyiik bir cogunlugu bugiin pensiline direngli olmaktadir. Diger bir
secenek antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli izolatlarin ¢ogalmasi biitiin diinyada endiseye
sebep olmaktadir.(42)

2.3.3. Staphylococcus spp. Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden onceki donemde Staphylococcus spp.
oliimciil infeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Penisilinin klinik kullanima girmesi ile
bu infeksiyonlar basarili bir sekilde tedavi edilmeye baslanmissa da penisilinaz liretimi
sonucu penisilinler tedavide etkisiz hale gelmistir. 1960’11 yillarda klinik kullanima giren
oksasilin, nafsilin, metisilin gibi penisilinaza direngli penisilinler ile penisilinaz sorunu
¢oziimlenmis ise de kisa silire sonra metisiline direngli kokenler ortaya c¢ikmis ve bu
kokenlerin neden oldugu infeksiyonlar giderek yaygilagmistir (43).



2.4 Proteus Cinsi Bakteriler

Proteus cinsi bakteriler, gram negatif, 1-3 x 0,4-0.6 mikron ebatlarinda, kokobasil
goriiniimiinde veya daha uzun, kapstilsiiz ve sporsuz bakterilerdir. Suda, diskida ve toprakta
kontamine olmus materyallerde bulunurlar (44). Proteus cinsi bakteriler icerisinde farkli
tirler bulunur. Bunlar; P. mirabilis, P. myxofaciens, P. penneri, P. vulgaris. Bu tiirler
arasinda bazi farklar bulunabilir (Tablo 3).

Test P.mirabilis P.penneri P.myxofaciens  P.vulgaris
Indol - - - +
Ornitin + - - -

dekarboksilaz

Salisin - - - -
Maltoz + + + +
Kloramfenikol Duyarlt Direncli Duyarli Duyarli
Kloramfenikol + + - +

Tablo 3: Proteus tiirleri arasindaki bazi farklar (45) (+ :var, -: yok)

2.4.1.Proteus spp Enfeksiyonlar:

Enterobacter suslar1 hastane enfeksiyon faktdrlerinin basinda yer alir. Uriner sistem, akciger
ve cerrahi yaralar basta olmak lizere insanda ¢esitli enfeksiyonlara neden olmaktadir (46,47).
Insan bagirsagin normal florasinda bulunan Proteus, lagim sularinda siklikla bulunmaktadir.
Uygun kosullar olusursa insanda enfeksiyonlara neden olmaktadir. Sepsis, menenjit ve organ
apselerinden izole edilebilirler. Cogunlukla insanda diger bakterilerle beraber
enfeksiyonlara neden olmaktadir (48).



2.4.2.Proteus spp. Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler

Proteus’larin neden oldugu iiriner sistem infeksiyonlar1 tedavisi gii¢ bakteriyemiye neden
olabilir. Boyle hastalarda oliim oram1i %15-88 arasinda degismekle birlikte, bu oran
predispozan faktorlere bagli olarak degismektedir (49). Bu bakteriler ayrica; yara
infeksiyonlari, menenjit, organ apseleri, oOzellikle yenidoganlarda gobek kordonu
infeksiyonlar1 ve bu infeksiyonlardan kaynaklanan epidemiler halinde goriilebilen sepsis ve
menenjitlere neden olabilmektedirler (50). Proteus bakterilerinin de dahil oldugu
Enterobactericeae familyasinda yer alan bakterilerde genis spektrumlu p-laktamlar,
florokinolonlar ve aminoglikozidleri kapsayan ¢ogu antimikrobiyale diren¢ gelisimi 6nemli
bir problemdir (51). Proteus spp. enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotikler sunlardir;
Amikasin, Amoksisilin claculanik asit, Ampisilin, Cefazolin, Ceftriaksone, Ciproflaksin,
Gentamisin, Trimethoprim-sulfamethoksazole.

2.5.Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar: ve Diren¢ Genleri

Antibiyotigin kullanima baslamasi ile o antibiyotige kars1 direng gelisimi zamanla yayilarak
artmaktadir. Kalitsal olamayan bir diren¢ mekanizmasi olan dogal direng, organizmanin
ozelliginden gelen direncliliktir. Direng; antibiyotigin yaygin olarak kullanimini takiben
mikroorganizma ile temasiyla baslamakta, mikroorganizmada olusan mutasyonlarla

gelismektedir (52). Antibiyotiklere karsi gelisen direng mekanzimalart;

1) Ribozomal koruma
2) Enzimatik inaktivasyon
3) Efluks Pompasi

4) Kromozomal (ekstrak) direng

Ribozomal koruma proteinleri, antibiyotiklere karsit gelistirilmis bir direnc tipidir.
(Tetrasiklin antibiyotigi gibi) Ribozomal koruma proteinleri; Tetrasiklin, Doksisiklin ve
Minosiklin etkilerinden korunmaktadir (53,54). 11 farkli koruma proteini gram negatif
bakterilerde bulmaktadir. Ribozomal koruma proteinleri aminoasit sekanslarina gore
siniflandirildiginda;

Birinci grup Tet M, Tet O, Tet S, Tet W, Tet 32 ve Tet 36. Ikinci grup Tet P, Otr A. Ugiincii
grup olarak Tet Q and Tet T olarak siniflandirilabilir (55,56).

Enzimatik inaktivasyon, bakterilerin bazilar1 antibiyotiklere karst enzimatik direng
mekanizmas1 gelistirmektedir. Enzimatik inaktivasyon mekanimasi; grup transferi,
enzimatik hidrolizasyon, yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleriyle gergeklesmektedir
(57).



Efluks pompasi, dogal diren¢ mekanizmalarindan bakterilerle karsilasan en sik rastlanan
mekanizmalar arasinda olan birden fazla ilaca kars1 aktif durumda direng saglamaktadir. Bu
mekanizma, Tetrasiklin antibiyotiginin ilgili bakteriyel direngte en fazla karsilasilan
mekanizmasidir (54,56).

Kromozomal direng bakterilerde, kromozomal mutasyonlarla ger¢eklesirler. Bu
mutasyonlar, bakterilerin antibiyotik ile karsilasmasi ve maruz kalmasi, ¢ok veya tek asamal
gibi farkli yollarla ger¢eklesebilmektedir. (58,59)

Antibiyotik -
¢ & lag hedefinin

&

- degistirilmesi ao¥

O ~
& - > 5
F & QO QN
of 4 4
A & \ &
& 00O \ (a) Modifiye ilag (b) llag inaktive eden
A lefi enzim
J
Mo o —
X Je—Modifiye olmayan y — - Sitoplazma
o ilag hedefi
: —
Efluks pompasinin aktive edilmesi o™ \_J) €——— Plazmid
— \;xo\“‘

\ (¢) Modifiye hicre duvan ;"::
; proteini

Antibiyotiklerin
'modifiye edilmemis
hiicre duvan proteini

ile hiicreye girisi

Sekil 1: Bakteri hiicrelerinde antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 (60)

P. aeruginosa’daki antibiyotiklere kargt kullanilan mikrobiyal direng; dogal direng, adaptif
direng ve edinilmis veya kazanilmig direng seklinde siniflandirilabilir. P. aeruginosa igin
MDR; piperasilin-tazobaktam, seftazidim, florokinolonlar (siprofloksasin ve levofloksasin),
aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin) ve karbapenemler (imipenem ve meropenem)
arasinda ii¢ veya daha ¢ok antimikrobiyal grubun en az birine kombine diren¢ olarak
tanimlanmaktadir (61).

