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GENIiS SPEKTRUMLU BETA - LAKTAMAZ URETEN KLEBSIELLA
PNEUMONIAE iZOLATLARININ REP - PCR GENOMIK PARMAK
iZi TEKNiGi KULLANILARAK MOLEKULER TIiPLENDIRILMESI

NIHAD SHAHADHA ABED
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Fen Bilimleri Enstitusu
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS
Es Damisman: Doc. Dr. Safa Abed Latef ALMEANI

Enterobakteriyel “tekrarlayan intergenik konsensiis (ERIC) dizi analizi, bakteri tiirlerinin
epidemiyolojik analizi i¢in giiglii bir aragtir. Coklu ila¢ direnci, 6nemli insan
patojenlerinde bu antimikrobiyallere karst icsel ve/veya kazanilmis direncin 6nemli
belirleyicileridir. Bu ¢alisma, ERIC-PCR yaklasimi kullanilarak Irak'in batisindaki Ramadi
hastanelerinden elde edilen K. pneumoniae suslarinin antimikrobiyal duyarliligini ve
genetik iliskisini belirlemek igin tasarlanmigtir. Bu calisma ile ilk kez Irak/Anbar’da f-
laktama direncli Klebsiella pneumoniae izolatlar1 arasinda K. pneumoniae suslarinin
genetik iligkisi bildirilmektedir. 51 tane B-laktam — sefalosporin K. pneumoniae susu Anbar
Egitim Hastanelerinin yanik, yara, kan, idrar ve balgam gibi farkli klinik kaynaklarindan
toplandi. TUm izolatlar konvansiyonel yontem ve Vitek-2 sistemi ile tanimlandi. Farkli
antibiyotiklere duyarlilik testi AST-Kart ile Vitek-2 sistemi ve Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi kullanilarak yapildi. Klebsiella pneumoniae'nin en yiiksek izolasyon orani
sirastyla idrarda %62.745, balgamda %29.411 iken yara, kan, ve yanik kaynaklarinda
%5.88, %1.96 ve 5/75 olarak belirlendi. Farkli izolasyon kaynaklarindan sirastyla
Klebsiella pneumoniae'nin suslart izole edilmistir. En ylksek izolasyon orani idrardan
%62.745 olmustur. Balgam %29.411, yara, kan, yanik orani sirastyla %5.88, %1.96 ve

5/75 idi. Yapilan bu ¢aligmada K. pneumoniae. suslarnin, diren¢ yiizdesinin sirasiyla

xii



Augmentin %96, Sefotaksim %92, Seftriakson=Seftazidim %88, Amikasin %48,
Levofloksasin %42 ve Meropenem %26 oldugunu gosterdi. Yine bu ¢alismada Coklu Ilag
Direncli (MDR), Yaygin ilag Direngli (XDR) ve Pan ila¢ Direngli (PDR) yiizdesi sirastyla
44 (%88), 4 (%8), 2 (%4) olarak belirlendi. Genis Spektrumlu B-laktamaz enzimlerinin
fenotipik tespiti, Modifiye Hodge Testi, mCIM, eCIM ile gergeklestirildi. TUm izolatlarin
sefalosporin gen dreticisi oldugu mCIM ve SBL ile pozitif (%100) ve modifiye Hodg testi
(MHT) ile %4'U igin pozitif sonug verdi. On izolatin %100 oraninda ESBLS iirettigi tespit
edildi. Izolatlarm ESBIS degerlerine yonelik enzimatik aktivite degerleri (0.11-0.7)
arasinda degismektedir. ERIC-PCR sonuglar1 ve veri analizi 23 farkli ERIC tipi oldugunu
gosterdi. Bu g¢alismanin bulgulari, incelenen hastanelerde multidirengli K. pneumoniae
prevalansinda bir artis oldugunu gostermektedir. ERIC PCR sonuclari, Anbar
Hastanelerinde K. pneumoniae izolatlarinin poliklonal oldugunu gostermis olup K.
pneumoniae suslar1 arasinda yiiksek diizeyde genetik ¢esitlilik ortaya koydu. Bazi izolatlar
benzer ERIC profiline sahip olup iki tanesi idrardan (13, 14), iki tanesi balgamdan (11 ve

12) ve yine iki tanesi idrardan (1,3) olan izolatlar genetik olarak homojen profil gdsterdi.

Mayis 2022, 54 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Rep-PCR, Klebsiella pneumoniae, Beta laktamaz
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

MOLECULAR TYPING OF EXTENDED -SPECTRUM BETA-
LACTAMASE-PRODUCING KLEBSIELLA PNEUMONIA ISOLATES
USING REP-PCR GENOMIC FINGERPRINTING TECHNIQUE

NIHAD SHAHADHA ABED

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering
Department of Advanced Technologies
Supervisor: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS
Co-Supervisor: Assoc. Dr. Safa Abed Latef ALMEANI

Enterobacterial“repetitive intergenic consensus (ERIC) sequence analysis is a powerful
tool for epidemiological analysis of bacterial species. Multidrug resistance are important
determinants of intrinsic and/or acquired resistance to these antimicrobials in important
human pathogens. The present study was designed to study determine the antimicrobial
susceptibility” and genetic relatedness of K. pneumoniae strains obtained from Ramadi
Hospitals, Western Iraq, using the ERIC-PCR approach. For the first time, this study
reports genetic relatedness of K. pneumoniae strains among B-lactam resistant Klebsiella
pneumoniae isolates in Anbar Governance/ Irag. Fifty one of B-lactam — cephalosporins K.
pneumoniae was collected from different clinical sources such as (burns, wounds, sputum,
blood and urine isolates) from Anbar Teaching Hospitals. All isolates were identified by
conventional method and Vitek-2 System. The susceptibility test to different antibiotics
was done by AST- card using Vitek-2 System and Kirby — Bauer disk diffusion method.
The highest isolation rate of Klebsiella pneumoniae was from urine source 62.745%,
sputum 29.411%, while rate wound, blood, burn were 5.88%, 1.96 %, and 5/75,
respectively. The current study showed that resistance percentage was Augmentin (96%),
Cefotaxime (92%), Ceftriaxone = Ceftazidime (88%), Amikacin (48%), Levofloxaccin
(42%), and Meropenem (26%). Percentage of Multi - Drug Resistant (MDR), In this study
Extensively Drug Resistant (XDR), and Pan Drug Resistant (PDR) in were with ratio 44

Xiv



(88%), 4 (8%), 2 (4%), respectively. The phenotypic detection of Extended-Spectrum -
lactamases enzymes were performed by Modified Hodge test, mCIM, eCIM. All isolates
are cephalosporins gene-producing, (100%) gave positive result with mCIM and SBL, and
4% gave positive result for modified Hodg test(MHT). It was found that ten isolates
produced ESBLS in percentage 100%.The enzymatic activity for ESBIs values of isolates
ranged between values(0.11-0.7). ERIC-PCR results and data analysis indicate that there
are 23 distinct ERIC types. The findings of this study show an increase in the prevalence of
multiresistant K. Pneumoniae in the hospitals studied. The ERIC PCR results revealed a
high level of genetic diversity across K. Pneumoniae strains, showing that K. Pneumoniae
isolates are polyclonal in Anbar hospitals. Some isolates had similar ERIC profile, two
from urine (13, 14), two from sputum (11 and 12) and two from urine (1,3) showed

genetically homogeneous profile.

May 2022, 54 Pages

Keywords: Rep-PCR, Klebsiella pneumoniae, Beta lactam
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1: GIRIS

Genis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL-E) rreten Enterobacteriaceae Uyelerinin
ve karbapenemazlar (CPE) iireten alt kiimelerinin yaygin olarak bulunmasi tiim diinya i¢in
endise vericidir. K. pneumoniae, hastane enfeksiyonlarinin en 6nemli nedeni olan bir
organizma olmasinin yani sira 6zellikle immiin yetmezligi olan hastalarda pnémoni, sepsis
ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olur. Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar beta-
laktamlar ve florokinolonlarla tedavi edilir (1). Genis spektrumlu B-laktamaz (ESBL)
Ureten Enterobacteriaceae yelerinden, Escherichia coli (E. coli) ve Klebsiella pneumoniae

(K. pneumoniae) (2) farkli pnémonilere neden olan en yaygin organizmalardir. (3)

Hastanelerde yatan hastalarda basta hastane enfeksiyonlar1 olmak iizere halk
sagligint tehdit eden enfeksiyon hastaliklarinin 6nemi g6z Oniine alindiginda, K.
pneumoniae enfeksiyonlarmin durumu, dagilimi ve kaynaklarmm anlagilmasi oldukga
onemlidir. Bu amacla molekiler tiplendirme yontemlerinin K. pneumoniae suslarinin
ozelliklerinin ortaya konmasi agisindan faydali olacagi yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir
(5). Epidemiyolojik ¢alismalarda bakteriyel, ribotipleme, Pulsed-Field Jel Elektroforezi ve
PCR tabanli yaklasimlar dahil olmak iizere cesitli molekiiler tiplendirme yontemleri

kullanilmaktadir. (6).

Dogrudan parmak izi olusturmak i¢in endoniikleaz enzimlerinin kullanilmasina
alternatif bir yontem Rep-PCR teknigidir. Oligoniikleotid primerleri, prokaryotlarda
bulunan tekrar eden kisa tekrarli niikleotidlerin dizilerine dayanan bu yontem kullanilarak
olusturulur. (7). Bu yontem hizli ve tekrarlanabilir olmasinin yan1 sira ve ¢ok fazla ayrim
guci sunar. Bu teknikte, her biri Ug¢ tip tekrarlayan elemandan birini tamamlayici olan {i¢

tip primer dizisi kullanilir: Bunlar BERIC, BOX veya REP. ERIC olarakbilinir.



Irak hastanelerinde, Klebsiella pneumoniae nozokomiyal enfeksiyonlari, genis
spektrumlu laktamaz (GSBL) insidansi ile karakterize edilir. Coklu ilaca direncli bakteriler
icin bir tedavi secenegi olarak antimikrobiyal ilaglarin azligi onemli bir problem

olusturmaktadir.

Yapilan bu ¢aligmanin amaci

1- Ramadi Hastanelerinde K. pneumoniae izolatlarinin GSBL {iretimini tespit etmek,

2- Ramadi sehrindeki hastanelerden alinan K. pneumoniae izolatlar1 arasinda ERIC-PCR

teknigi kullanilarak genetik akrabaligin saptanmasi olarak belirlenmistir.



2- GENEL KISIMLAR

2.1- Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella taksonomisi, renkli taksonomik tarihini yansitan bir isimlendirme ile
karakterize edilir. Baslangicta, Klebsiella cinsinin (Enterobacteriaceae familyasi) tibbi
Oonemi, neden olduklar1 hastaliklara karsilik gelen ii¢ tiire ayrilmasina yol agmistir: K.
pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis. Numerik taksonomi gibi yeni yontemlerin
gelistirilmesi nedeniyle taksonomi giderek daha iyi hale geldikce, bu cinsteki tiir

siiflandirmasi siirekli olarak revize edilmistir (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Klebsiella cinsinin farkli taksonomik sistemlere gore tiir siniflandirmasi

Classification by:

Cowan Bascomb Orskov

K aerogenes K. edwardsii K aerogenes/oxytoca/ edwardsii K. pneumoniae

subsp. pneumoniae

subsp. edwardsii K. pneumeoniae subsp. ozaenae
subsp. atlantae sensu stricto subsp. rhinoscleromatis
K pneumoniae sensu lato K oxytoca
K. ozaenae K. ozaenae K terrigena
K rhinoscleromatis K. rhinoscleromatis K planticola (syn. K trevisanii)

K. "unnamed group”

Enterobacter aerogenes K arnithinelytica

Klebsiella pneumoniae hastanede yatan hastalarda antimikrobiyal direngli firsatg1
enfeksiyonlarin yaygin bir nedenidir. Tiir, Penisiline dogal olarak direnclidir ve popiilasyonun
iyeleri genellikle ¢oklu antimikrobiyallere kars1 kazanilmig direng tasir. Bununla birlikte, K.
pneumoniae ekolojisi, popiilasyon yapist veya patojenitesi hakkindaki bilgiler nispeten

smirlidir.  Son on yilda K. pneumoniae, genis spektrumlu p-laktamazlar ve/veya
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Karbapenemazlar iireten ¢oklu ilaca direngli suslarin neden oldugu saglik hizmetleriyle iliskili
enfeksiyonlarin artan prevalanst nedeniyle klinik ve halk sagligi tehdidi olarak ortaya
cikmistir. Edinilmis virlilans faktorlerini ifade eden suslarla iligkili, "hiperviriilent" terimi K.
pneumoniae'in neden oldugu ciddi toplum kokenli enfeksiyonlarla baglantili olarak ortaya
cikmisgtir. Klinik kaygilar, K. pneumoniae aragtirmalarina ve Ozellikle genomiklerin

uygulanmasina olan ilgiyi yeniden canlandirmistir (9).