P. aeruginosa’daki disa atim pompalar1 temel olarak ¢oklu ilag akis sistemleri olan direngli

nodiilasyon bdliimii (RND) ailesine aittirler. Cogul ilag akis sistemleri, dis zar kanali,
periplazmik i¢ zar tasiyiciya ve adaptor proteini boliinmiistiirler. Bu tiir pompalar, P.
aeruginosa’da proton bagimli (temel olarak) antimikrobiyal ajanlarin ve diger birden ¢ok
zararli ajanin hiicreden ¢ikarilmasi yoluyla hem adaptif hem de kazanilmis dirence katkida
bulunmaktadir. P. aeruginosa’da antibiyotik direncine katkida bulunan klinik olarak dort
RND disa atim pompasi tanimlanmis olup bunlar su sekildedir; MexAB-Opr M, MexCD-
Opr J, MexEF-Opr N ve MexXY-Opr M’dir. Bu disa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu,
beta-laktam, aminoglikozidler ve florokinolon direncindeki artislarla iligskilendirilmiglerdir
(62.63,64).
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S. aureus suslarinin birgogu basta farkli beta laktam antibiyotikleri olmak {izere,
aminoglikozitlere ve tetrasikline de direngli olmaktadirlar. Beta laktam antibiyotikleri
bakteri hiicre duvarinda bulunan penisilin baglayici proteinleri (PBP) inhibe ederek etkilerini
gostermektedirler. Metisiline direngli ve duyarli stafilokoklarin arasinda onemli fark
PBP’lerdedir. Metisilin direnci PBP 2 ya da 2a olarak sdylenen proteinin varligina baglidir.
Bu protein duyarli suglarin timiimde bulunmamaktadir. Direncin sebebi olan 2a’y1 kodlayan
gen kromozomal DNA iizerinde ‘mec’ olarak ifade edilen bolgededir. PBP’lerde olusan
degisiklikle gelen metisilin direnci, beta laktamlara temel direncin ifadesidir. Bu nedenle
metisiline direngli stafilokoklarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde beta laktam
antibiyotikler onerilmemektedir (65).

P. mirabilis’in en duyarli oldugu antibiyotikler Amikasin, aztreonam, sefepim, seftazidim,
seftriakson, meropenem ve beta-laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar olarak 6n plana
cikmaktadir. Dogal tetrasiklin direnci tetA, tetB ve tetC genleri tarafindan kodlanan efluks
pompalari araciligryla meydana gelir (65). Polimiksin direnci ise, LPS’de meydana gelen
modifikasyonlar ve proteaz aktivitesi nedeniyle olusur. LPS tabakasinin lipit A kismindaki
esterifiye fosfat grubunun yerini L-arabinoso-4-amin yapisinin almast sonucunda,
polimiksin B dis membrana baglanamaz ve etkisiz hale gelir. Ayrica, peptid yapida olan
antibiyotigin ZapA gibi ekstraseliiler proteazlar tarafindan hidrolizasyonu da direng
gelisimini kolaylastirir (66,67.68).

2.6.Actinobacteria Cinsleri
2.6.1.Actinomadura cinsi

Actinomadura cinsi, Thermomonosporaceae ailesi igerisinde mevcut Gram-pozitif
Actinocorallina, Spirillospora ve Thermomonospora cinsleriyle birlikte dallanma gdsteren
hareketli olmayan tiirlerdir. Actinomadura cins iyeleri kimyasal, fizyolojik ve morfolojik
ozellikleriyle birlikte kullanilmasiyla birbirlerinden ayrilmakta ve 16S rRNA gen dizisine

bagl ayr filetik yol olusturmaktadir (69).

Yiiriirliikte ve giincel olarak tanimlanmis toplamda 118 tiir ve 4 alttiirii icermektedir. (URL-
1) Actinomadura tiirleri, genel olarak bulunduklar1 toprakta olasilikla organik maddenin
doniisiimiinde rol oynamaktadir (70,71).

Actinomadura cinsinin genetigi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak cins iiyeleri,
Thermomonosporaceae ailesi i¢in 6zgiin olan 16S rRNA molekiillerini igermektedir (72).

2.6.2. Nonomuraea cinsi

Nonomuraea cinsi, Streptosporangiaceae familyasinin iiyesi olup, 1998 yilinda Zhang vd.
tarafindan tanimlanmistir (73,74,75). Nonomuraea cinsi iiyeleri, Gram pozitif, aerobik, agiri
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dallanmis substrat ve hava miselyumuna sahip hareketsiz aktinbakterilerdir. 20-45 °C aras1
gelisim sicakliklar1 olup bazi suglar 55 °C’de gelisim gostermektedir (76).

Nonomuraea cinsi iiyelerinin ¢cogunun mensei topraktir. Bu ailenin iiyelerinin topraktaki
bitki materyallerinin ilk ayrismasinda rol aldig1 muhtemeldir (77,78). Sekonder ve primer
metabolitlerin sentezi agisindan zengin olan Streptosporangiaceae familyasinin iyeleri
onemli bir enzim ve antibiyotik ireticisi olarak da degerlendirilmektedir. N. roseoviolacea,
carminomicin (79), N. pusilla, actinotiocin (80), N. spiralis, pyralomicin (81) gibi
antibiyotikleri sentezlemektedirler.

Yirtirliikte ve giincel olarak tanimlanmig toplamda 73 tiiri ve 2 alt tiirii bulunmaktadir.
(URL-2)

2.6.3. Streptomyces cinsi

Waksman ve Henrici tarafindan 1943 yilinda Onerilen Streptomyces cinsinin tip tiiri
Streptomyces albus ATCC 25426T dur ve Streptomyceaceae familyasinin tip cinsi olarak
sunulmustur. Streptomyces tiirlerinin bir¢ogu topraktan izole edilmelerine ragmen, bu cinsin
tiyeleri karasal ve sucul habitatlarda olduk¢a genis dagilima sahip oldugu diisiiniilmektedir
(82,83). Giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin ticari ve tibbi agidan tarimsal bolgelerde
cesitli bilesiklerden elde edildigi bilinmektedir. Bu duruma ek olarak 1990 yilinda kesfedilen
ve tarimda kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %60 oraninda bu cins tarafindan
sentezlenmektedir (84).

Giincel olarak tanimlanmis toplamda 1091 tiirii ve 69 alt tiirii bulunmaktadir. (URL-4)

2.6.4. Rhodococcus cinsi

Rhodococcus cinsi iiyeleri, taksonomik olarak karmasik ve uzun bir soy agacina sahiptir
(85,86). Rhodococcus cinsinin iiyeleri serolojik ve kimyasal 6zelliklere gore iki gruba ayrilir,
bu grup Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kitabinin son baskisinda ayrilmistir
(87). Rhodococcus cinsi iiyeleri; katalaz-pozitif, aerobik, kisimca asitfast, biiyiiyebilen
(cubuk seklinde); ancak genis Olciide dallanmis hiflere sahiptir. Seyrek hifleri veya
dallanmis sekilde bazi suslar tiretebilmektedir (88).

Rhodococcus tiirleri, katabolik ¢ok yonliiliigiine oldukga sahip organizmalardir. Bu nedenle
ki ksenobiyotik ve organik bilesigi par¢alayan enzimleri kodlayan gen dizilerine sahiptirler
(89). Rhodococcus rhodochrous 6rnegi gibi bazi tiirler akrilamid gibi ticari olarak kiymetli
tirlinleri sentezledigi tespit edilmistir (90).