Enterobacteriaceae familyasina dahil olan Klebsiella pneumoniae saglikli insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sistem mikrobiyomunun dogal bir iiyesidir. Hastanelerde sik
goriilen firsatgr bir patojendir ve goriilen tiim gram-negatif enfeksiyonlarin kabaca iicte birini
olusturur. Idrar yolu enfeksiyonlari, sistit, pndmoni, cerrahi yara enfeksiyonlar1 ve endokardit
ve septisemi gibi hayati tehdit eden enfeksiyonlar gibi ekstra bagirsak enfeksiyonlarina neden
olur. Nekrotizan pndmoni, piyojenik karaciger apseleri ve endojen endoftalmi, bunlarin neden
oldugu, toplumda ortaya ¢ikan yikici hastaliklardir (10). Carl Friedlander ilk olarak 1882
yilinda Klebsiella pneumoniae'yr 6len pndmoni hastalarin akcigerlerinden izole edilen bir

bakteri olarak tanimlamstir. (11)

Normal insanlarin yaklasik %5'inin solunum yollarinda ve digkisinda K. pneumoniae
bulunur. Kigiik bir oranda bakteriyel pndmoniye neden olur (yaklasik %1). K. pneumonia ve
K. oxytoca hastanelerde enfeksiyonlara neden olur (12). K. pneumoniae, gram negatif
bakteriyeminin Escherichia coli‘den sonra gelen en buyik ikinci nedenidir. K. pneumoniae
bakteriyemisi, tiim popiilasyonlardabnemli oranda 6liime neden olur. Metastatik hastaliklar,
Ornegin, piyojenik serebrum kaynamasi, menenjit ve endoftalmi K. pneumoniae’nin neden

oldugu hastaliklardandir (13).



2.1.1 Klebsiella pneumoniae'nin Tibbi Onemi:

Klebsiella tiirleri, pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), kan dolasimi
enfeksiyonlar1 ve sepsis gibi ¢ok cesitli hastaliklara neden olur. Bu enfeksiyonlar 6zellikle
yeni doganlar, yashlar ve bagisiklig1 baskilanmis bireyler i¢in 6nemli bir problemdir.
Klebsiella ayrica 6nemli sayida toplum kokenli enfeksiyondan sorumludur. Bu
enfeksiyonlarin tanimlayici bir 6zelligi morbidite ve mortaliteleridir. Bunlarla iliskili
olarak Klebsiella suslar1 hiperviriilent olarak kabul edilir. Coklu ilaca direngli suslarin
artan izolasyonu, Klebsiella enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in terapotik segenekleri 6nemli
Olciide daraltmistir. Bu patojen d ¢esitli kuruluslar tarafindan 'insan sagligina yonelik acil

bir tehdit' olarak belirlenmistir (14).

Diinya Saglik Orgiitii yakin zamanda Klebsiella'y1 yeni tedavilere acilen ihtiyag
duyulan kritik mikroorganizmalar listesine dahil etmistir. Klebsiella patogenezi hala
onemli bosluklar icermektedir. Bu nedenle, Klebsiella'ya karsi konak savunmasinin
mekanizmasini aydinlatmak ve bu patojenin nedne oldugu enfeksiyonlarla mucadele igin

Onleyici ve yeni terapotik onlemlerin gelistirilmesi yiiksek oncelik gostermektedir (15).

2.1.2 Klebsiella pneumoniae'nin Ozellikleri

Klebsiella pneumoniae, Gram negatif, kapsulll, hareketsiz, fakultatif anaerobik bir

bakteridir (16). Klebsiella tiirleri arasinda Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleroma ve

onemli klinik etkiler gosteren, firsat¢i ve iyatrojenik enfeksiydz olan K. pneumoniae yer alir

(17). Tipik olarak, dairesel veya hafif sivri uglu diiz gubuklardir. Tek tek ciftler veya kiigiik

zincirler halinde bulunmalarin yani sira (18) besiyerinin basincina ve yapisina bagli olarak

degisken kubbe seklinde, parlak formda koloniler olusturur (19).



2.1.3- Patojenite

Klebsiella enfeksiyonlari, hastanelerde en yaygin kisiden kisiye temas yoluyla yayilir.
Klebsiella enfeksiyonlari, bakterilerin kolayca kisiye bulasmasi miimkiin oldugundan saglik
bakim ortamlarinda en yaygin olanidir. Ventilatorler, kateter veya cerrahi yaralar1 bulunan

hastalar bu tehlikeli enfeksiyona kars1 daha savunmasizdir (20).

Insanlarda bulasici dozaji  bilinmemektedir. Kulugka siiresi de tam olarak
belirlenemistir ancak birkag giin oldugu disiiniilmektedir. (21) Klebsiella cinsine ait
bakterileri toprakta ve suda yayilis gostermektedir. K. pneumoniae, endise verici derecede
yiiksek seviyelerde olmasa da insanlarda sindirim sistemi tipik mikrobiyotasinda bulunur.(22)
Ayrica, agizda ve deride bulunabilirler. K. pneumoniae enfeksiyonlar1 akcigerlerde meydana
gelir ve akciger dokusunda nekroz, iltihaplanma ve kanamaya neden olur. Orofaringeal
bakterilerin alt solunum yollarma aspire edilmesi buna neden olur. Idrar yolu, alt solunum
yolu, safra yollar1 ve cerrahi yaralarin timii K. pneumoniae tarafindan kolonilesme igin

kullanilir (23).

2.1.4- Virulans faktorleri

Hastanede yatan hastalarda, Klebsiella pneumoniae antimikrobiyal direngli firsatg1
enfeksiyonlarin yaygimn bir kaynagidir (24). Bakteri, insan vicudunun hemen hemen her

alanini enfekte edebilir, ancak en tipik olarak idrar ve solunum sistemlerinde goralur (25).

Kapsiiler polisakkarit, lipopolisakkarit tip 1 ve tip 3, fimbria, dig zar proteinleri,
demir alimi ve azot kaynagi kullanimi K. pneumoniae'de bulunan virilans faktorleri
arasindadir. Bu viriilans faktorleri, K. pneumoniae tarafindan enfeksiyon sirasinda ve

ayrica biyofilm olusturmak ve bagisiklik sisteminden kurtulmak icin kullanilmaktadir. (26)



K. pneumoniae’nin en o6nemli viriilans bileseni kapsiiler polisakkarittir (CPS).
Bakterinin fagositlere ve seruma karsi direncinin yani sira inflamasyon ve sepsis
olusturmasindan sorumludur (27). Bakteriler, bakteri kapsiili ile konagm mukoza

tabakasina yapisarak mukoza zarlarini kolonize olurlar (28).

Ferrik demir icin secici olan ve bdylece bakteri hiicrelerine demir veren kigik
(MW 500-1000) ligandlar olan sideroforlar, yiksek afiniteli demir asimilasyon sistemleri
saglamak icin Klebsiella pneumoniae'de evrimlesmistir. Bakterilerde, sidereforlar ve
siderefor bazli selasyon, ©Onemli miktarda demir absorpsiyonundan sorumludur.
Enterobacteriaceae'de (i¢ ana siderofor sistemi vardir: Bunlar Enterobactin, Aerobaktin ve

Yersiniabaktin’dir (29).

Escherichia coli ve Salmonella tiirlerinin neredeyse tiim klinik izolatlari,
Enterobacterial'in ana demir alim yolu gibi goériinen bu sidereforu dretir. (30). Buyuk
molekiil agirlikli antibiyotikler dis zar gézenek proteinlerinden gecemezler, bu nedenle
Siderofor-antibiyotik konjugatlari, bakteriyel ilag¢ direnciyle miicadele etmek icin "Truva

"

at1" stratejisi olarak bilinen bir taktik olan bakteri hiicrelerine antibiyotik taginmasina

yardimci olmak i¢in gelistirilmistir (29).

Lipopolisakkarit (LPS), Gram-negatif bakterilerin dis zarmin ana bilesenidir ve
lipid A, bir ¢ekirdek oligosakarit ve bir uzun zincirli polisakaritten (O-antijen) olusur. K.
pneumoniae'min viriilans faktorleri lipopolisakkarit (LPS) ve fimbrialarmin sirasiyla

bakterinin mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine yapismasindan sorumlu oldugu

bilinmektedir. (20).

K. pneumoniae ayrica hiicre dis1 bir matrise gomiilii bakteri popiilasyonlar1 olan
biyofilmler olusturmasiyla da bilinir. Proteinler, ekzopolisakkaritler, DNA ve lipopeptitler

bu matrisi olusturur. Biyofilm {retimi, antibiyotik tedavisine daha fazla direncle



iliskilendirilmistir. K. pneumoniae'nin biyofilmleri, 6zellikle hastane ortamlarinda ve
kateterlerde kesfedilmistir. K. pneumoniae biyofilm sayesinde antibiyotik tedavilerinden
korunur. Bir zamanlar antibiyotik molekiillerinin sinirli penetrasyonundan kaynaklandig:
diistiniilen bu koruma, aslinda biyofilmin merkezdeki hiicrelerin gecikmeli ¢cogalmasindan

kaynaklanmaktadir. (26)

2.2- K. pneumoniae Antimikrobiyal Direng:

K. pneumoniae'de antibiyotik direncinden sorumlu mekanizmalardan biri akis
pompalar olarak tanimlanmistir. (32) Gram negatif bakterilerde, ilag akis1 temel bir direng
mekanizmasidir. Coziinenler bu sistemler tarafindan hiicre disina pompalanir.
Antimikrobiyal ajanlar, metabolitler ve ¢ekirdek algilayict sinyal molekiillerinin tiimii,
mikroplarin i¢ ortamlarini diizenlemesine izin veren akis pompalar: tarafindan uzaklastirilir
(32). K. pneumoniae'de 100'den fazla farkli kazamilmis antibiyotik diren¢c geni
kesfedilmistir. Ampisilin, Amoksisilin ve Tikarsilin'e karsi direng, kromozom {iizerinde

SHV-1 Penisilinaz varligi ile saglanir (33).

Laktamazlar kodlayan genlerin varligi, laktam ilaglara Enterobakteriyel direnc ile
baglantilidir (34). Bu laktamazlar genellikle bla genleri tarafindan kodlanir ve timii farkli
hidrolitik 6zelliklere sahip olan CTX-M, TEM, SHV ve OXA ailelerinin tyeleridir (33). K.
pneumoniae, son yillarda ¢ok gesitli antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek, neden
olabilecegi hastane enfeksiyonlarini daha da tehlikeli hale getirmistir. Bu, direncli suslarin

tanimalanmasini ve neden oldugu enfeksiyonun tedavisini daha da zorlastirmaktadir (35).

Guniimlzde, Antimikrobiyal diren¢ (AMR), tim diinyada hizla biiyiiyen bir
sorundur. Klebsiella pneumoniae gibi patojenik bakteriler, hizla gelisen ¢oklu ilaca direngli
(MDR) suslar olup, tam olarak tedavi edilmemesinden dolayr artan 6liim riski nedeniyle

hastalar igin biyiik bir tehlike olusturmaktadir. (14)



Genis Spektrumlu Laktamazlar (ESBL'ler) ve Karbapenemazlar gibi enzimlerin
sentezi sayesinde, K. pneumoniae'nin ¢ogu bakteriden daha kolay antibiyotik direnci
gelistirdigi goriinmiistiir. (36) K. pneumoniae ortamdaki bakterilerden antibiyotik direng
genlerinin, klinik olarak dnemli patojenlere gecisinde rol oynar. (37). K. pneumoniae'nin
cesitli antibiyotik ailelerine kars1 direnci giin gegtikge artmaktadir. Bu antibiyotik direng
mekanizmalarinin (AMR) ¢ogu, yatay gen transferi (HGT) yoluyla elde edilmis ve bu
bakterilere laktam ve kinolon smifli antibiyotiklere karst Onemli diizeyde direng

kazandirmustir. (38).

Sekil 2-1'e gore, Klebsiella pneumoniae'de bakteri hiicrelerinin ¢oklu ila¢ direnci
kazandig1 dort ana siire¢ vardir.(i) Antibiyotiklerin hiicrelere girmesini 6nlemek igin
hiicresel gecirgenligin degistirilmesi; (ii) antibiyotik hedeflerini etki edemeyecekleri
sekilde degistirmek; (iii) antibiyotikleri etkisiz hale getirmek icin enzimatik modifikasyon
kullanmasi; ve (iv) antibiyotikleri hiicre i¢inden disari pompalamak icin disa akis

pompalarinin kullanmasi. (39).

Flasmid

Antibiotic
o @

Antibiotic
re sistar.e

B oontiniotic
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Sekil 2-1: Klebsiella pneumoniae'deki bakteriyel diren¢ mekanizmalari. Bu goriintii

(39)'dan uyarlanmustir.



2.2.1- B-Laktam Antibiyotiklere Direng

Sefalosporinler, monobaktamlar, Penisilinler ve Karbapenemler, molekuler
yapilarinda bir laktam halkasi bulunan genis bir antibiyotik smifi olan laktam
antibiyotiklerin en bilinen ornekleridir.(40). Bunlar, bakteri hiicre duvarmnin olusumunu
engelleyerek mikroorganizmalarin parcalanmasina ve 6lmesine neden olarak calisan en
yaygin kullanilan antibiyotiklerdir. Bakteriler, yaygin kullanimlarinin bir sonucu olarak,
esas olarak laktam antibiyotiklerin laktam halkasini hidrolize eden ve onlar1 etkisiz hale
getiren laktamaz enzimlerinin aracilik ettigi bu antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari
gelistirmistir. Son aragtirmalar, laktamazlarin etkilerine karst koymak igin laktam
antibiyotikleri ve laktamaz inhibitdrlerinin bir kombinasyonunun kullanilmasinin oldugunu
gostermistir. Laktam antibiyotik direnci ise 1940'lardan 2020'ye kadar olan dénemde ciddi
bir saglik sorunu haline gelmistir (Sekil 2-2). Bugiine kadar, enterik enfeksiyonlar arasinda
yiizlerce farkli laktamaz evrimlesmis, K. pneumoniae de dahil olmak {izere sasirtici bir

miktara (>2000) ve ¢esitlilige ulagmistir. (41).

Porinlerin ve hedeflerin modifikasuyonu, inaktive edici enzimlerin (beta-
laktamazlar) {retilmesi ve otolitik enzim salimiminin inhibisyonu, beta-laktam
antibiyotiklere kars: bakteriyel direncin ornekleridir. Ayrica bakteriler, yeni beta-laktam

antibiyotik tedavilerine uyum saglamak i¢in karmasik genetik yollar gelistirmistir. (42).

Bakterilerin beta-laktamlarin bakterisidal etkisinden kag¢inmasi igin dort ana
mekanizma vardir: Penisiline baglanan ancak -laktam antibiyotikler i¢in zayif bir afiniteye
sahip olan degistirilmis proteinler, Staphylococcus aureus PBP 2-(PBP2a) ve PBP 2x
Streptococcus pneumoniae buna iki ornektir. Penisilinler, nispeten direngli olduklari igin
bu PBP'leri etkisiz hale getiremezler ve bir kez devre dis1 birakildiklarinda diger PBP'lerin

rollerini {istlenebilirler. Gram negatif bakterilerde, dis zar proteinleri (OMP) ekspresyonu
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azalir veya yoktur. Beta-laktamlar, PBP'lere erismek i¢in dis zardaki porin kanallarindan
geemelidir; bununla birlikte, azalmis OMP {iretimi, belirli beta-laktamlarin gram-negatif
bakterilerin periplazmik bosluguna girmesini Onleyerek, i¢ zardaki PBP'lere erigimlerini
siirlandirir.  Sirastyla OmpK36 ve OMP D2'nin kaybi, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa'da imipenem direncine yol acabilir. (43). CarO OMP'nin
silinmesinin, ¢ok ilaca direncli Acinetobacter baumannii'nin bazi izolatlarinda Meropenem
ve Imipenem'e karsi direng ile iliskili oldugu gosterilmistir. Porin kodlayan genlere bir
dizinin eklenmesi veya mutasyonu, hiicreye beta-laktam difiizyonunu azaltan azaltilmis
aktiviteye sahip proteinlerin sentezi ile sonuglanabilir. 59 Direng fenotipi elde etmek igin
sadece porini yok etmenin yetersiz oldugu diistiniilmektedir. Bu mekanizma siklikla beta-

laktamaz tiretimiyle baglantilidir. (44).

Akis pompalari, dogustan gelen veya edinilmis diren¢ fenotipinin bir bilesenidir.
Efflux pompalari, hiicrenin periplazmasindan dis diinyaya cesitli substratlari tasima
yetenegine sahiptir. Gram negatif bakterilerde, 6zellikle P. aeruginosa'da, bu pompalar
coklu ilag direncinin belirleyicisidir. Sefalosporinler, penisilinler, tetrasiklinler, kinolonlar
ve kloramfenikol gibi birka¢ beta-laktam antibiyotige karsi duyarliligin azalmasi, mexA-
mexB-OprD geninin asir1 ekspresyonu ile kombinasyon halinde daha diisiik dis zar

gecirgenligine atfedilebilir. (45).

Laktamazlarin iiretimi: Bakteriler, beta-laktam halkasim1 hidrolize eden ve
antibiyotigi PBP hedefine ulasmadan 6nce etkisiz hale getiren Beta-laktamaz adi verilen
enzimler gelistirir. Beta-laktamazlarin PBP'lerle yapisal bir iligkisi oldugundan, beta-
laktamlar1 hidrolize etmek ve inaktive etmek i¢in su molekiillerini baglayabilir,
acilleyebilir ve kullanabilirler. Beta-laktamlarin beta-laktamazlar tarafindan inaktivasyonu,

gram-negatif bakterilerdeki en 6nemli diren¢ mekanizmasidir. (46).
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2.2.2. B-Laktamaz Ureten Klebsiella pneumoniae

K. pneumonianin tek bir susu ¢ok sayida laktamaz geni icermektedir.ve patojenin
secici basarisina katkida bulunabilir. Bu tiirlin ¢ok cesitli S-Laktamaz genlerine sahip

oldugu bulunmustur (47).

Birkac antibiyotige direngli plazmit tagimak veya ayni plazmit iizerinde birden
fazla ARG'yi kodlayan transpozonlart edinmek buna neden olabilir. blaNDM-1 ve
blaOXA-232 genleri iki farkli plazmit lizerindedir ve New York sehrinde hastanede yatan
bir hastanin balgamindan bir sus bulunmustur. K. pneumonia’min Ortiisen enzim
aktivitesinin evrimsel yararina ¢ok az nem veriyoruz. Son derece giivenilir direngte birkag
laktamaz rol oynayabilir. -laktam antibiyotiklerden IMP, VIM ve NDM Karbapenemazlar

sadece aztreonama duyarlidir (48).

Fazladan gen kopyalari, daha yiliksek antibiyotik konsantrasyonlarina karsi
bakterilerin daha yiiksek direng seviyeleri ile tepkiler verdigi arasinda iliski oldugu ifade
edilmektedir. Laktamaz sinerjizmi hakkinda daha fazla arastirma gereklidir. Beta-laktam
antibiyotiklere direnc, antibiyotik -laktam halkasini hidrolize eden -laktamazlarla saglanir.
Baz1 -laktamlara direng, K. pneumoniae'nin ¢ekirdek DNA'sinda kodlanmistir. Ampisilin
direnci turuin ayirt edici 6zelliklerinden biridir (49). Ek genom daha fazla -laktamaz igerir.
1960'larda TEM-1'i orijinal olarak gelistiren E. coli idi. K. pneumoniae'nin ayrica, Penisilin
antibiyotiklerinin ¢oguna direng veren AmpC enzimleri gibi plazmit aracili -laktamazlara
sahip oldugu bulunmustur. Ortamdaki se¢ici basing nedeniyle -laktamaz enzimlerinin

Penisilin baglayici proteinlerden gelistigi varsayilir (50).

2.3. p-Laktamaz Simiflandirmalari
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1980 yilinda Ambler tarafindan kurulan ve o zamandan beri bir¢ok kez revize
edilen dizi tabanli yaklasim, en yaygin olarak kullanilan kategorizasyondur. Amino asit
dizilerine gore yapilan bu siniflandirma, -laktamazlar1 dort sinifa (A, B, C ve D) ayirir

(51).

Ambler Metallo-laktamazi, aktivite igin aktif bolgede serin gerektiren sinif A ve
eylem icin ¢inko (Zn+2) gerektiren Metallo-laktamazlar i¢eren sinif B olmak tizere iki
siifa ayirmistir (Bahr, G. ve dig., 2021). AmpC olarak da bilinen C sinifi ve D sinifi daha
sonra kesfedilmistir ve aktif bolge Serin-laktamazlar olarak siniflandirilmistir. Ancak dizi

acisindan serin sinif A enzimi ile ¢ok az ortak noktalar1 vardir (52).

Grup 1, Sefalosporinaz (sinif C); grup 2, Serin-laktamaz (sinif A ve D); ve grup 3,
Metallolaktamaz (sinif B) (Somboro, A. M. ve dig., 2018). Sekil 2.2'ye gore, A, C ve D
smiflarindaki -laktamazlarin aktif ¢ekirdegi serin igerirken, B sinifindakiler ¢inko iyonlar
icerir. Bush-Jacobi-Medeiros yontemi, -laktamazlari substrat par¢alanmasina ve inhibitor

aktivitesine gore 1 ila 3 arasinda gruplara ayirir

Ambler molecular classification

\ Non-metal (Ser) 'H' Class A: Classical narrow-spectrum (PSE, CARB)
i ESBLs (Extended-spectrum B-lactamase)(TEM, SHV, CTX-M) :
Class A carbapenemases (GES, KPC, SME, IMI/NMC-A, SHV-38, SFC-1) ==

TS it i o i i i o o o o o i e e s Tk SRS T A T S T R S e S e e i et S P TS SR S P Tt S > YL S Ve S W B o S s o Vo T ’
E: Class B: MBL (Metallo-B-lactamase)
H Subclass B1: (IMP, VIM, SPM, IND, NDM, DIM, GIM, SIM)
Subclass B3: (AIM, CAU-1, GOB-1,FEZ-1)
' Subclass B2: (CphA, Sth-I, ImiS)

___________________________________________________________________

ESAC (Extended-spectrum AmpC)

—:L.:._ Class D: ESBLs (Extended-spectrum B-lactamase,)(Oxacillinases, OXA)
’ CHDLs (carbapenem-hydolyzing class D B-lactamases)

Bush-Jacoby-Medeiros functional classification Carbapenemases

Group 1: cephalosporinases (Ambler Class C)

Group 2: serine- 3-lactamase (Ambler Class A and D)
Group 3: metallo- 3 -lactamase (Ambler Class B)

Sekil 2.1. B - Laktamazlarin Siiflandirilmasi (53).
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2.4- Genis Spektrum p-Laktamaz (ESBL):

Spektrum genis laktamazlar, laktamazin ti¢lincii en yaygin formu olup, ilk olarak
1980'lerin ortalarinda Batt Avrupa'da kesfedilmistir. O zamandan beri olusumlari
giderekartmistir ve sefalosporinlerin yaygin kullanimiyla baglantili. GSBL izolatlan ilk

olarak hastanelerdeki Klebsiella pnomoni enfeksiyonlarinda kesfedilmistir.

ESBL enzimleri plazmitle kodlanir ve GSBL iireten bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirabilen aminoglikozitler gibi diger antibiyotiklere direnci

kodlayan genlerin varligi ile ayirt edilir. (54).

Ucgiincii ve dordiincii kusak sefalosporinler de dahil olmak iizere ¢ogu laktam ilaci,
GSBL iireten bakterilere direnclidir ve GSBL'lerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi
seceneklerini ciddi sekilde sinirlar. Yine de klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi

laktamaz inhibitorleri baz1t GSBL iireten patojenleri bloke edebilmektedir. (55).

2.5 Rep-PCR ve ESBLS enzimleri :

Genis spektrumlu -laktamaz (ESBL) ureten Klebsiella pneumoniae tim diinyada
giderek yayginlagsmaktadir. GSBL iireticilerinde viriilans faktorlerinin varligi enfeksiyonun
patojenitesini ve siddetini artirarak ampirik tedaviyi zorlastirir ve potansiyel olarak tedavi

basarisizligina yol agar. (56).

Genis Spektrumlu Beta-laktamaz (ESBL) lreten K. pneumonia, yeni terapétiklere
acilen ihtiya¢ duyulan alt1 ilaca direngli bakteriden biridir. K. pneumoniae birinci basamak
ilaglara kars1 daha direncli hale geldiginden, IYE'leri ve diger enfeksiyonlar1 tedavi etmek

daha zor hale gelmistir. (57).
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Versalovi¢ et al. (80), tarafindan bakteri genomlarinda bulunan tekrarlayan DNA
dizilerinin PCR amplifikasyonundan tiiretilen tiire 6zgii desenlere dayali olarak bakteri
genomlarmin parmak izini olusturmak icin yeni bir yéntem ortaya koymustur. iki temel
yinelenen bilesen kiimesi vardir: REP 6geleri “(tekrarlayan ekstragenik palindromik), alti
dejenere lokasyona ve korunmus bir palindromik govdenin her iki tarafi arasinda 5 bp'lik
degisken bir halkaya sahip 38-bp dizileridir. (71). REP dizileri, c¢esitli bagirsak

bakterilerinde bulunmustur. (28, 33, 66, 71, 92).

2.6-“Enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensiis (ERIC) PCR”

Saglikla iligkili enfeksiyonlarin yayilmasini 6nlemek ve enfeksiyon kontroliinii
tyilestirmek i¢in Onemli noktalardan biri de patojenler arasindaki genetik akrabaligin
belirlenmesidir. Tekrarlayan element dizisine dayali polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
bakteri genomu ig¢indeki tekrarlayan niikleotid dizilerini arastiran ve bakteri suslarini
kiimeleyen molekdiler bir yontemdir. Enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensis
(ERIC), bakteri genomunda desen ve sayimin farkli oldugu tekrarlayan unsurlardan biridir
(Tablo 2.1). Enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensiis polimeraz zincir reaksiyonu
(ERIC PCR) teknigi, Enterobacteriaceae familyasiin molekiiler tiplendirilmesi i¢in hizl,

giivenilir ve uygun maliyetli bir yontemdir ve suslar arasindaki genetik cesitliligi ayirt

eder. (6).