Giincel olarak tanimlanmis toplamda 79 tiirii bulunmaktadir. (URL-5)

2.6.5.Actinobacteria’larin Antimikrobiyal Potansiyelleri

Actinobacteria, tarimsal uygulama, tibbi, endiistriyel ve biyoteknoloji alaninda biyoaktif
sekonder metabolit {ireticisi olarak biiylik deger sahibidirler (Tablo 4). Dogal olusan
antibiyotiklerin ¢ogunu Actinobacteria iiyeleri tarafindan iretilmektedir. 1940 yilinda
Waksman vd tarafindan Actibobacteria’da ilk antibiyotik kesfedilmis olup; bunlar
Streptomyces  kiiltiiriinden aktinomisin  (91), 1942'de Streptomyces lavendula'dan
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streptotrisin (92) ve 1944'te Streptomyces griseus'tan streptomisindir (93). Streptomyces
Ozellikle klinik antibiyotik kaynagi olarak biiyiik Olclide tiim aktinobakteriyel
antibiyotiklerin %80'inden sorumludur (94)

Bilesigin tipi ve iiretici tiir Biyoaktif ajan Bilesigin tipi ve iiretici tiir Biyoaktif ajan

Antibakteriyel ajan iireticileri Antifungal ajan tireticileri
Verrucosispora spp. Abyssomycin Streptomyces Amphotericin B
nodosus
Streptomyces Actinomycins Streptomyces Candicidin
anulatus griseus
Micromonospora Anthracyclin Streptomyces YCED-9
spp. violaceusniger Guanidylfungin
Saccharopolyspora Erythromycin Streptomyces Polyoxin B
cacaoi
Erythraea llotycin Streptomyces canus Tetracenomycin
Nocardia lurida Ristocetin Nocardia Validamycin

transvalensis

Amycolatopsis Vancomycin
orientalis

Tablo 4: Actinobacteria tiyeleri tarafindan iiretilen bazi biyoaktif molekiillerin 6rnekleri ve
etkinlikleri (95)
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2.6.6.Tiim Genom Calismalar

Bir organizma genomundaki biitiin DNA zincirlerinin dizilenmesi islemine "tiim genom
dizileme" adi verilir. Tim genom dizilimi, bir organizmanin genetik varyasyonunun en
kapsaml1 koleksiyonunu saglar. Dizileme teknolojisinin maliyetlerinin azalmasi ile birlikte,
mikrodizi tabanli genotipleme ¢alismalarindan tiim genom dizilimine dogru bir paradigma

kaymas1 ongoriilmektedir (96).

Tiim genom sekans analizleri, taksonlar arasindaki iliskinin belirlenmesine yardimei olurken
taksonlarin birbirinden ayirt edilmesi konusunda da genom tabanli veriler saglamaktadir.
Son yillarda tiim genom analizleri; dizileme teknolojisinin yayginlagmasi ile birlikte oncii
pek cok komite tarafindan prokaryot sistematiginin olmazsa olmaz bir kriteri olarak kabul
edilmistir (97). Aktinobakteriyel tiirler arasinda ilk kez 1998 yilinda M. tuberculosis tiiriiniin

genomu dizilenmistir (98).

[ Genom birlestirme }

v

[ 168 rRNA geninin ]

elde edilmesi
Tip suslarn 165 =I
rRNA geni 1
Filogenetik akrabalamnn
belirlenmesi

[ 16S rRNA benzerligi w
‘ =987 % Yeni Tiir
Eycugicny OGEI kessplams %\m - 70% dDDH
Genom Verileri

1 2 95796 % ANI - 70 % dDDH

Bilinen Tir

Sekil 2: Genom bazli siniflamanin tiir diizeyinde is akis1 (97)
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Ayrica biyoteknolojik, ekolojik ve temel arastirmalarla ilgi alanlara ydnlendirilmis ve
aktinobakterilerin ekolojik ve biyoteknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve dogru sekilde
siiflandirilmasi igin tasarlanmis bir ¢ergevenin gelistirilmesi zorunludur (99,100). Dizileme
teknolojilerindeki hizli ve gelismeye devam eden ilerleme dikkate alindiginda, tiim genom
dizilerine ve ilgili biyoinformatik araglara dayanan siniflandirmalar milyonlarca karaktere
dayanarak bu ihtiyaclara cevap vermektedir (101)

2.5.Enfeksiyonlarda Kullanilan Antibiyotikler

Pasteur, Koch ve en 6nemlilerinde Paul Ehrlich’in, antibiyozise aydinlatan yayinlanmis
caligmalar1 bakteriyolojinin ilk yillarinda arastirmacilarin, inhibe edici maddelerin
organizmalar iizerindeki etkilerini gézlemledikleri anlasiimaktadir. Ozellikle Paul Ehrlich’in
Konigliches Enstitiisii miidiirii olarak infeksiyon hastaliklarin tedavi etmek i¢in yeni
kimyasal ajanlar gelistirmeye odaklanan ¢aligmalarini vurgulamak gerekmektedir (102).

Karbapenemler, gilinlimiizde imipenem ve meropenem kullanimda olan iki karbapenem
tiirevi antibiyotiktir. Karbapenemler kimyasal, sentetik ya da yar sentetik B-laktam tiirevi
antibiyotikler olarak bilinmektedir. Penisilinlerden farkli olarak, C1 atomuna bir kiikiirt
atomu buna da bir tiazolidin halkas1 baglanmistir. C2 ve C3 atomlarinda doymamais baglarin
varlig1 bilinmektedir. 6-transhidroksimetil grubunun varligi ¢cogu B-laktamaz tiiriine karsi
molekiiliin direncini saglamaktadir. Karbapenemler, basta penisilin baglayan protein (PBP)
2 olmak iizere PBP1A, PBP1B, PBP3, PBP4 ve PBP5’¢e baglanarak hiicre duvar sentezlerini
engelledigi bilinmektedir (103).

Sefalosporinler, Cephalosporium cinsi mantarlardan elde edildigi bilinen ii¢ aktif
fermentasyon {iriiniiniin biri olan sefalosporin-C tiirevi ilaglar arasindadir. Birinci kusak
sefalosporinler Gram pozitif koklara kars1 ¢ok etkili oldugu bilinmektedir. Ikinci kusak
sefalosporinler Gram negatif bakterilere, 6zellikle Proteus ve Enterobacter iizerine az daha
fazla etkilidirler. Uciincii kusak sefalosporinler Enterobacter’lere ikinci kusaktan az daha
fazla etkili oldugu bilinm Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora cinsi
baktrilerden elde edilen dogal veya yar1 sentetik bakterisidal etkili antibiyotiklerden oldugu
bilinmektedir. Etkilerini mRNA’daki kodonlarin okunusunu azaltarak ve tRNA
antikodonlarindaki bilginin ribozomlarda dogru olmayan okunma ile proteinlerin dogru
olmayan kodlanmasina yol agarak gostermektedirler. Be belirtilen etki sonrasi bakteride
protein sentezi tamamen durmaktadir. Protein sentezinin sonlanmasi i¢in streptomisin
ribozomun 30S alt birimine baglanirken diger aminoglikozidler hem 30S hem de 50S alt
birimlerine baglanmaktadir. Aminoglikozidler bakterilerin dis membranlarindaki porin
kanallarindan periplazmik araliga diflizyonla girmektedir. Fakat bakteri sitoplazmik
membranini gegisleri enerji ve oksijene bagimli aktif transport mekanizmas: ile olmaktadir
(105).

Tetrasiklinler, 1950’1i yillardan bu tarafa kullanilan tetrasiklinler ¢ok genis spektrumlu
antibiyotiklerdendir. ~Tetrasiklinlerin antibakteriyel etkilerinin yan1 sira 6nemli
antienflamatuvar aktivite gosterdikleri de bilinmektedir. Tetrasiklinlerin en yeni lyesi
Tigesiklindir. Yeni semisentetik glisilsiklin olan bu antibiyotik ¢ok énemli enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Gram pozitif, Gram negatif, anaerob ve atipik
mikroorganizmalarla antibiyotik direncli bakterilere etkili oldugu bilinmektedir. Diger
tetrasiklinlere es antibakteriyel aktivitesine karsi tetrasikline direncli organizmalara karsi
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cok daha etkili oldugu bilinmektedir. Tigesiklin karmagik deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, karmasik intraabdominal enfeksiyonlar ve toplum kokenli pnomonilerde
cogu kez iyi tolere edilir, giivenli ve etkili oldugu belirtilmistir (106)

Beta-laktam, antibiyotiklerini hidrolize edebilen ve inaktif hale getirebilen beta-laktamaz
tiretimi, basta Entero-bacteriaceae iiyeleri olmak {izere ¢ogu bakteri tiiriiniin 6nemli direng
mekanizmalarindan birisi oldugu bilinmektedir. Sayilar1 350" ye kadar ulasan beta-
laktamazlardan yaklasik olarak 150 tanesi genislemis spektrumlu beta-laktamazlar
(Extended Spectrum Beta Lactamases=ESBL) olabilir, plazmidik 6zellikleri nedeniyle
bakteriler arasinda aktarilabilmektedir (107). Organizmaya dagilimlart birinci ve ikinci
kusak sefalosporinlerden daha iyidir (104).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Materyal
3.1.1.Kullamlan Klinik izolatlar

T.C. Saghk Bakanligi Bursa Ali Osman Soénmez Onkoloji Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na ¢esitli servis ve polikliniklerden gelen numunelerden elde edilen
mikroorganizmalardan ¢alisma i¢in uygun olan Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. ve
Proteus spp. 6rnekleri kullanildi.