Bu yontemin, kolay, uygun maliyetli ve gergeklestirmesi icin fazla beceri
gerektirmeyen, bir yontem olmasi avantaj olustururken ayyrim giicii, tekrarlanabilirlik ve
tip yetenegi, PFGE, MLST ve DNA dizilimine kiyasla daha diisiik olmas1 bir dezvantajdir.
Birkag PCR temelli yontem arasinda, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC) PCR, farkli sus tiirlerini ayirt etmek i¢in basit ve uygun maliyetli bir genotipleme

teknolojisidir. ERIC'ler, Minyatiir Ters Transposable Elements (MITE'ler) ile baglantili
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olarak mobil DNA pargaciklari olarak tanmir. ERIC dizileri, Klebsiella pneumoniae

cinsinin bagli oldug dahil Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri de olmak {izere ¢ok sayida

bakteri genomunda bulunur. Ayrica, bakteri tiirleri arasinda farkli sayida ERIC dizi

kopyast vardir.

Tablo 2-1. Mikrobiyal genomlarda bulunan secilmis endojen tekrarlayan diziler.

Dizi’nin adi Tekrarlayan dizi tara Referens
BIME Mozaik tekrarlayan elemanlar Gilson et al. (1991)
BOXa Mozaik tekrarlayan elemanlar Martin et al. (1992)
ERICa Buyuk tekrarlayan eleman Hultonet al. (1991)
HRS1 Insersiyon dizisi Judd and Sadowsky (1993)
(GTG)5a Poliniikleotid tekrari Doll et al. (1993)
IRU Blyuk tekrarlayan eleman Sharples and Lloyd (1990)
1S6110 Insersiyon dizisi Thierry et al. (1990)
MPTR Polintikleotid tekrari Hermans et al. (1992)
REPa Polintikleotid tekrari Stern et al. (1984); Tobes and
Ramos (2005)
RLEP Blyuk tekrarlayan eleman Woods and Cole (1990)

RSRja, RSRjB

STRR

Insersiyon dizisi

Polintikleotid tekrari

Kaluza et al. (1985)

Mazel et al. (1990)
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3: MATERYAL VE YONTEM

3.1- Materyal

3.1.1- Laboratuvar Malzemeleri ve Cihazlar::

Bu ¢alismada kullanilan malzeme ve cihazlar Tablo 3.1 ve 3.2 de listelenmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan cihazlar.

No. | Malzeme Firma Kaynak Ulke
1 | Otoklav Daikyo Japonya
2 | Brilor Memmert Almanya
3 | DensiCHEK BioMeérieux Fransa
4 | Damitict Elga Ingiltere
5 | Elektrik Denge Sartorius Almanya
6 | Elektroforez sistemi Thermo ABD
7 | Elisa Okuyucu Jlassco (India) Hindistan
8 | Davlumbaz (duman dolabi) Lab tech Hindistan
9 | Sicak tabak Takashima Japonya
10 | Inkiibatér makinesi Carbolite Ingiltere
11 | Isik mikroskobu Olympus Japonya
12 | Santrif(j Memmert Almanya
13 | Firin Gallenkamp Ingiltere
14 | pH olcer Jlassco (India) Hindistan
15 | Kuantus DNA sistemi Promega ABD
16 | Buzdolab1 Admiral Japonya
17 | Calkalamal1 inkiibator Gallen Kamp Ingiltere
18 | Spektrofotometre Unico ABD
19 | déndirmeli santrifij Eppendorf Almanya
20 | Termal 1s1l dongiileyici Esco ABD
21 | UV sigi (transilluminator) | Viber lourmat AET
22 | Vitek-2 sistemi BioMérieux ABD
23 | Girdap calkalayici Vortex — genie ABD
24 | Su banyosu Memmert Bat1 Almanya



https://www.biomerieux-industry.com/

Tablo 3.2: Diger laboratuvar malzemeleri

Ekipmanlar Firma Kaynak
No. ;
ulke
1 96 oyuklu alt plaka (Polistiren) Coastar ABD
2 Bunsen donguisu Jlassco Hindistan
(Hindistan)
3 Tek kullanimlik dongii Jlassco Hindistan
(Hindistan)
4 Ependorf tlpi Promega ABD
5 Filtre kagitlar Hindistan Hindistan
6 Forseps Italya Italya
7 Mikropipet (farkli boyutta) Brand Almanya
8 Polen tiipleri (10 mi), Petri kaplar1 ve cin Cin
Steril strunt
9 Vidali kap tiipleri Jlassco Hindistan
(Hindistan)
10 Hacimsel silindir Jlassco ( Hindistan
Hindistan )
11 Hacimsel sise Jlassco Hindistan
(Hindistan)
12 Beyaz tlip Jlassco Hindistan
(Hindistan)
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3.1.2- Kullanilmaya hazir besiyerleri

Tiim besiyerleri tiretici firmanin talimatlarina gére hazirlanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Calismada kullanilan Bakteri besiyerleri

No. Ortam Firma Kaynak
1 kan agar1 Himedia Hindistan
2 Beyin kalp inflizyon agar Himedia Hindistan
3 Beyin kalp inflizyon suyu Himedia Hindistan
4 MacConkey agar1 Himedia Hindistan
5 MR-VP Himedia Hindistan
6 Mueller Hinton agar1 Himedia Hindistan
7 Mueller Hinton suyu Himedia Hindistan
8 Besin agari Himedia Hindistan
9 Simmone sitrat agari Himedia Hindistan
10 Triptikaz soya agar Himedia Hindistan
11 Triptikaz soya suyu Szamedia Uganda
12 Tripton suyu Himedia Hindistan
13 Ure bazl1 agar Himedia Hindistan

3.1.3- Kimyasal Materyaller ve Cozeltiler:

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler Tablo 3.4 deki gibidir.

Tablo 3.4: Cahismada kullanilan kimyasal materyaller ve ¢ozeltiler.

No. Materyal Firma Kaynak ulke

1 Etanol 75% Applichem Almanya

2 Etanol 99% Hayman Birlesik Krallik
3 Gliserol Fisher Birlesik Krallik
4 Gram boyama Vaccines and sera institute Bagdat

5 Hidrojen klorur BOH biochemical Almanya

6 Hidrojen peroksit BOH biochemical Almanya

7 Metanol Hayman Birlesik Krallik
8 Sodyum klorit BOH biochemical Almanya
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Tablo 3.5: PCR ve Elektroforezin malzeme listesi:

No. PCR and Elektrforez malzemeleri Firma (Mense)
1 Agaroz jel Carl roth (BK)
3 ddH.O Bioneer (Kore)
4 DNA merdiveni Isaretleyici (100bp) Biolabs (BK)
2 Boya yukleme Biolabs (BK)
5 Etidyum bromar Abm (Kanada)
6 Master mix Biolabs (BK)
7 PCR tampon Promega (ABD)
8 Primerler BGI (Cin)
9 Quantifluor ® dsDNA numune Kiti Promega (ABD)
10 Tris baz, asetik asit ve EDTA Promega (ABD)

3.1.4- Antibiyotikler
Bu calismada kullanilan antibiyotikler Tablo 3.6’da belirtilmektedir.
Tablo 3.6: Antibiyotik diskler

No Antibiyotik diski Kod | Konsantrasyon | Firma ve Mense
pg/disc

1 Imipenem IPM 10

2 Meropenem MEM 10

3 Sefotaksim STX 30

4 Seftriaksone SRO 30 M?St G roup/

Ingiltere

5 Amikacin AK 30

6 Siprofloxksasin SIP 10

7 Amoksillin AM 100

8 Amoksillin -!rKIavuIanlk AMK 30

asid
9 Seftazidime SAZ 5
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3-1-5 Kitler:

3-1-5-1 DNA ekstaksiyonu (¢ikarma)

Calismada kullanilan DNA ekstaksiyon listesi Tablo 3.7’de gosterilmistir.

Table 3.7 : DNA ekstraksiyon kitleri

Kitler Kitin bilesenleri Sirket ve Ulke
Materyal Size
Hicre parcalama
Wizard® soliisyonu 100 mL
genomik
DNA Cekirdek parcalama (Promega ; USA)
) ) 50 mL
purifikasyon sollisyonu
saflastirma
kitleri Protein ¢okeltme 25 mL
DNA Rghldrasyon 50 M
sollisyonu

**DNA-spin Plazmit Aritma Kiti

3-1-5-2 PCR Teshit Kiti

Calismada kullanilan PCR materyalleri Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3-8: PCR materyalleri

Kitler Kitin bilesenleri

Sirket ve Ulke

Green master mix , 20 pL include: Taqg DNA

Polimeraz

dye, Nuclease free water.

polymerase 1U, dNTPs which include: 250 uM of Biolabs

Zincir each dATP, dCTP, dGTP, dTTP). (1.5) mM of Company
Reaksivonu MgClI2 (Magnesium chloride), (30) mM of KClI,
Y (10) mM of Tris-HCI (pH 9.0), Blue dyes loading (UK)
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Standart bakteri
Caligmada kullanilan satandart bakteri 6rnegi asagidaki gibidir.

Table (3.9): Standart bakteri izolatlari

No. | Bakteri standardi Kod Kaynak

Ministry of Industry and
1 E. coli ATCC25922 Minerals/Industrial Research and
Development Authority/Al-Razi Center

3-2 Primerler

ERIC’in belirlenmesi i¢in gelenecksel PCR’da kullanilan primerler Tablo 3.10° da

gosterilmistir.

Table (3.10): Calismada kullanilan primerler.

NO. Primer ad1, (8'-------- 3 Referans

ERICIR | ATGTAAGCTCC TGGGGATTCA C (59)

ERIC2 | AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

3.3 Ayrraclar, soliisyonlar ve Pigmentlerin hazirlanmasi
3.3.1- Ayiraclar

3.3.1.1- Katalaz ayiraci

Katalaz ayiraci bakterilerin katalaz enzimi liretme yetenegini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu
ayirag (%15) stok soliisyondan 3% hidrojen peroksit (H20) olarak hazirlandi ve karanlik

bir yerde muhafaza edildi. (60).

3.3.1.2-Kovacs Ayraci:
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Kovac’s ayiraci indol testi i¢in kullanilmaktadir. Bu ayirag, 150ml isoamyl alkol icinde
10g para dimetil amino benzaldehidin c¢ozinerek 50C su banyosunda isitilmasiyla

hazirlandi ve yavasca 50 ml (IM) HCI eklendi. Kii¢iik miktarlarda hazirlanan ayirag

buzdolabinda saklandi. (60).
3.3.1.3- Vogas-proskauer Ayiraci:

Bu ayirag %96 etonol iginde %5 a-naftol ile %40 potasyum hidroksitin karistirilmasiyla
hazirlandi. Soliisyon koyu renkli bir sise i¢inde saklandi ve kullanmadan 6nce ¢alkalandi.

(60).
3.3.1.4- Oksidaz Ayiraci

Bu ayirag 50 ml distile suda 500mg N,N,N,N-tetrametil-P-fenilene-diamine dihidroklorur

¢oziinerek hazirlandi ve oksidaz testinde kullanildi. (61).

3.3.2 Solusyonlar

3.3.2.1 Normal Tuz Solisyonu

Normal tuz 90ml distile su icinde 0.85 g NaCl eritilerek, hacim 100 ml ye tamamlanarak,
tuz tamamen eriyene kadar karistirillmistir ve pH 7’ye ayarlanmistir. Soliisyon 121 °C’de
15 psi basingta 15 dakika otoklavlandi. Sollsyon gerektiginde seyreltme islemlerinde

kullanilmistir (62) .
3.3.2.2 Sodyum Fosfat Tamponu

Soliisyon bilesenleri NaCl (8g), Na,HPO4 (1.44g), KH2PO4 (0.24g), KCI (0.29), 1 litre

distile suda pH 7.2 ye ayarlanarak ¢6zildu. (63).

3.3.2.3 Tris-Asetat- EDTA Soliisyonu
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Bu solusyon 450 ml distile su ile 50 ml TAE-10X stogu karistirilarak hazirlandi ve 4°C’

de saklandi. (64).

3.4- Metotlar

3.4.1- Calisma Sekli

75 Klebsiella pneumonia izolati Felluce’de Al- Ramadi Teknik Hastanesinde
Uroloji ve Dermotoloji bélimiine kabul edilen hastalardan ve 6zel kliniklerde ayakta
tedavi edilen hastalardan elde edilmistir. Tiim Ornekler Agustos — Kasim 2020 tarihleri
arasinda farkli cinsiyetteki hastalardan toplanmistir. Hastalardan, ailelerinden veya
yakinlarindan tam bilgilendirici gegmis alinmistir. Calisma ornekleri, kateter kaynakli idrar
yolu enfeksiyonlarindan, yanik, balgam ve yara iceren diger enfeksiyonlardan saglanmistir

(Sekil 3.1).

| First step : Isolation and identfication |

A

51 isovece  ewemon

e @B

Sekil 3.1 : Bakteriyel izolatlarin izolasyon tasarimi
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3.4.2- Besiyeri Hazirlanmasi

MacConkey agar, Blood agar, Brain heart infusion, Muller Hinton agar , Muller
Hinton broth, Tripticase soy broth, Peptone water, and Muller Hinton broth besiyerleri
iretici firmanin talimatlarina gére hazirlanmistir. Tiim bilesenlerin tamamen ¢dziinmesi
i¢in su banyosunda bekletilmistir ve sterilizasyon i¢in 121°C’ de, 15 psi basingta, 15 dakika

otoklavlandilar ve kullanilana kadar 4°C’de saklandilar.

3.4.3- Bakteri Kulttru
Referans 65 tarafindan Onerilen siniflandirma sistemini takiben, bakteri isolatlari

asagida gosterildigi gibi ¢esitli kiiltiirel ve biyokimyasal testleri tabi tutulmaktadir.

3.5- Klebsiella pneumonia nin tanimlanmasi

3.5.1- Morfolojik inceleme:

MacConkey agar ve kanli agar da gelistirlen tiim izolatlar, koloni formu,

biiytlikliigii, rengi, kokusu, dokusu, kenarlari, hemolizi kapsayan ozellikleri incelenmistir

(66).

3.5.2-Mikroskobik Inceleme (Gram boyalar):

Isik mikroskopu altinda (100X) bakterinin sekli ve yapisi gram boyamasi
sonrasinda incelenmistir (67).
3.5.3-Biyokimyasal dogrulama testleri (Schaub, 1958):

3.5.3.1- Katalaz testi:

Bir lam Uzerine (3-2-1-1-1)’de bahsedildigi gibi 1 damla hidrojen peroksit (%3)
damlatilir ve bu ayiragla taze koloni karigtirilir. Dogrudan, hava kabarcigi olusumu sonucu

pozitif olarak kabul edilir (68).
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3.5.3.2- Oksidaz testi:

Bir filtre kagidi birka¢ damla taze hazirlanmis ayirag (Tetrametil-p-fenilenediamine
dihidroklorir) ile 1slatilir ve incelenecek olan koloninin kii¢iik bir miktar1 toplanarak nemli
filtre kagidina dagitilir. 30 saniye igerisinde rengin mavi veya mora donilismesi testin

pozitifligini isaret eder.

3.5.3.3- Ure agar taban:

Bakteri izolatlar1t UAB besi ortamina biiylik miktarlarda ekildi ve iireaz iireten
bakterileri (UPB) elemek igin 37°C’de 24-72 saat arasi inkiibe edildi. Ureaz iiretim testi
renk degisiminin gorsel olarak izlenmesi ile yapilmistir. Inkiibasyon siresince UAB
besiyerini agik saridan pembeye doniistiiren bakteri izolati se¢ilmis digerleri elenmistir

(69).

3.5.3.4- IMVIC testi:

Schaub (1958) gore, bakteri izolatlar1 asagida belirtilen farkli kiiltiirel ve

biyokimyasal testlere tabi tutulmuslardir.

3.5.3.4.1- indol Testi:

Bakteri kiiltlirii Tripton sivi besi ortamiyla gece boyu asilama icin yetistirildi ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra (4-7) damla (0.5 ml) Kovac's ayiract dogrudan
bakteri bulunan tiipe eklendi. Yumusak bir ¢alkalama sonucunda goriinen kirmizi halka
pozitif sonucu gosterirken, degisimin olmamasi negatif sonucu gostermistir. Bu deneyde,
triptofan1 indol, piriivik asit ve amonyaga doniistiiren triptofanaz enziminin bakteri

tarafindan tiretim yetenegi gozlenmistir.

Triptofan  triptofenaz —— pirlvik asit + amonyak + indol
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3.5.3.4.2- Metil Kirmizi1 Testi:

Bu test glukoz fermantasyonunun ve son firiin olarak asit tiretimini ortaya ¢ikarmak
icin kullanildi. Test edilen bakteri kiiltiiri MR-VP besi ortamina asiland1 ve 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Daha sontra sonra Ornege birka¢ damla metil kirmizisi1 soliisyonu

eklendi. Saridan parlak kirmiziya renk degisimi pozitif sonucu gostermistir.

3.5.3.4.3- Voges-Proskauer Testi:

12- 18 saat kiiltiire edilen izolatlarin herbiri MR-VP besi ortamina asiland1 37°C’de
24-48saat inkube edildi. Daha sonra 0.2 ml 40% KOH ve 0.6ml a-naphthol (5%)
eklendi.15- 30 dakika sonra ortaya ¢ikan kirmizi renk pozitif sonucu gosterdi. Bu deney
bakteriyal fermantasyonu ve glukoz fermantasyonu sonucu olusan asetoin {retim

kapasitesini belirlemek i¢in kullanildi.

3.5.3.4.4- Sitrat kullanim testi:

Citrate Simmons agara bakteri kiltiirii steril bir 6ze ile asilandi ve 37°C’de 24 saat

inkiibe edildi. Besi ortaminin yesilden maviye renk degisimi pozitif sonucu gostermistir.

3.5.4- Otomatik Teshis:

Bakteri izolatinin son tanimlanmasi i¢in biyokimyasal analizlere dayali VITEK-2
kullanildi. Tiim rutin tanimlama testleri i¢in sisteme (VITEK-2 cihazina) dnceden genis bir
tanimlama veritabani yiiklendi. 3ml normal tuz solusyonu igeren test tliplne test edilen
bakteri kolonisi enjekte edildi. Tanimlama igin, 0.5 - 0.63 McFarland araliginda (tiirbidite
icin) bakteri slispansiyonu olusturuldu. Analizi yiiriitmek i¢in VITEK®2 software system

07.01 kullanild1. Tiim asamalar iiretici firmanin talimatlarina gére tamamlandi.
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3.6-Bakteri izolatlarinin saklanmasi

Collee et al. (1996) gore, izolatlarin korunmasi asagidakiler gibi yapilmistir:

3.6.1- Kisa siireli depolama:

Nutrient agar igeren petrilere inokule edilen bakteri izolatlar1 parafilm ile sarilarak 4°C’de

saklandi.
3.6.2- Orta sureli depolama:

Bakteri kolonileri bir kag¢ ay saplama kiiltiirde saklandi. Bu besiyerleri i¢in 5-8 ml
beyin kalp infiizyon agar besi ortam1 igeren vida kapakli siseler kullamildi. izolatlar egimli
yuzey uUzerine cizildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Parafimle sarilarak ve 4°C’de

saklandi.

3.6.3- Uzun sureli depolama:

Bakteri izolat1 15% gliserol igceren BHI s1v1 besi diistik sicaklikta saklandi. 37°C’de
24 saat inkiibasyondan sonra, 10 ml beyin kalp infiizyon sivismma 1.5 ml steril gliserol

eklenerek son hacmi 10 ml olan tiipler -20°C’ de dondurularak saklandi.

3.7- Bakteri asilamanin hazirlanmasi:

CLSI (2020)’ e gore, tek bir koloni besleyici agar tabakasindan pamuklu ¢ubukla
secilir ve pamuklu ¢ubuk sivi besiortamina daldirilir. Kiiltiir ortam1 hava gegirmeyen steril
bir kapakla gevsek bir sekilde kapatilir. Bakteri kiiltiirii 37°C’de 12-18 saat ¢alkalayicili
inkiibatorde inkiibe edilir. Inkiibe edilen bakteri tiipii McFarland (0.5 x108 CFU/mI) ile

standardize edilir.
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3.8- Antimikrobiyal duyarhhik testi

Antimikrobiyal duyarlilik testi Diinya Saglik Orgiitiiniin modifiye ettigi Kirby—
Bauer metoduna gore otomatik VITEK-2 sisteminde kullanilan AST kart1 kullanilarak

gerceklestirildi.

Antibiyotik duyarlilik testleri Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisiine gore
Kirby-Bauer metodu kullanilarak yapildi Sekil (3.2) . 1.5108 CFU/ml'ye karsilik gelen 0.5
McFarland bulanikligina gore ayarlanmig bir bakteri siispansiyonu olusturmak icin gelir,
iki koloni 2 ml nutrient brotha aktarildi ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Steril
pamuklu ¢ubuk bakteri siispansiyonuna (1.5108 CFU/ml) batirildi ve besi yerinin tim
ylizeyine ¢izgi seklinde yayildi. Steril pens kullanilarak, antibiyotik diskler agar ylizeye
tamamen temas edecek sekilde hafifce bastirildi (herbir tabaka 3 defa). Petriler 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, sonuglar CLSI (2020)’nin &nerileri dikkate
alinarak degerlendirildi. Herbir antibiyotik diskinin inhibisyon alaninin ¢ap1 milimetre ile

olculdi ve kaydedildi. (72).

| Second step : susceptibility Test |
|

Kirby-Bauer Disk aiffusion | Automatedsuscepeibiy

Sekil 3.2 : Klebsiella pneumoniae i¢in antibiyotik duyarlilik yontemleri
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3.9- ESBLS enzimlerinin tespiti:
3.9.1- Fenotipleme Yontemleri:

3.9.1.1- Modifiye Hodge Testi:

Seftriakson ve Sefotaksime direncli ve Sefalosporine direngli suslar tanimlandi ve
ESBL iireten bakterileri tanimlamak i¢in fenotipik MHT kullanildi. Normal disk diflizyon
islemini gergeklestirmek igin Escherichia coli ATCC 25922 susunun 0.5 McFarland
standart stispansiyonu yapildi ve 1:10 seyreltildi. Daha sonra Mueller-Hinton agar tabakasi
tizerine asilandi. Mueller Hinton agarda tabakalar iizerine uygun sayida CTX ve IPM
diskleri yerlestirildi. Klebsiella pneumonia gelisimi tiim gece boyunca takip edildi ve
diskin kenarindanpetrinin kenarina kadar diizgiin bir ¢izgide asilandi. Son olarak, tiim
petriler 37°C’de 18-22 saat inkiibe edildi. Pozitif suglar yonca yapragina benzer sekilde
gozlendi. (72).

3.9.1.2- Modifiye Sefalosporin veya Karbapenem Inaktivasyon

Yontemleri :

mCIM orjinal CLSI protoliine gore yapildi. Test edilen susun kiiltiire edilmis
kolonisi bir 6ze ile 2 ml TSB (Triptikaz soya suyu) igine aktarildi ve bir slispansiyon
olusturuldu. Sonrasinda siispansiyon i¢ine 30 g Seftriaksone ve 30 g Sefotaksime diskleri
batirild1 ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, diskler siispansiyondan alindi
ve Escherichia coli ATCC 25922 susu asilanmis Mueller-Hinton agar petrisi Uzerine
yerlestirilerek ve tim gece 37 °C’ de inkiibe edildi. Bu siiregten sonra bir inhibisyon
bolgesinin olmamasi cephalosporinlerin (ESBLs-positive) enzimatik hidrolizini gosterirken
bir inhibisyon bdlgesinin varligi ise test edilen izolatin ESBLS aktivitesi (ESBLS-negatif)

gdstermedigini belirtir.
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3.9.1.3- EDTA Modifiye Sefalosporinler inaktivasyon yontemleri:

Herbir izolata ikinci bir 2mL TSB tuptu ECIM testi igin etiketlendi ve son
konsantrasyon 5 mM EDTA nin saglanmasi i¢in 2 mL TSB i¢ine 20 mL of 0.5 M EDTA
veya clavulanic acid eklendi. Sonraki adimda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda, disk siispansiyondan alind1 ve Escherichia coli ATCC 25922 susu asilanmis
Mueller-Hinton agar tabakasina yerlestirildi, tiim gece 37°C’de inkiibe edildi. Bu siire¢
sonrasinda inhibisyon bogesinin yoklugu serin ESBLS anlamina gelirken, belirgin bir
inhibisyon tabakas: test edilen izolat Metalo-Beta Lactamase oldugunda gelisir. (72).
3.9.2. Genis Spektrumlu p-laktam enzimlerinin tahmini:

B-Laktamaz aktivitesi nitrosefinin hidrolizisi ile spektrofotometrik olarak
degerlendirildi. 1.5 mL of 50 mM fosfat tamponun son hacmi 83 g nitrosefin, 167 g of
BSA, 10% glycerol ve 0.33 mL (0.6 g/mL of albumin) laktamaz igeren hiicre lizatinida
kapsayan deney karisiminidan olusturuldu. Laktamaz aktivitesi 390 nm absorbansdaki
azalmay1 Olgerek 37°C°del0 dakika 6l¢iildii. Enzim aktivitesi nitrocsefin igin 15 000 M1
cmlmolar soniimleme (ekstinksiyon) katsayis1 kullanilarak hesaplandi ve nitrosefin
hydrolyzed/min/mg protein mol olarak temsil edildi. Bu metotda control grubu olarak E.

coli ATCC25922 susu kullanild1 (73).

Third step : Detection of ESBLs

| Phenotypic detection of ESBLS | Estmabom of 4 = ~ -2
T
Modified -
Mhodified
Hodge test EDTA
Cephalosporin, Modified
Carh hal o B-Lactamase activity WA
oF arhapenem i L assessed spectrophotometricalls
Inactivation Imactivation b hydrolysis of nitrocefin

Methods Mhethods

Sekil 3.3 :ESBLS ureten Klebsiella pneumoniae i¢in dogrulama testlerinin fenotipik profili
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3.10. Molekiiler ¢alisma:

ESBLS (reten Klebsiella pneumonidae ERIC ile belirlemek i¢in ¢ok sayida molekiiler
adim kullanild1 (Sekil 3.4).