3.1.2.izolatlarin Toplanmasi

T.C. Saglhk Bakanligi Bursa Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na Ocak 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda steril sartlarda alinan idrar
kiiltiiri, kan kiltiirii ve trakeal aspirat numuneleri ¢alismaya dahil edildi. Bu numuneler 6ze
yardimiyla biyogiivenlik kabin (Niive) i¢erisinde hazir olarak tedarik edilen Mueller Hilton
Agar (MHA) ortamina, seyreltme ekim yontemi ile ekimi yapildi. Ayni hastaya ait
tekrarlanan numunelerden yalnizca bir tanesi ¢alismaya dahil edildi.

3.1.3.izolatlarin Tanimlanmasi

Ekimi yapilan numuneler, 36.5°C’de 24 saat etiivde (Niive) bekletildikten sonra izolatlarin
tanimlanmasi ig¢in Pseudomonas cinsi oldugu diisiiniilen bakteriler VITEK-2 (Biomerieux)
cihazina uygun kartlar yerlestirilerek yiiklendi. Staphylococcus ve Proteus cinsi oldugu
diistiniilen bakterilere ise API 10s (Biomerieux) stribi kullanilarak tanimlama islemi
gerceklestirildi. Tanimlanan numuneler etiketlenip ¢alismada kullanilmak tizere %30’luk
gliserol stok igerisinde stoklandi.

3.1.4.1zolatlarin Stoklanmasi

Her izolat i¢in numune bilgileri olan servis, poliklinik, tarih, yas ve cinsiyet kaydedilip stok
tiplerine inokiile edildi. Numuneler ¢alisma da kullanilmak iizere -20°C’de (Argelik)
stoklandi.
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Sekil 3: Orneklerin Stoklanmasi

Stok Tiiplerinin Hazirlanisi

2 ml steril BBL crystal tiiplerine 1 ml %30 gliserol igeren ringer laktatl stok tiipleri steril
sekilde hazirlandu.

Stok canlandirma

-20°C’de (Argelik) bulunan stoklar oda sicakliginda ¢oziindiikten sonra ¢abuk bir gekilde
hazir halde bulunan Mueller Hilton Agar (MHA) besi yerine seyreltme ekim yontemi ile
ekimi yapilip 24 saat boyunca 36.5°C’de etiive (Niive) konulup inkiibasyona birakildi.

3.1.5.Actinobacteria izolatlari

Actinobacteria suslar1 Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Actinobacteria kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2.Mikrobiyolojik Yontemler
3.2.1.Disk Difiizyon

Hazir olarak dokiilmiis Mueller Hinton Agar (MHA) petrilere 0,5 McFarland bulaniklig:
ayarlanmis suslarin yayma plak yontemi ile ekimi yapildi. Pseudomonas klinik izolatlari igin
Bioanalyse marka gentamisin, tigesiklin, amoksisilin klavulanik asit, ampisilin, ertapenem,
sefepim, meronem ve seftazidim antibiyotik diskleri (Kirby Bauer yontemi-Disk difiizyon)
(108) ¢alismaya dahil edildi. Staphylococcus klinik izolatlar1 igin Bioanalyse marka
amoksisilin klavulanik asit, ampisilin, cefazolin, gentamisin, linezolid, teikoplanin,
tetrasiklin ve vankomisin antibiyotik diskleri ¢alismaya dahil edildi. Sonuglar EUCAST
duyarhilik sinir deger kriterleri g6z 6niine alinarak degerlendirildi.
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3.2.2.Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Diflizyon testleri, standart konsantrasyondaki bakteri agar ylizeyine yayma islemi yapilir
sonra antibiyotik emdirilmis disk veya seritler agarin iizerine yerlestirilerek 16-24 saat
inkiibe edilmektedir. Diskin veya seridin etrafindaki inhibisyon c¢ap1 Olgiilerek
antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) sonuglar1 degerlendirilmektedir (109).

Disk difiizyon yontemi, ADT yonelik bilinen en eski yaklagimlardan birisi olup rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en yaygin olarak kullanilan ADT y6ntemlerinden birisi
olarak bilinmektedir. Maliyeti az ve uygulamasi basit olan yontem Kirby Bauer tarafindan
gelistirilmis olup bu isimle de anilmaktadir. Zor iireyen bakteriler dahil olmak {izere
bakteriyel patojenlerin birgogunu test etmek i¢in uygun oldugu i¢in ¢ok yonli bir yontem
olarak bilinmektedir. Bu yontemle genel olarak tiim antimikrobiyal ajanlar imkanlari az olan
laboratuvarlarda bile test edilebilir ve 6zel bir ekipman gerektirmemektedir. Tavsiyelere
uygun olarak yapildiginda giivenilir bir yontem olarak bilinir (110).

Tiim belgelerini ticretli bir sekilde karsi sunan Clinical Laboratory Standards Institute’in
(CLSI) belgeleri, tilkemizde ¢cok uzun yillar boyunca Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti’nin bir
calisma grubu olan Antimikrobiyal Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu (ADTS)
Calisma Grubunca Tiirk¢e’ye ¢evrilmisse de, ¢eviri icin istenilen yiiksek telif hakki iicreti
ve gerekli izinlerin alinmasi i¢in siire gibi etmenler sebebiyle sorunlar olusmustur (111).
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (EUCAST) araciligiyla Avrupa minimum inhibitdr konsantrasyon
(MIK) hudut degerlerinin dengelestirilmesinin ardindan komite, bu MiK hudut degerlerine
gore kalibre edilmis belirli bir degere gore bir disk diflizyon yonteminin gelistirilme siirecini
baslattig1 bilinmektedir. Baska disk difiizyon tekniklerinin bir¢ogunda oldugu gibi,
EUCAST sistemi, Uluslararas1 Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Ortak Caligsmasi raporunda
tanimlanan ilkelere ve tiim diinya ¢apindaki uzman gruplarin deneyimlerine dayanmaktadir
(112).

EUCAST 1n biitiin belgeleri web sitesinde 6zglir erisime agmast, sinir deger tablolarini yilda
bir sefer yenilemesi, degisiklik olan boéliimlerin ¢ok basit bir sekilde belirlenebilmesi gibi
yararlar1 sayesinde gectigimiz yillar igerisinde ¢ogu Avrupa iilkesi CLSI’y1 terk edip,
EUCAST standartlarin1 benimsemektedir. Uluslararasi diizeyde siirveyans ¢aligmalarinda
biitlin katilimcilar tarafindan ayni yontemin kullanilmasi gerekliligi nedeniyle, CLSI’y1
benimseyen Tiirkiye, Avrupa merkezli ¢aligmalara veri olusturmakta zorlanir hale gelmistir.
CLSI’ya gore iistiinliikleri ve Tiirkiye nin yakin ¢evresi ile ortak ¢alismalar yapabilmesi bir
gereksinim haline gelmesi nedeniyle 2013 yilinda Tiirkiye’de EUCAST standartlarinin
kullanilmas: karar1 alinmistir. EUCAST ve CLSI arasinda; test edilen bakteriler, test
kosullar1, antibiyotik disk igerikleri, sinir degerler, sonuglarin degerlendirilmesi ve kalite
kontrol kdkenlerinde bazi farkliliklar belirtilmistir (113,114)

3.2.3.Actinobacteria Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Antimikrobiyal aktivite testleri i¢in Samsun Ondokuz Mayis Universitesi ‘den edinilen 6
adet Actinobacteria susu ¢alismaya dahil edildi. Bunlar: Nonomuraea zeae DSM 1005287,
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Streptomyces YC537, Rhodococcus sp 14C212, Rhodococcus aetherivorans 10bc312T,
Actinomadura geliboluensis A8036", ve Actinomadura soli 14C53" suslaridir. Bu suslarin
Nutrient Agar dokiilmiis petrilere nokta ekim yontemi ile ekimi yapildi. Suslarin gelisimi
icin petriler 28.5°C’de etlive (Niive) konulup inkiibasyona birakildi. Gelisen koloniler
tizerine kolonileri ortecek sekilde kloroform dokiilmiis ve kloroformun buharlagmasi igin
petri plaklarinin kapagi 35 dakika boyunca yari1 agik bir sekilde tutulmustur.Bu sekilde
olimii gerceklesen numuneler lizerine MHA ortaminda gelistirilen patojen organizmalar
yayma plak yontemi ile ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan plaklar 36.5 °C de 48 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon saati dolduktan sonra koloniler etrafinda olusan zon
caplari Sl¢iilmiistiir.