Fourth stepstep - Molecular detection of ERIC

DNA Traditional Gel

Extraction DNA Quality PCR Electrophoresis
DNA
|
I Gel analyzer
Quiantus sofware
flurometer 1

Data analsisusing
UPGHA and
Drce method

ERIC-1 ERIC-2
primer primer

Sekil 3.4 : ERIC ESBLS reten Klebsiella pneumoniae’nin molekiiler tespit asamalari.
3.10.1.DNA ekstraksiyonu:

Klebsiella pneumonia izolatinin genomic DNA’st WizardR Genomic DNA
saflagtirict kit kullanilarak ekstrakte edildi, saflastirma islemei {retici firmanin
talimatlarina gore yapildi. Bakteriyal DNA Promega Company (USA) tarafindan saglanan

DNA ekstraksiyon (genomic) kit prosediriine gore ekstrakte edildi.

- 1 ml hiicre pelleti 13000 rpm hizda 2 dakika santrifiij edildi ve iist yani s1v1 kisim

uzaklastirildi.

500ul Nuclei Lysis Solution eklendi ve pipet yardimiyla nazikce karistirildi.
- Tiim karisim 30 dakika 70°C’de inkiibe edildi sonra oda sicakligina sogutuldu.

- RNA lizis i¢in 3ul RNase Solution karistirildi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
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-Protein ¢oktiirmek igin, hiicre lizatina 250ul of Protein Precipitation Solution
eklendi. Sonra vortexle karistirildi. Daha sonra 13,000 rpm hizda 5 dakika santritij
edildi.

- Seyreltilmis DNA oda sicakliginda 500ul isopropanol iceren temiz bir tiipe
aktarildi. Nazik¢e karistildiktan sonra yukarida bahsedildigi sekilde santrifiijlenen
hiicre pelletindeki gibi s1v1 kisim supernatant atildi.

- Oda sicakliginda 70% 500ul etanol eklendi ve 13.000 rpm hizda 2 dakika santrifiij
edildi.

- Etanol aspire edildi ve pellet havada kurutuldu.

-  DNA pelletine 100ul of Rehydration Solution iginde 65°C’de 1 saatte

sukaybettirildi. (rehydrate edildi)

3.10.2- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):
3.10.2.1-Quintus TM Florometre kullamlarak DNA konsantrasyonunun
belirlenmesi:

Diger uygulamalar i¢in Ornegin iyiligini belirlemek amaciyla ekstrakte edilen
niikleik asitin konsantrasyonunu 6lgmede Quantus™ Fluorometer (Promega, USA)’dan
faydalanildi. DNA ve RNA miktar1 i¢in Promega QuantiFluor® Dey System
(QuantiFluor® ds DNA) tarafindan 6nceden programlanmis bir ayar ile cihaz optimize
edildi. 100 pl seyreltilmis niikleik asit 6rnegi i¢in (1 pl of nucleic acid + 99 pL Tris-EDTA
buffer) 100 pl seyreltilmis QuantiFluor Dye (1X) tedarik edildi ve karistirildi.Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyondan sonra, DNA konsantrasyonu florimetrede belirlendi

(74).
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3.10.2.2- Primer seyreltmesi:

Tim  primerler Alpha Canada  sirketi tarafindan  farkli  pikomol
konsantrasyonlarinda liyofilize edilmis bir {riin olarak tedarik edildi ve son
konsantrasyonu 10 picomols /pl siispansiyona ulasmak i¢in niikleaz icermeyen su

kullanilarak yeniden siispanse edildi.

3.10.2.3- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Tablo 3-11’de goruldugi gibi DNA ekstraksiyonu igin incelenen bakteri
kiiltiiriindeki tiim izolatlar PCR amplifikasyon (¢ogaltma) islemiyle analiz edildi. Spesifik

(6zel) primerler Alpha DNA (Alpha Co., Canada)’dan sentezlendi (75).

Table 3-11. ERIC1 ve ERIC2 genleri i¢in hedef DNA'nin amplifikasyonunda kullanilan
PCR protokolleri.

ERIC1 and ERIC2 genleri

Zaman Sicakhk Dongu
On denaturasyon 5dk 95 1 déngu
Denatiirasyon 30 sn 95 33 donguler

Annealin(primer Baglanmas1)  30sn, 1dk 47,52
Uzatma 30sn 72

Son Uzatma 10 dk 72 1 déngu

ERIC1 and ERIC2 genlerinin PCR analizleri icin DNA ekstraksiyon Kkitleri
kullanilarak Klebsiella pneumoniae’nin 15 izolatindan bakteriyal DNA ekstrakte edildi.
Ortaya ¢ikarilan DNA’nin daha once tanmimlandigi gibi miktart belirlendi. ERIC1 and
ERIC2 genes kullanilan primerleri iceren PCR Tablo 3-13’de listelendigi gibidir, primerler

10 pmol/uL konsantrasyondaki deiyonize suda yeniden olusturuldu. Ek olarak, PCR bir
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reaksiyon tampon icinde 400 uM (herbiri) dATP, dGTP, dCTP, dTTP, ve 3-mM MgCl>

iceren Go Taq ana karigiminin kullaniminida gerektirir.

Tablo 3-12 Orijinal PCR reaktifleri ve protokolin son konsantrasyonlari

Bilesen Hacim
Go Taq Green Master Mix 2x 75pL
ERIC1 2plL
ERIC2 2plL
DNA kalib1 3uL
Nikleaz icermeyen su 55uL
Son hacim 20pL

3-11. Jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi:-
PCR amplifikasyonundan sonra, agaroz jel elektroforezi kullanilarak amplifikasyon

oldugu dogrulandi. Ekstrakte edieln DNA dlgiitleri tamamen PCR’a baghdir.

Solusyonlar:

1 X TAE tamponu, DNA merdiveni isaretleyici, Ethidium bromide (10mg/ml).

Agaroz hazirlanmas

¢ 100 ml 1X TAE behere dokuldu.

* 1.5 gm (for 1.5%) agaroz tampon eklendi.

* Sollisyon kaynayana kadar 1sitildi (mikrodalga kullanilarak), tim jel partikiilleri

¢ozillene kadar.

¢ 1ul Ethidium Bromide (10mg/ml) agaroza eklendi.
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» Agaroz iyice karigsmasi ve kopiik olusumunu 6nlemek i¢in ¢alkalandi.

« Solusyon 50-60°C’de sogumaya birakildi. Dna 6rnegini yiikleme (77):

Agaroz jelin hazirlanmasi.

Iki kenarida bantlandiktan sonra agaroz soliisyonu jel tepsisine dokiildii ve 30
dakika oda sicakliginda birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildiktan sonra, jel jel tepsisinde
biriktirildi. 1X TAE elektroforez tamponu jel yizeyinin 3-5 mm {izerine ulagana kadar

tepsi icine dokildu.

PCR iiriinleri dogrudan yiiklendi. PCR {iriinii i¢in, Spl dogrudan kuyuya yiiklendi.
100v/mAmp 75 dakika elektrik glict verildi. DNA katotdan anot kutbuna hareket eder. Jel
icindeki lekeli Ethidium bromide bantlar1 jel goriintileme sistemi Kkullanilarak

goruntulendi.

3.12- ERIC - PCR urdunleri verilerinin analizi:

ERIC modellerini incelemek i¢in online bir veri analiz servisi kullanildi
(insilico.ehu.es). Dice metotu ERIC profillerini karsilastirmak i¢in kullanildi, ve bunlar
kmelemek icin de UPGMA (aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup metotu) araci
kullanild1. Karsilagtilabilir ERIC modelli isolatlar veya 1, 2, veya 3 farkli banta sahip
izolatlar bir ERIC tipi olarak smiflandirilirken ligden fazla degisken banta sahip izolatlar
ayr1 bir ERIC tipi olarak smiflandirildi. Dendrogram c¢izmek i¢in kiimeleme kullanildi.
Farkli ERIC cesitleri ve orneklerin alindig1 hastaneler arasindaki iliskiyi belirlemek igin

SPSS 22 yaziliminda Chi-square testi ilerletildi.

3.13. istatistiksel Analiz:

Analiz verileri SPSS-22 nin uygun istatistik paketi kullanilarak yapildi (sosyal
bilimleri igin istatistik paketi-version 22). Verilere frekans (siklik), yiizde, ortalama ve
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standart sapmanin basit Ol¢limleri yansitildi. Farkli ortalamalar arasindaki 6nemli fark
(sayisal veriler) iki bagimsiz ortalama arasindaki fark bagimsiz test T-test ile test edildi.
Onemlilik incelemesi icin P degeri 0.05’¢ esit veya daha kiiciik oldugunda istatistiksel

olarak dikkate alinda.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1- Klebsiella pneumoniae’nin 6nemini incelemek:

Ozellikle tibbi agidan dnemli olan Klebsiella tirlerinden Klebsiella pneumoniae,
hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlari, zatiire, kan zehirlenmesi (septisemi) ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismini olusturur. Klebsiella’nin bulagsmasinda
baslica patojenik kaynaklar sindirim sistemi ve hastane personelinin elleridir. Hastane
ortaminda c¢ok hizli yayilma yeteneklerinden dolayr bu bakteriler hastane salginlarina
neden olma egilimindedirler. Coklu ilaca direncli Klebsiella tiirlerinin hastane salginlari
ozelliklede yenidogan servislerindeki salginlara genellikle genis spektrumlu f laktamaz
(ESBL) olarak adlandirilan yeni tip suslar sebep olur. Klinik Klebsiella izolatlari arasinda
ESBL Ureten suslarin vaka sayilari son yillarda gittik¢e artmaktadir. Tedavi yontemlerinde
ortaya c¢ikan sinirlamalar Klebsiella’nin hastane enfeksiyonlarinin yonetiminde yeni
onlemler gerektirir. ERIC -PCR gibi farkli tip metotlar enfeksiyon kontrolii i¢in kullanish
epidemiyolojik araglar olsa da, Klebsiella virulans faktorii ve ESBLS {iiretimi hakkindaki
son bulgular bu bakterilerin patojenik stratejileri hakkinda yeni goriiler sagladi. Kapsiil
veya lipopolisakkarit ve ESBLS ureten gibi Klebsiella patojenite faktorleri su anda
immiinolojik enfeksiyon kontrol 6nlemleri olarak yardimci olabilecek asilama ¢abalari igin

umut verici adaylar olarak kabl edilmektedir.

4.2 Klebsiella pneumoniae izolasyonu ve Tanimlanmasi:

4.2.1.1zolasyon:

Tiim ornekler Haziran ayinin basindan Eyliil ayinin sonuna kadar 4 ay bouonca
toplanmistir. Calisma idrar, balgam, yara ve kan enfeksiyonlar1 gibi farkli kaynaklardan
izole edilen ellibir klinik Ornek tizerinde gergeklestirildi. Bakteri izolatlar1 Al-Anbar
Teknik hastanesi (Irak) bakteriyoloji departmanina basvuran hastalar ve bu sehirdeki 6zel
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Klinikleri ziyaret eden ayakta hastalardan bu periyot boyunca elde edildi. Bu 6rnekler
Klebsiella pneumonia’yi tanimlamak ve izole etmek ic¢in ¢ok sayida kiiltiir ortami1 ve

biyokimyasal testlerdem gegirildi.

Ornekler enfeksiyon kaynagina gére idrar, balgam, yara ve kan gibi dagitildi. Bu
calismada Klebsiella pneumoniae’ nin en yiiksek izolasyon oranlari sirasiyla idrar 62.745%
ve balgamdan 29.411% saglanmis olup yara, kan, yanik oranlari ise sirasiyla 5.88%, 1.96

%, 5/75°dir (Sekil 4-1).

Urine
Sputum
Wound
Blood

Sekil 4.1. K.pneumoniae'nin izolat kaynaklarina gére dagilimi
4.2.2. Tammlama:

4.2.2.1. Morfolojik ozellikler:

Tanimlamay1 dogrulamak i¢in, Klebsiella pneumonidae gibi 6nceden tanimlanan
isolatlar toplandi. Bakteri izolatlar1 Kanli agar ve MacConkey agarda aerobic kosullarda
kiltiire edildi ardindan diger tan1 (teshis) testleri yapildi. Tiim izolatlar MacConkey agar

(MCA) Uzerinde pembe laktoz fermente mukoid koloniler gosterdi. Kanli agar iizerinde 24
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saatlik inkubasyondan sonra hemolitik olmayan gri-beyaz mucoid koloniler gelisti (Sekil

4.2).

Sekil 4.3. A: Kanli agar iizerinde K. pneumoniae, B: MacConkey agar.