Sekil 4: Actinobacteria’lar igin hazirlanmus etiiv (Niive-EN 400)

Nutrient Agar hazirlanisi

Besi yeri hazirlanmasi i¢in 1 litre distile suya hazir olarak edinilmis nutrient agar hassas
terazide 20 gram Olciiliip toz seklinde ilave edilmistir. Pamuk ve aliiminyum folyo ile
kapatilmis otoklavlanabilir cam sise ile otoklavlanmistir. Sogutulan besi yeri 90 mm
capindaki petrilere (Isolab) yaklagik 18 ml -20 ml ve kalinli§1 3 mm olacak sekilde dokiildii.
Bu islem aseptik kosullarda bek alevi esliginde steril kabin igerisinde yapildi ve oda
sicakliginda donmalar1 i¢in bekletildi.
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3.3.Molekiiler Yontemler

3.3.1.Tiim Genom Verilerinin Analizi

Organizmalarin tim genom sekans dizileri genbanklardan temin edildi. Temin edilen
suslarin NCBI kodlar1 su sekildedir:

1-Nonmuraea zeae DSM100528™: VCKX00000000
2-Streptomyces boluensis YC537T: JAAAH000000000
3-Rhodococcus sp. 14C212: JAALEH000000000

4-Rhodococcus aetherivorans DSM 447527: JAALEG000000000
5-Actinomadura geliboluensis A8036 T :VCKZ00000000
6-Actinomadura soli 14C53 T: VCKWO00000000

Suslarin sentezlemis olduklar1 biyosentetik gen kiimeleri antiSMASH bacterial version
uygulamasinda (URL 6) (115) belirlenmistir. Bu veriler antimikrobiyal aktivite test
sonugclariyla karsilagtirmak i¢in kullanildi.
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4 BULGULAR

4.1.Toplanacak Numunelerin Belirlenmesi

T.C. Saglhk Bakanligi Bursa Ali Osman Soénmez Onkoloji Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda son yillarda sikg¢a rastlanan bakteri tiirleri kullanilarak ¢aligmaya devam
edildi.

4.2.izolatlarin Tanimlanmasi

T.C. Saglik Bakanligi Bursa Ali Osman Soénmez Onkoloji Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na Ocak 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda steril sartlarda alinan idrar
kiiltiiri, kan kiiltiirii ve trakeal aspirat numuneleri Miiller Hilton Agar (MHA), biyogiivenlik
(NUVE) kabin igerisinde seyreltme ekim ydntemi ile ekimi yapildi. Bu numuneler 24 saat
boyunca 36.5°C’de etiive (NUVE) bekletildikten sonra iireyen bakteriler degerlendirildi.
Stiphelenilen durumlarda gram boyama, oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Yapilan
testlerden sonra Pseudomonas ve Staphylococcus oldugu diisiiniilen koloniler Pseudomonas
igin VITEK-2 uygun kartlar yerlestirilerek, Staphylococcus ve Proteus icinse API 10S
degerlendirmesi yapilmustir.

4.3.Disk Difiizyon Sonuglar:

Caligmada bulunan suslar, Miiller Hilton Agar (MHA)’I1 petrilere yayma plak yontemi ile
ekildi. Belirtilen suslar ve uygulanacak antibiyotikler Kirby Bauer disk difiizyon yontemi
uygun sekilde petrilere yerlestirildi. Petriler 36.5°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Zon
caplart otomatik zon Olger ile Ol¢iildii. Sonuglar EUCAST verilerine gore degerlendirildi.
Olgiim yapilacak veriler Tablo 4’de verilen degerlere gore degerlendirildi. Sekil 4’de 6rnek
verilen Pseudomonas spp MHA besi yerinde oldugu gibi uygulandi.

Sekil 5: Pseudomonas disk difiizyon zon ¢aplari
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4.4.1zolatlarin Direnc Profilleri

Yapilan disk difiizyon sonuglar1 Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11°de
verilmistir. Tablolarda verilen antibiyotiklerin kisaltmalar1 su sekildedir: Gentamisin (CN),
Tigesiklin (TGC), , Amoksisilin Klavulanik Asit (AMC), Ampisilin (AM), Ertapenem
(ETP), Sefepim (FEB), Meronem (MEM), Seftazidim (CAZ), Sefazolin (CZ), Linezolid
(LNZ), Tetrasiklin (TE), Vankomisin (VA), Teikoplanin (TEI), Siprofloksasin (CIP) ve
Amikasin (AK).

Antibiyotikler R(mm) S(mm)
Gentamisin <14 >17
Tigesiklin <15 >18
Amoksisillin Clavulanic Asit <19 >19
Ampisilin <14 >14
Ertapenem <16 >22
Sefepim <24 >26
Meronem <18 >24
Cefazolin <17 >17
Linezolid <19 >19
Seftazidim <17 >17
Teikoplanin <12 >12
Tetrasikin <19 >22
Vankomisin <12 >12
Siprofloksasin <22 >22

Tablo 5: Disk Difiizyon Sinir Degerleri (EUCAST)
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Ornekler r CN TGC AMC AM ETP FEB MEM CAZ
Pi01 18 14 0 0 17 10 25 20
Pi02 21 18 0 0 28 21 27 24
Pio3 19 9 0 0 12 10 24 22
Pio4 19 10 0 0 0 9 26 27
Pi05 16 20 0 0 18 17 22 20
Pio6 18 8 0 0 9 0 21 0
Pio7 18 14 0 0 14 14 32 34
Pios 20 15 0 0 21 0 32 28
Pi09 19 15 0 0 25 14 23 25
Pi10 19 15 0 0 21 0 26 22
Pi11 20 22 0 0 15 14 20 19
Pi12 22 15 0 0 9 13 27 28
Pi13 18 20 0 0 16 18 27 22
Pi14 21 12 0 0 9 11 25 20
Pi15 18 9 0 0 10 11 24 22
Pil6 29 24 7 10 30 29 40 31
Pi17 18 19 0 0 9 10 27 18
Pi18 20 20 0 0 9 0 19 17
Pi19 19 12 0 0 0 12 24 21
PK20 12 13 0 0 0 0 16 17
Pi21 7 12 0 0 0 0 7 17
PT22 22 24 0 0 0 0 22 14
Pi23 19 15 0 0 19 0 33 19
PT24 27 15 0 0 0 0 10 22
Pi25 27 15 0 0 0 12 9 23

Tablo 6: Pseudomonas spp. disk difiizyon 6l¢iim sonuglar1 (P.:Pseudomonas,K.: Kan Kiiltiiriinden
izole edilen, 1.:Idrar kiiltiiriinden izole edilen, T.: Trakeal aspirattan izole edilen)
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Ornekler CN

Pi26
PK27
PT28
PK29
Pi30
Pi31
PT32
PK33
PT34
Pi35
Pi36
Pi37
Pi38
Pi39
PT40
Pi41l
Pi42
PK43
PT44
PK45
PK46
Pi47
Pi48
PK49
Pi50