4.2.2.2. Mikroskobik ve Biyokimyasal test:

Mikroskobik olarak sonuglar, bu izolatlarin Gram-negatif kisa c¢ubuklar (basil)
seklinde oldugunu dolayis1 ile Klebsiella spp. olabilecegini gostermektedir. ilave
dogrulama igin spesifik bazi biyokimyasal testler de yapilmistir. Elli bir numune igin
yapilan testler sonucunda bunlarin katalaz i¢in pozitif ve oksidaz i¢in negatif oldugu, gram
boyama sonucunda ise negatif sonu¢ gosterdigi belirlenmistir. K. pneumoniae kolonileri,
Sekil 4.2'de goriildiigli gibi besiyerine ve enfeksiyon kaynagina gore mukoid kolonilere
gore farkliliklar goOstermektedir. Katalaz (hidrojen peroksiti suya ve oksijen gazi
kabarciklarina indirgeyen) tretebildikleri i¢in pozitif katalaz sonuclari, sitokrom oksidaz
(oksidazlar tetrametil-fenilendiamin) tretme yeteneklerindeki eksikliklerle ilgili negatif
oksidaz sonuclar1 ve pozitif tireaz, Ureyi amonyak ve karbon dioksite hidrolize etme

yetenekleriyle ilgilidir (Tablo 4.1).
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Birincil karbon kaynagi olarak sitrat kullanildigi i¢in sitrat kullaniminda 6nemli
sonuclar elde edilmistir. Bu bakterinin VP i¢in pozitif bir sonu¢ verdigi ¢iinkii biitandiol
yoluyla sekerleri fermente etme kabiliyeti, bir ara madde olarak daha da 2,3-butandiol'e
indirgenebilen asetoin (yani asetil metil karbinol veya 3-hidroksibutanon) tretmektedir.

Tum sonuglar Mahon, C. R. ve dig. (2018)'e goredir.

Tablo 4.1. Klebsiella pneumoniae bakteri izolatlar1 i¢in morfolojik 6zellikler ve
biyokimyasal testler.

Ozellikler Klebsiella pneumoniae
Kanh agar y — hemolitik, gri
— beyaz, mukoid koloniler
Katalaz +ve
Sitrat +ve
Gram boyama -ve
Indol -ve
MacConkey agar ortami Pembe renk, laktoz fermenter ve mukoid
koloniler
Metil Kirmizisi -ve
Oksidaz -ve
Sekil Rod
Ureaz +ve
VP +ve

4.2.2.3. Otomatik Tanilama:

Sonug olarak ¢alismadaki tiim Klebsiella pneumonia izolatlar1 ve Escherichia coli
ATCC25922 susu Vitek-2 sistemi kullanilarak bakteriyolojik olarak tanimlandi ve

uygulanan biyokimyasal testlerle de dogrulandi.

4.3. Duyarhlik Testi sonuclari:

Bu ¢alismada antibiyotik duyarlilik testi (Tablo 4.2), ESBLS ureten Klebsiella pneumonia
izolatlarinin belirlenmesinde birincil ve temel test olmasi nedeniyle segilmistir. Ote
yandan, genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) Ureten Klebsiella pnémonisi,
klinik mikrobiyologlar, klinisyenler, enfeksiyon kontrol uzmanlar1 ve antibakteriyel kesif

calismasi yapan bilim adamlar1 i¢in benzersiz zorluklar yaratir. GSBL'ler, Penisilinler,
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genis spektrumlu Sefalosporinler ve monobaktamlar gibi bir¢ok antibiyotigi hidrolize
edebilen enzimlerdir. GSBL genleri genellikle sustan susa ve bakteri tiirleri arasinda

aktarilabilen plazmitler tizerinde bulunur.

Yara, yanik, balgam ve Foley kateter idrar yolu enfeksiyonlu hastalardan elde
edilen 51 K. pneumoniae izolati, Kirby Bauer diskleri diflizyon yontemi ile antibiyotik
duyarliligi igin (72) Onerisine gore uygulandi. Suslarin duyarliligt Meropenem (72),
Sefotaksim, Seftriakson, Amikasin, Siprofloksasin, Augmentin, Seftazidime olmak Uzere
yedi antimikrobiyal icin test edildi. Sonuglar, mevcut ¢alismada kullanilan antibiyotiklere

karsi izolatlarin direncinin varyasyonunu ortaya ¢ikardi.

Mevcut calismada kullanilan antibiyotiklere karsi direng yiizdelerinin Augmentin
(%96), Sefotaksim (%92), Seftriakson=Seftazidim (%88), Amikasin (%48), Levofloksasin
(%42) ve meropenem (%26) oldugunu belirlendi (Tablo 4-1). Antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarina gore K. pneumoniae izolatlar1 arasinda antibiyotik direncinde ylksek diizeyde
cesitlilik gozlendi. Ug veya daha fazla antimikrobiyalden en az bir ajana karsi direnc,

1zolatlarin %66.66'sindan fazlasinda saptandi ve MDR izolatlar1 olarak belirlendi.

Tablo 4.2. Kirbey-Bauer AST kart teknigine gére K. pneumoniae izolatlar1 ¢aligmasi igin
antibiyogram parametresi.

Klebsiella Pneumoniae

Antibiyotikler Direng Orta dizey Duyarhhk

No. % No. % No. %
Amoksiklav 48 96 1 2 1 2
Seftriakson 44 88 3 6 3 6
Sefotaksime 46 92 1 2 3 6
Seftazidime 44 88 0 0 6 12
Meropenem 13 26 9 18 28 56
Amikasin 24 48 2 4 24 48
Levofoksasin 21 42 15 30 14 28

*S=duyarlhlik ; I=orta; R=direng.
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Bu calismanin amaci; Klebsiella pneumonia bakterilerinde sefalosporin grubuna
direncli Orneklerin belirlenmesidir. Karbapenemler, c¢oklu ilaca direngli Klebsiella
pndmonisinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in son basamak ilaglar olarak kabul
edilir. Anbar sehrinde yiriitilen mevcut ¢alisma, bir Klebsiella pneumania susunun
Amoksillin, Amoksiklav, Seftriakson, Sefotaksime'e karsi en yiiksek dirence sahip
oldugunu gostermistir. Seftazidime karsi direng yiizdesi sirasiyla %96, %88, %92, %88,
%52 iken, Klebsiella pneumonia %26 oraninda meropenem direncine sahiptir. Ote yandan,
beta laktam direncli Klebsiella pneumonia igin tercih edilen ilag Amikasin ve

siprofloksasindir. Sekil (4-3).

“Mehr et al. (2017), Kore'de c¢esitli hastanelerden izole edilen K. pneumoniae
izolatlarinin direncini belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢alismada ; bu ¢alismada oldugu gibi
imipenem'e diren¢ orani %4 olarak bulunmustur (1). Ayrica bu sonuclar, Giliney
Afrika'daki ¢esitli hastanelerden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinin direncinin
Siprofloksasin i¢in %35 ve Amikasin i¢in %37 oldugunu saptayan Vasaikar ve ark., 2017

calismasi ile tutarli bulunmustur (79).

Yapilan calismalar sonucunda Chasemian ve ark. (2018), Tahran ve gevresinde
bulunan illerdeki bir¢ok kapsamli hastanelerden izole edilen K. pneumoniae'nin varligini
saptamak ic¢in arastirmalar gerceklestirilmistir. Yapilan calismalarda Sefotaksim'e direnci
saptamak amaciyla gerceklestirilen arastirmanin sonuncunda direncin %94,6 olarak
saptanmistir; Fakat elde ettigimiz veriler ile yapilan bu calismalar karsilastirildiginda elde
direncin %86 oldugu ve Babakhani ve ark., 2015 calismasinin sonuclariyla paralel veriler

elde edilmedigi sonucuna varilmistir (80).

Mustafa (2018) gerceklestirdigi Bagdat ve civar1 bolgelerindeki hastanelerden elde

edilen klinik vakalardan izole edilen K. pneumonia'min direncinin; Seftazidim ve
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Sefotaksim antibiyotiklerine karsi gosterdigi direng sirasiyla; %32 ve %84 olarak
saptanmis olup elde edilmis mevcut veriler ile uyumluluk gostermis bulunmaktadir. Bagdat
ve civari illerden izole edilen K. pneumonia'nin suglarinin antibiyotiklere karsi direncini
inceleyen bir bagka bilim inani olan Zedan-Alobadi nin ¢alismalart ile de uyumluluk
gosterdigi gozlemlenmektedir. Yapilan c¢alisma sonucu elde edilen direng oranlarinin;
Imipenem igin %2.5, Amoksiclav igin %95, Amoks icin %97 ve Seftriakson icin %77.5

olarak sonuglandig1 belirtilmistir. (81).

Yapilan c¢alismalar neticesinde; Ampisiline karsi direngli Escherichia coli
izolatlarindan elde edilen klinik sonu¢ %93.3 olarak saptanmis olup, Akpaka ve Swanston
tarafindan daha once gerceklestirilen ¢alisma ile de uyumlu oldugu saptanmistir (82).
Farkli bir organizma olan Klebsiella penumoniae izolatlarinin Sefalosporinler arasinda
gosterdigi en yukek antibiyotik direnci (%58.3-%83.3) arasinda olarak saptanmis olmasina
ragmen, Suudi Arabistan'da yapilan bir bagka calismada Ampisilin antibiyotigine kars1
gosterilmis olan en yiikksek direncin Klebsiella pneumoniae’nin (%100) oldugu

belirtilmistir (83).

Sefazolin, Seftazidime, Sefepim gibi Sefalosporinlere karsi yiiksek direncin
gozlenmis olmasi, Haci ve arkadaslarinin daha Once gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada;
GSBL iireten Enterobacteriaceae izolatlarinin 6rneklen alinan Erbil sehir hastanelerinde
yaygin olarak dagilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan gézlemler sonucunda
GBSL uremesinin 15'i (%78.9) Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlar1 olarak
saptanmuistir (83). 2019 yilinda yapilan ¢alismada Ahmed, Karbapenemlere karsi direncin
hizla ortaya ¢iktigini ve arttigini belirtti. Antibiyotik duyarlilik profili (%13.5) imipenem

ve (%14.86) Meropenem direncli Escherichia coli izolatlar1 olarak gosterilirken, Klebsiella
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pneumoniae izolatlar1 (%33.3) hem Imipenem hem de Meropeneme kars1 direngli olduklari

belirlenmistir.(84)

Cok sayida yapilan ¢alismalar sonucunda , S-laktam direnci i¢in meydana gelen en
yiiksek direnc olarak saptanmistir. Mohammed Obaid ve Safaa Al-Meani (2019),
gerceklestirdigi calismalar sonucunda Klebsiella pneumoniae’nin Seftriakson (%78),
Sefpodoksium (%68), Seftazidimim (%62), Sefepim (%62) ve Sefoksintin'e (%16) yuksek
direng gosterdigini saptamustir. (85) . Daha sonra gergeklestirilen g¢alismalar neticesinde
ise, Seftriakson (%80), Seftazidim (%70), Sefepem (%70), Sipfloksasin (%38), Asmikasin
(%36) ve Imipenem=Meropenem (%22) (86, 87). E.coli'nin Seftriakson'a (%86) ve

Sefepim'e (%70) Siprofloksasine (%62) oranlarinda direngli oldugu ortaya koymustur.

Yapilan c¢alismalarda gozlenmistir ki dglinci kusak Sefalosporinlere karsi
gosterilen direng, K. pneumoniae karsi gosterilen direng yiizdesinden % 50 daha fazla
direngli oldugu ortaya konmaktadir.(88). Yapilan bu calisma neticesinde ise 3. Nesil
sefalosporin bir ¢ok bakteri iizerinde daha etkili oldugu savunulmaktadir; Grnekler
dogrultunda agiklamak gerekirse, rektum, tretra veya endoserviksin komplike olmayan
gonkoksik enfeksiyonlarinda, tek doz tedavi olarak Seftriakson, Sefiksim ve Seftazidim
kullanilabilecegi one siiriilmektedir. Ote yandan, Plazmitler, K. pneumoniae'de direncli
determinantlarin ve viriilent genlerin yayilmasinda ve edinilmesinde merkezi bir rol
oynadig1 saptanmistir. Bazi yazarlarin onlar1 bagimsiz organizmalar olarak kabul ettigi

bakterilerin birgok 6zel 6zelliginden sorumlu oldugunu 6ne tirmistiir. (89).
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Sekil 4.4. K. Pneumoniae'de antibiyotikler icin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Duyarlilik
Testi

Mevcut ¢alisma sonuglari, Coklu ilag Direngli (MDR), Yaygin ila¢ Direngli (XDR)
ve Pan Ila¢ Direngli (PDR) yiizdelik siralariyla 44 (%88), 4 (%8), 2 (%4) oranlar ile Sekil

4.4°de gosterilmektedir.

mm MDR

mm XDR
mm PDR

Sekil 4.5. Al-Anbar ilinde K. pneumoniae arasinda PDR, XDR ve MDR dagilimi
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4.4. K. pneumoniae'de ESBL Tespiti:

4.4.1. K. Pneumoniae’de ESBL 'lerin fenotipik tespiti :

GSBL iiretimi, genis spektrumlu Sefalosporinlerin tiiketimi icin blyik bir tehdit
olarak diisiiniilmelidir. Glinlimiizde GSBL iireten suslarin artan prevalansi ile karsi
karstyayiz. Asagida belirtildigi gibi dogrulama testleri, ESBLS testi ve genotipik saptama

kullanilarak, GSBL {ireten suslarin saptanmasi i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir.