9

15
16
0

15
0

0

20
19
18
27
14
10
18
20
17
21
19
20
5

20
18
21
0

10

TGC
11
12

13
12
11
12
20
11
10
15
18
12
14
17
15
14
21
13
13
21
14
15
12
12

AMC

O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o o o

o O o o o o o o o o »
<

[EEN

0

OO O O O O O O o o o o o o o

ETP

20
11
13
16
19
17
18
10
15
15
24
15
20
14

Tablo 6 (devam)
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FEB

MEM

22
19
14
28
30
20
20
18
17
24
24
30
30
25
11

20
30

20

CAZ

12
12
15
17

21
32

20
16
19
27
32
24
20
25
15
12
15
20
12
17



Ornekler CN

PK51
PK52
PK53
PK54
Pi55

PK56

PK57

18

15

20

22

18

20

29

TGC

14

14

15

12

18

AMC AM ETP

0 0 14
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 9
0 0 0
0 0 0

Tablo 6 (devam)
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FEB

14

20

20

18

20

MEM

20

32

13

27

12

25

20

CAZ

24

28

15

17

20

18

14



Ornekler |AM | AMC | CZ LNZ | TE VA TEI CN
sio1 18 20 21 20 9 22 18 20
Si02 11 10 23 22 16 20 22 12
Sio3 19 12 10 25 20 18 21 21
Sio4 10 14 8 20 18 20 23 22
Si05 5 10 20 28 19 25 18 19
Sio6 25 19 25 20 5 18 20 13
Sio7 9 10 5 22 22 20 17 18
Sis 8 5 19 23 25 21 19 22
Si09 9 6 9 25 8 20 25 23
Si10 18 17 10 23 21 15 20 25
Si11 19 19 20 21 7 18 25 25
Si12 10 12 23 22 18 19 22 10
Si13 20 22 12 25 19 25 21 29
Si14 5 9 10 22 22 15 20 11
Si15 10 12 11 25 9 16 22 24
Si16 19 20 13 28 8 15 22 21
Si17 10 11 11 33 25 25 19 19
Si18 5 7 20 25 22 22 22 22
Si19 5 8 24 33 5 15 25 18
Si20 20 24 10 25 19 20 17 22
Si21 0 5 11 20 17 22 18 29
Si22 0 6 20 18 19 28 22 22
Si23 5 7 11 20 8 15 19 23
Si24 0 19 22 21 23 18 20 8
Si25 18 21 10 22 22 20 18 22

Tablo 7: Staphylococcus spp disk difiizyon 6lgiim sonuglari (S.: Staphylococcus, 1.: Idrar
kiiltiirinden izole edilen)
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Ornekler | AM AMC |CZ LNZ |TE VA TEI CN
Si26 27 20 24 11 18 26 18 20
Si27 20 24 11 18 26 18 20 10
Si28 10 13 21 22 22 15 22 22
Si29 12 19 10 22 19 20 22 11
Si30 21 12 5 28 17 25 19 19
Si31 22 24 13 25 18 15 25 18
Si32 12 19 19 22 9 20 17 29
Si33 11 10 22 21 22 21 18 22
Si34 10 11 25 20 19 28 22 23
Si35 25 22 10 25 19 16 19 21
Si36 5 8 11 28 18 18 20 22
Si37 18 20 9 22 22 20 18 20
Si38 5 22 22 25 29 24 27 19
Si39 7 10 8 24 5 15 22 25
Si40 8 19 9 26 22 16 22 10
Si41 8 20 5 27 27 15 20 22
Si42 10 11 24 22 24 25 18 19
Si43 18 22 10 20 22 27 22 9

Si44 7 8 11 21 20 15 25 18
Si45 5 9 19 19 19 20 17 22
Si46 11 10 10 21 22 22 18 22
Si47 10 22 20 22 17 21 17 21
Si48 8 5 9 25 17 20 19 19
Si49 5 6 22 22 19 20 17 19
Si50 9 22 5 21 22 16 19 8

Tablo 7 (devam)
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Ornekler AK AMC AM Cz CN CIP
Prio1 10 14 12 10 13 14
Prio2 9 10 11 18 18 22
Prio3 12 8 11 12 12 21
Prio4 15 9 7 17 19 13
Prios 18 15 12 14 10 12

Tablo 8: Proteus spp. disk difiizyon 6l¢iim sonuclari(Pr: Proteus spp, 1:1drar kiiltiiriinden izole
edilen)

Bu degerlendirme sonuglarina gére Pseudomonas spp. i¢in antibiyotik disk difiizyon
sonuglar1 ylizdelik olarak direng oranlar1 Tablo-9 de verilmistir.

Pseudomonas spp. 17.5 75.5 100 100 93 98.25 545 30

Tablo 9: Pseudomonas spp. i¢in direng olan izolatlarin oran1 (%)

Staphylococcus spp. i¢in disk diflizyon sonuglari yiizdelik olarak direng oranlar1 verileri
Tablo-10 da verilmistir.

Staphylococcus 70 60 60 6 64 0 0 22
spp.

Tablo 10: Staphylococcus spp. igin direng olan izolatlarin orani (%)



Proteus spp. i¢in disk difiizyon sonuglari yiizdelik olarak direng oranlart verileri tablo-11 da
verilmigtir.

Proteus spp. 80 100 100 80 60 80

Tablo 11: Proteus spp. i¢in direng olan izolatlarin orani (%)

4.5.Actinobacteria Izolatlarinda Antimikrobiyal Aktivite Testleri Sonuglar

Asagida tablolarda Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testleri igin Actinobacteria’lara
verilen numaralar su sekildedir:

1: Nonomuraea zeae DSM 1005287

2: Streptomyces boluensis YC5377

3: Rhodococcus sp 14C212

4: Rhodococcus aetherivorans 10bc312"
5: Actinomadura geliboluensis A8036"

6: Actinomadura soli 14C53"
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Ornekler 1 2 3 4 5 6
Pio1 0 0 0 0 15 0
Pi02 0 0 0 0 17 0
Pi03 0 0 0 0 18 0
Pi04 0 0 0 0 13 0
Pi05 0 0 0 0 10 0
Pi06 0 0 0 0 12 0
Pi07 0 0 0 0 10 0
PiO8 0 0 0 0 20 0
Pi09 0 0 0 0 8 0
Pi10 0 0 0 0 17 0
Pill 0 0 0 0 11 0
Pi12 0 0 0 0 10 0
Pi13 0 0 0 0 12 0
Pi14 0 0 0 0 10 0
Pi15 0 0 0 0 12 0
Pi16 0 0 0 0 11 0
Pi17 0 0 0 0 10 0
Pi18 0 0 0 0 12 0
Pi19 0 0 0 0 17 0
PK20 0 0 0 0 0 0
Pi21 0 0 0 0 12 0
PT22 0 0 0 0 0 0
Pi23 0 0 0 0 10 0
PT24 0 0 0 0 0 0
Pi25 0 0 0 0 10 0

Tablo 12: Pseudomonas spp, Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testleri(P:Pseudomonas spp.,
I: Idrar kiiltiirii, T: Trakeal aspirat, K: Kan kiiltiiriinden izole edilen)
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Ornekler

PK27

PK29

Pi31

PK33

Pi35

Pi37

Pi39

PI41

PK43

PK45

Pi47

PK49

Tablo 12 (devam)
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16

16

10
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Ornekler 1 2 3 4 5 6
PK51 0 0 0 0 0 0
PK52 0 0 0 0 0 0
PK53 0 0 0 0 0 0
PK54 0 0 0 0 0 0
Pi55 0 0 0 0 12 0
PK56 0 0 0 0 0 0
PK57 0 0 0 0 0 0

Tablo 12 (devam)

Sekil 6: Pseudomonas spp. igin Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testi 6rnegi
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Ornekler 1 2 3 4 5 6
Siol 5 0 0 0 0 0
Si02 7 0 0 0 0 0
Sio3 5 0 0 0 0 0
Sio4 6 0 0 0 0 0
Sio5 0 0 0 0 0 0
Sio6 0 0 0 0 0 0
Sio7 5 0 0 0 0 0
Sios 0 0 0 0 0 0
Si09 0 0 0 0 0 0
Si10 5 0 0 0 0 0
Si11 7 0 0 0 0 0
Si12 6 0 0 0 0 0
Si13 0 0 0 0 0 0
Si14 6 0 0 0 0 0
Si15 6 0 0 0 0 0
Si16 7 0 0 0 0 0
Si17 5 0 0 0 0 0
Si18 7 0 0 0 0 0
Si19 6 0 0 0 0 0
Si20 0 0 0 0 0 0
Si21 0 0 0 0 0 0
Si22 0 0 0 0 0 0
Si23 7 0 0 0 0 0
Si24 0 0 0 0 0 0
Si25 5 0 0 0 0 0

Tablo 13: Staphylococcus spp, Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testleri
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1

Ornekler

0
0
7
0
0
0
7
5
6
0
0
0

Si26

Si27

Si28

Si29

Si30

Si31

Si32
Si33

Si34

Si35

Si36

Si37

5

Si38

5

Si39

Si40
Sia1

0

Si42

Si43

5

Si44

Si45

0

Si46

Sia7

0

Si48

Si49

0

Si50

Tablo 13 (devam)
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Sekil 7: Staphylococcus spp. i¢in Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testi 6rnegi

Ornekler 1 2 3 4 5 6
Pril 0 0 0 0 0 0
Pri2 0 0 0 0 0 0
Pri3 0 0 0 0 0 0
Pri4 0 0 0 0 0 0
Pri5 0 0 0 0 0 0

Tablo 14: Proteus spp. icin Actinobacteria antimikrobiyal aktivite testleri (Pr.: Proteus, I.: Idrar
kiiltiiriinden izole edilen)
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Asagida verilen veriler numunelerin nereden izole edildigini, kag tane izole edildigini ve
actinobacteria antimikrobiyal aktive testinden sonug veren izolatlar % oransal olarak verilmistir.

PSEUDOMONAS spp. KAC ADET NUMUNE ACTINOBACTERIA
ANTIMIKROBIiYAL ZON

CAPI OLCULEN iZOLAT
ORANI (%)

iDRAR 36 97
KAN KULUTURU 15 0
TRAKEAL ASPIiRAT 6 0

STAPHYLOCOCCUS spp. KAC ADET NUMUNE ACTINOBACTERIA

ANTIMIKROBIYAL ZON
CAPI OLCULEN iZOLAT
ORANI (%)

iDRAR 50 50

4.6 Actinobacteria Suslarinin Tiim Genom Analizleri

Actinobacteria suslarinin antiSMASH bacterial version uygulamasinda (115) yapilan tim
genoma dayal1 biyosentetik gen kiimesi tarama caligmalarinda bu suslara ait biyosentetik
gen kiimeleri belirlendi. Patojen test suslarina karsi antimikrobiyal etkinlik gdstermeyen
Streptomyces YC537, Rhodococcus sp 14C212, Rhodococcus aetherivorans 10bc312T ve
Actinomadura soli 14C53"T suslarinin ambrutisin, kanamisin, maklamisin, nistatin,
flavidin,stenotrisin, atratumisin, metilenomisin gibi antimikrobiyal aktivite sahip
metabolitleri sentezleyen gen bdlgelerine sahip olduklar tespit edildi.

Pseudomonas spp. suslarinda antimikrobiyal etkinlik gosteren Actinomadura geliboluensis
AB8036" tiiriiniin antiSMASH bacterial version uygulamasinda yapilan incelemesinde 41
sekonder metabolit gen kiimesinde vazabitid A, clorotrisin, fengisin, zorbamisin,

37



aurantimisin, katenulipeptin, mediyomisin, malasidin, macbesin, kadosid A gibi
antimikrobiyal biyoaktif molekiilleri sentez genlerinin varlig1 belirlendi.

Patojen Staphylacoccus aureus suslari iizerinde antimikrobiyal etkinlik gdsteren
Nonomuraea zeae DSM 1005287 tiiriiniin sahip oldugu 64 sekonder metabolit gen
kiimesinin feglimisin, labirintopeptin, ralsolamisin, lizolipin I, indigoidin, maklamisin,
lagunapiron A, tiyakumisin B, firulimisin A, stenotrisin, kremimisin, arilomisin,
mediomisin, rizomid A gibi biyoaktif molekiilleri sentezleyen gen kiimesini igerdigi
belirlendi.
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Sekil 8: antiSMASH bacterial version uygulamasinda Actinomadura geliboluensis susuna ait
biyoaktif gen kiimelerinin goriiniimii
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kiimelerinin goriiniimil
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Nonomuraea zeae DSM 100528" (VCKX00000000) sekonder metabolit benzerlik oranlari
asagida verilmistir.

METABOLIT BENZERLIK ORANI (%)

geosmin 100
ralsolamycin 60
indigoidine 80
coelichelin 54
2-methylisoborneol 50
tiacumicin B 9

enduracidin 6

mediomycin A 28
catenulipeptin 60
rhizomide A/ rhizomide B / rhizomide C 100

Actinomadura geliboluensis A8036™ VCKZ00000000 sekonder metabolit benzerlik oranlar:
asagida verilmistir.

METABOLIT BENZERLIK ORANI (%)

amychelin 18
vazabitide 8

chlorothricin 46
Hopene 46
polyoxypeptin 16
fengycin 20
ectoine 100
catenulipeptin 60
citrulassin D 80
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5.TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma ve Sonuc¢

Pseudomonas cinsi, 1894 yilinda ilk kez Walter Migula tarafindan siniflandirilmistir.
Hareketli, ¢omak, fermantasyon yapmayan ve gram negatif bakterilerdir (116,117).
Pseudomonas cinsi, oksijenin diisiik oldugu ortamlarda, degisik organik bilesikleri kolay bir
sekilde karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme ve 4 °C‘den 43 °C’ye sicaklik
kosullarinda hayatta kalabildigi i¢in bir ¢ok habitatta yasayabilmektedir (118,119). Klinik
olarak da 6nemli bir yere sahip olan Pseudomonas cinsi hastane enfeksiyonlari arasinda yer
almaktadir. Bircok hastaliga sebep olan bu bakteri cinsi sistik fibroz ve yaralarda
nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olmaktadir (120). Calismay1 yaptigimiz hastanede ise
Pseudomonas spp. enfeksiyonu 3. Sirada yer almaktadir.

Staphylococcus 53 tiir ve 28 alt tiirii giiniimiizde tanimlanmistir. Staphylococcus 1884
yilinda Rosebach tarafindan siniflandirilmistir (121). Staphylococcus cinsi, hastane kaynakli
ve toplumsal enfeksiyonlarin 6nemli nedenlerindendir. Son donemlerde kuagiilaz negatif
Staphylococcus’larin sebep oldugu hastane enfeksiyon vakalarinda bir artis olmustur (122).

Proteus cinsi icerisinde Proteus mirabilis ve Proteus vulgaris klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda Escherichia coliden sonra en sik izole edilen Enterobacteriaceae iiyesidir.
Uriner yol enfeksiyonlar1 arasinda komplikasyonsuz olanlarinin %10’dan fazlas1 bu tiirden
kaynaklidir (123,124).

Nozokomiyal enfeksiyon terimi Latinceden gelmekte olup noso-hastalik komein-bakim
nosocomium-hastane sozciiklerinden tiremistir (125). Cesitli nedenlerle hastane hizmet alan
bir hasta, hastaneye basvuru sirasinda hastada varolmayan veya kulugka déneminde olmayan
ve hastaneye yatis siirecinde 48-72 saat icerisinde veya taburculuk silirecinden 10 giin
sonraya kadar gelisen enfeksiyonlara hastane enfeksiyonu denir (126,127). Bu siireg: cerrahi
bolgeler icin 1 aya, daimi implant varligin 1 yila kadar stirebilmektedir (127,128). Hastane
enfeksiyonlar1 sadece hastalar i¢in degil, mikroorganizmalarla temas eden hastane personeli,
refakatg1, ziyaretgi ve saglik ¢alisanlarii kapsamaktadir (127). Tablo 15 de hastane
enfeksiyonlarina bagli olarak ek yatis siireleri verilmistir.
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Calisma Ulke Ek yatis (giin/hasta)

1974 (Westwood) ABD 22.0
1980 (Haley) ABD 13.4
1991 (French) Hong Kong 23.4
1993 3 (Diaz-Monila) Ispanya 4.3
1995 (Erbaydar) Tiirkiye 10.6
1997 (Yal¢in) Tiirkiye 20.3
1997 (Leroyer) Fransa 5.2
1998 (Orrett) Trinidad 335
1998 (Andersen) Norveg 4.0
1999 (Navarette)* Meksika 9.6
1999 (Munoz)* Meksika 7.4
2001 (Plowman) Ingiltere 11.0
2005 (Chen) Tayvan 18.2

Tablo 15: Hastane enfeksiyonlarinin neden oldugu ek yatis siireleri *Pediatrik Hasta Grubu (129)

Calismanin yapildigi, T.C. Saglik Bakanligi Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji Hastanesi
Merkez Laboratuvarinca Ocak 2021-Haziran 2021 tarihleri arasinda saptanan Pseudomonas,
Staphylococcus ve Proteus iiremeleri olan numuneler: Pseudomonas igin numunelerin
%82.45 oraninda idrar kiiltiirtinden, %14.05 oraninda TAS kiiltiirtinden ve %3,5 oraninda
kan kiiltiiriinden elde edilmistir. Staphylococcus i¢in numunelerin %1001 idrar kiiltiiriinden
izole edilmistir. Proteus %100 oraninda idrar kiiltiiriinden izole edilmistir. Pseudomonas
izolatlar1 tanimlanmasi i¢in VITEK-2, Staphylococcus ve Proteus izolatlar1 tanimlanmasi
icin API 10S testi kullanilmistir. VITEK-2 laboratuvarin dncelikli test sistemi olarak islev
goren bu cihaz, direng tespitlerinde ve aymi giin igerisinde identifikasyon imkamn
saglamaktadir. API 10S piyasa ¢ikmasiyla beraber bakteriyoloji alaninda standartlastirilmis
ve kii¢iiltiilmiis biyokimyasal test kitlerinin kullanim kolaylig1 ile bakteri tanimlamada kolay
hizli ve giivenilirdir.

Mikroorganizmalarin en az ti¢ farkli antibiyotik grubuna direngli olmalari ¢oklu antibiyotik
direnci olarak tanimlanmaktadir (130). Calismada kullanilan izolatlarin geneli ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu goriilmiistiir. Uygunsuz ve yogun sekilde antibiyotik
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kullaniminin bu problemin hizli bir sekilde artmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
yani sira hastane ortaminda direncli suslar ile duyarli suslar arasinda olusabilecek direng
genlerinin aktariminin da antibiyotik direngliligini artirdigin1 diigiindirmektedir.

Ormegin P.aeruginosa tiirlii tiirlii beta-laktam antibiyotiklere intrensek direncli olmasinin
yani sira diger bircok mekanizmaya (6rn. azalmis dis membran gegirgenligi; penisilin
baglayan proteinlerin modifikasyonlari; GSBL, MBL veya diger enzimlerin iiretimi; efluks
sistemleri; azalmig porin ekspresyonu) ile de antibiyotiklere direng kazanirlar.
P.aeruginosa'da bulunabilecek GSBL'lerden iilkemiz i¢in en 6nemli olanlar1 PER-1 ve OXA
tipi enzimlerdir. PER ve OXA tipi beta-laktamaz genlerinin ¢cogu plazmid, transpozon veya
integron kontroliindedir. PER-1 enzimi klavulanik asit ve tazobaktama duyarlidir. AmpC
tipi beta enzimler ise beta-laktamaz inhibitérlerine direnclidir. Ulkemizde PER ve OXA tiirii
GSBL'ler diger iilkelere gore daha yiiksek oranlarda bildirilmektedir. PER-2 tipi GSBL
Giiney Amerika iilkelerinden yaygin olarak bildirilmektedir (131,132)

Patojenlerin antibiyotik direnclerinin ciddi sonuglar1 ve etkin dogasi sebebiyle yeni biyoaktif
yapilara ihtiyag biliylik Ol¢iide vurgulanmaktadir (133). Actinobacteria iyeleri
antibiyotiklerin haricinde antifungaller, herbisit, immiinsiipresan veya antitimor ilaglar ve
antelmintik ajanlar gibi etkinlikleri olan ¢ok cesitli sekonder metabolitleri liretmektedir
(133,134)

Bu calismada kullanilan Actinobacteria iiyesi Streptomyces boluensis YC5377,
Rhodococcus sp 14C212, Rhodococcus aetherivorans 10bc312T ve Actinomadura soli
14C53" suslarmin antiSMASH bacterial version uygulamasinda (108) yapilan taramada
biyosentetik gen kiimelerine sahip olmalarina ragmen patojen test suslari {izerinde
antimikrobiyal etkinligi tespit edilmemistir. Bu durum Actinobacteria suslarimin ilgili
antimikrobiyalleri heniiz sentezlemedigini diisiindiirecegi gibi bu patojenler lizerinde etkili
antimikrobiyal ajanlari sentezleyemedigi seklinde de yorumlanabilir.

Antimikribiyal aktivite testleri sonucunda Pseudomonas spp. suslar1 igin sadece
Actinomadura geliboluensis A8036" tiiriinde zon cap1 gériilmiistiir. 57 adet izolatta %60°’a
yakininda 8-20 mm arasinda zon ¢ap1 Olglilmiistiir. Pseudomonas spp. suslar1 zon ¢api
Olciilen numunelerin %100 idrar kiiltiirlinden, zon ¢ap1 Ol¢lilmemis numunelerin TAS
kiiltiirii ve kan kiiltiiriinden izole edildigi ise saptanmistir. PI08 ve PI30 numunelerinde zon
caplar1 20 mm Ol¢iilmiistiir. Bu 6l¢lim izolatlar arasindan en fazla 6l¢iilen zon gapidir ve bu
numuneler ¢oklu antibiyotik direncine sahiptirler. ~ A. geliboluensis A8036" tiiriiniin
antiSMASH bacterial version uygulamasinda (108) gerceklestirilen tim genoma dayali
biyoinformatik analizlerinde biyosentetik gen kiimesi belirlenen catenulipeptin
(catenulipeptin) hem Gram pozitif hem de gram negatif bakteriler iizerinde etkili bir
sekonder metabolittir. Bu tiiriin ayn1 zamanda makbesin (macbecin) ve kadosid A (cadoside
A) gibi antibiyotikleri de sentezleme kabiliyetinde oldugu da tespit edilmistir.

Staphylococcus spp. igin sadece Nonomuraea zeae DSM 100528" tiiriinde zon gap1
belirlenmigtir. 50 adet izolatta %50’sinde 5-7 mm arasinda zon ¢apr Olclilmiistiir.
antiSMASH bacterial version uygulamasinda (88) gerceklestirilen tiim genoma dayali
biyoinformatik analizlerde N.zeae DSM 100528 tiiriiniin lizolipin (lysolipin), maklamisin
(maklamicin) gibi Garm pozitif bakteriler iizerinde etkili antimikrobiyal ajanlar1 sentezleyen
gen kiimesine sahip olmasinin yaninda feglimisin (feglymycin), ralsolamisin (ralsolamycin),
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indigoidin (indigoidine), lagunapiron A (lagunapyrone A), stenotrisin (stenothricin),
cremimisin (cremimiycin), rizmid A (rhisomide A) ve arilomisin (arylomycin) gibi
antibakteriyalleri de sentezleme kabiliyetinin oldugu belirlendi.

Proteus i¢in yapilan antimikrobiyal aktivite testlerinde herhangi bir zon ¢ap1 6l¢tilmemistir.

5.2.0neriler

Antimikrobiyal aktivite testleri ile varlig1 belirlenen yeni biyoaktif bilesiklerin
saflagtirillmasi, tanimlanmasi, etkin doz testlerinin yapilmasi ve ticari potansiyelinin
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica patojen Pseudomonas spp. ve Staphylococcus spp.
Suslarinin kendi aralarinda antibiyotik direncliliginin gelisim siireclerinin fiziksel ve
molekiiler temellerinin ortaya konulmasi bu durum ile miicadele edebilme agisindan
onemlidir.
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