GSBL'lerin bakteri retimi fenotipik ve molekuler yontemlerle tespit edilebilir.
GSBL'lerin saptanmasinda molekiiler yontemler altin standart olmaya devam etmektedir.
Bir laboratuvarda GSBL tespiti icin uygun bir fenotipik testin secilmesi bir dizi fakttre
baghdir: Geri Doniis Siiresi, maliyet, test hacimleri, test edilen organizmalar, kullanim
kolayligi, testin diizenleyici durumu, ekipman ve reaktifler ve ayrica performans
Ozelliklerinin tiimii 6nemli hususlardir. Farkli hasta bakim alanlari (yani yatan hasta
servisleri, poliklinikler ve uzun siireli bakim ortamlar1), yayginlik ve riske bagl olarak
farkli algoritmalar veya siirveyans uygulamalar1 gerektirebilir. Antibiyotiklere direncli
olarak segilen 25 izolat (Seftriaksoon, Seftazidimim, Sefotaksime) genis spektrumlu -

laktamaz icererek olumlu sonuglar vermistir.

4.4.1.1. Modifiye Hodge Testi (yonca yapragi testi):

Yonca yaprag: testi, disk difiizyonu {iizerinde orta veya hassas zon g¢ap1 gosteren
izolatlarda ESBLS tespiti icin rutin laboratuvarda yapilabilecek basit bir testtir. Modifiye
Hodge testi bugiin, birkac¢ yil once kullanilan Hodge testinin degistirilmis bir versiyonu
olarak tanimlanmaktadir. u amagla Cloverleaf testi (91) ve (92). Modifiye Hodge testi
(MHT), pB-laktamaz tespiti i¢in kabul edilebilir duyarliligt ve 06zgiilliigli nedeniyle

onerilmektedir.
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Bu ¢alisma 1/25(4) pozitif sonug verirken, 24/25 (%96) negatif sonug verdi. Hung ve
digerleri, 2013, 138/200 (%69) izolatin modifiye Hodge testine gore pozitif sonug
verdigini bildirmistir.). Irak'ta yapilan bir baska ¢aligmada ise tiim izolatlarin bu test igin

pozitif sonug verdigi bildirilmistir (94).

4.4.1.2. Modifiye sefalosporinler inaktivasyon yontemi :

mCIM, Sefalosporine direncli K. pneumoniea bakterileri arasinda ESBLS
liretiminin saptanmasi i¢in gelistirilmistir. Bu ¢alismada izolatlarin timii (86), (95) ve (96)

ile uyumlu pozitif sonug vermistir.

4.4.1.3. EDTA Modifiye sefalosporinler inaktivasyon yontemi:

eCIM, modifiye sefalosporin inaktivasyon yontemi (mCIM) ile birlikte
kullanildiginda serin ve metale bagimli metallo-p-laktamazlar (MBL'ler) arasinda ayrim
yapmak i¢in kullanilan bir testtir. eCIM'in genel duyarliligi ve 6zgiilliigii %100'diir ve
ESBLS enzimlerini tanimlamak i¢in mCIM ile birlikte kullanilacak bir yontem olarak

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii tarafindan onerilmektedir (Sekil 4.5).

Elde edilen veriler (%100) serin genleri i¢in pozitif sonug vermistir. Ote yandan Al-
meani ve Ahmed, 10'unun (%55.56) MBL igin pozitif, 8'inin (%44.44) serin ESBLS (Sekil

4.6) igin pozitif sonug verdigini bildirmistir (86).

Coklu ilaca direngli izolatlar, diinya capinda klinisyenler i¢in biiyiik bir terapotik
problem teskil etmektedir. K. pneumoniaea suslarinin gesitli antibiyotiklere karsi oldukca
direngli oldugu ve goriiniise gore bu direng seviyesinin hizla arttigi goriilmektedir.
Bakteriyel direncin gelismesinde 6nemli olan etken, bakteriler tarafindan beta-laktamaz
enzimlerinin {retilmesidir, bu da hastane enfeksiyonlarinda artis ve ciddi vakalarda
mortalite bu direncin sonucudur (97). Hastane enfeksiyonlarindan elde edilen 6rneklerin
cogu cok sayida antibiyotige direnclidir. 3GC, birincil ve ikincil hastanelerde siklikla
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baslangi¢ ampirik antibiyotik olarak kullanilir. Bununla birlikte, son c¢aligmalar, GSBL
veya AmpC B-laktamaz iireten 3GC'ye direngli organizmalar nedeniyle toplum kaynakli
enfeksiyonlarda artan enfeksiyon prevalansi konusunda uyarida bulunmustur (98). MIC

degerlerindeki bu degisimin nedeni farkli derecelerde olabilir.

Sekil 4.6. (A) MHT, (B) mCIM ve (C) eCIM kullanilarak dogrulama testi.

100% 100%

100
X
D
T |s0
23
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0%

T
MHT mCIM SBL MBL
|

Sekil 4.7. ESBL tespiti i¢in dogrulama testlerinin yiizdesi.
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4.4.2-K. pneumoniae'de GSBL Aktivitesi

On alt1 K. pneumoniae izolati, spektrofotometri deneyi kullanilarak ESBLS iiretme
yetenekleri agisindan arastirildi. On bes izolatin %100 oraninda ESBLS firettigi bulundu.
izolatlarn ESBLS iiretme yetenekleri farklilik gdstermistir. Diger izolatlarin enzimatik
aktivite degerleri (0.11-0.7) arasinda degismektedir (Tablo 4-3). Mevcut c¢aligmada

ESBLS'ye sahip izolatlarin orani (99) ile yakindir.

Tablo 4.3. K. pneumoniae izolatlar1 arasinda ESBLS Aktivitesi

No. ESBL aktivitesi No. ESBL aktivitesi
1 0.12 6 0.52

2 0.21 7 0.46

3 0.25 8 0.44

4 0.11 9 0.53

5 0.7 10 0.413

11 0.38 14 0.23

12 0.16 15 0.27

13 0.51

4.5 . Ekstraksiyon genomik DNA :

Bolim (3.10.1)'e gore tamimlanan on alt1 (15 Klebsiella pneumonia izolatindan
izolatindan, WizardR Genomic DNA Purification Kit (Promega; USA) kullanilarak
materyal ve yontemlerde belirtildigi gibi DNA ekstraksiyonu yapildi.

4.6- DNA konsantrasyonu :

Quantus florometre ile yapilan Olglimler sonucunda ekstrakte DNA

konsantrasyonunun (6.9 — 33) ng/ ul) arasinda oldugunu belirlenmistir.
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4.7. ERIC-PCR teknigi kullanilarak Klebsiella Pneumoniae igin

molekdiler parmak izi yontemi:

Yirmi yili askin bir siiredir B-laktam, Enterobacteriacae'nin neden oldugu ¢oklu

ilaca direngli enfeksiyonlarin tedavisinde son ¢are olarak kabul edilmektedir.

Sefalosporin antibiyotiklerine direng, uluslararasi bir halk sagligi tehdidi olarak
kabul edilir. Tim dunyada, Klebsiella pneumoniaea ve E. coli gibi Enterobacteriaceae

dahil olmak iizere GSBL'lerle klinik enfeksiyon vakalari artmaktadir.

4.8. Enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensts (ERIC) PCR:

K. pneumoniae'nin hastane enfeksiyonlarindaki énemli rolii ile ilgili olarak, Klinik
izolatlarin genotiplenmesi, enfeksiyon kaynaklarmin belirlenmesi ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarin Onlenmesi i¢in faydalidir [4]. Bakteriyel suslarin genotiplenmesi i¢in
ribotipleme, pulse field jel elektroforezi (PFGE) ve multilokus sekans tipleme (MLST) gibi
cesitli molekiiler yontemler uygulanabilir. Ancak bunlar pahali ve zaman alicidir. ERIC-
PCR gibi tekrarlayan element palindromik (REP) PCR yodntemi, Enterobacteriaceae
familyasimin molekiiler tiplendirilmesi i¢in bir hizli, giivenilir ve uygun maliyetli tekniktir,
Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada bu teknigi kullandik. Sekil 4-7, 4-8 ve Tablo 4-4'(in her
ikisine gore sonuglar, ERIC-PCR f{iriinlerinin bir jel elektroforez goriintiisiinii verilmistir.
Bant sayis1 4 ile 9 arasinda, boyutu ise 115 bp ile 4008 kb veya daha fazla arasinda
degisiklik gostermistir. Suglarin benzerligi, Jel Analizoriiniin profil analizi (Banding) ve
karsilastirma i¢in Dice yontemi ve kiimeleme i¢cin UPGMA yontemi kullanilarak
belirlendi. Elektroforez ve yazilim analiz sonuglarina gore K. pneumoniae izolatlar1 yiiksek

diizeyde genetik ¢esitlilige sahiptir (Sekil 4-7).
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ERIC

Sekil 4.8. ERIC urin amplifikasyonunun jel elektroforezi. M: Ladder 100bp, 1-15:
Klebsiella Pneumoniae izolatlar1, NC: E. coli ATCC 25922 Goriinmez bandi.

D Strain07

(%]
(&)

» Strain03

39 I
» Strain01

46

53 » Strain04

I » Strain02

» Strain08

» Strain05

1y » Strain10
2 i » Strain06

W

@ » Strain15

W
[

» Strain09

49

76— Strain12
— © Strain11

» Strain14
L » Straini3

Sekil 4.9. Anbar hastanelerinden izole edilen 15 K. Pneumoniae susu i¢in ERIC-PCR
sonuclarinin dendrogrami.
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Tablo 4.4 Jel analizorii kullanilarak suslarin kiime analizi ve genetik gesitliligi.1-5 izolat, 216-1971 bg¢ (farkli boyutlarda)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1971
1721 1786 | 1753
1530 1628 1521 1598
1164 | 1164 1157 1247
1033
1121
1027 1021 | 1008 1033
995
946 958
579 | 575 | 610 | 594 | 626 | 610 | 610 659 | 590
343 | 355 | 360 | 380 377 362 387
327 316 312 327
Jel analiz cihazina dayah bakteri izolatlarindaki bant sayisi
Izolatlar Bant sayis1 Izolatlar Bant Sayisi
Strain 01 4 Strain 09 5
Strain_02 4 Strain_10 7
Strain_03 3 Strain_11 5
Strain_04 4 Strain_12 5
Strain 05 5 Strain 13 4
Strain_06 6 Strain_14 6
Strain 07 5 Strain 15 3
Strain_08 4 Strain_16(ATCC) 0
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4.9. ESBL'ler ile ERIC profili arasindaki iliski:

Tablo 4'e gore, yara, balgam ve idrardan izole edilen suslar arasinda arasinda
benzer bir filogrup dagilimi tespit edilmistir. Bu, Anbar'da yapilan ilk calismadir ve
klinik orneklerden elde edilen Sefalosporinlere direngli Gram-negatif basil izolatlarinin
genetik ¢esitliligini arastiran bu iilkedeki az sayidaki ¢alismadan biridir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin analizi sonucunda ERIC-PCR teknigi kullanilarak
sefalosporinlere direngli izolatlar arasinda yiiksek derecede genetik cesitlilik
gbelirlenmistir ERIC-PCR parmak izleri, Sefalosporin direngli ¢alisma izolatlarinin
GSBL-tiplerinin varligin1 ve ekspresyonunu kanitlamistir. Bu ¢alismada bazi izolatlar
benzer ERIC profiline sahip olup, ikisi idrardan (13, 14), ikisi balgamdan (11 ve 12) ve
ikisi idrardan (1,3) izole edilen suslar genetik olarak homojen profil géstermistir. Bu
calismada, klonal olarak benzer suslarin, tirettikleri B-laktamaz enzimlerinin paterni ile
ilgili antibiyotik duyarliliklar1 ile korelasyonu oldugunu goézlemledik. Loncaric ve
arkadaslar1(36), antibiyotik direncinin yayilmasinin sadece farkli B-laktamazlarin

yayilmasindan degil, ayn1 zamanda klonal ge¢isten kaynaklandigin1 da gostermistir.

GSBL dreten kinolon direngli Klinik E. coli izolatlar1 hakkinda Durmaz ve
arkadaglar1 (34) tarafindan benzer bir rapor verilmistir. Shakil ve arkadaslar1 (37),
YYBU hastalarindan alman dért blaCTX-M-15-pozitif E. coli izolat1 arasinda ERIC-
PCR ile klonal benzerlik bildirmistir. Mevcut c¢alismada, ¢esitli klinik 6rneklerden
toplanan B-laktamaz treten MDR E. coli'nin ERIC-PCR bazli sus tiplemesinin 6nemli
miktarda klonal heterojenite sergiledigi sonucuna varilabilir. Bu izolatlar arasinda
klonal olarak benzer birkag grubun ortaya ¢ikmasi, ya farkli f-laktamazlarin yayilmasi
yoluyla antibiyotik direncinin yayilmasina ya da klonal gecise bagli olabilir. Bununla

birlikte, bu klonal olarak benzer izolatlarin ilgili antibiyotik duyarlilik paternleri veya
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calismamizda B-laktamaz enzim iiretimi ile iligkisinin olmamasi, yukaridaki olasilig

dishiyor ve antibiyotik se¢iminin daha fazla dogrulanmasi gereken ana nedenlerden biri

oldugunu gostermektedir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. ESBL pozitif tagiyicilar arasindaki genetik iliski.

izolat sayis1 Benzerlik Kaynak ESBLS Tahlil

1,3 39% wound + 0.12,0.25
12,11 76% Sputum + 0.38,0.16
13,14 71% urine < 0.51,0.23
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1- Sonug :

1- Al-Ramadi hastanelerinde tarama yoluyla GSBL Ureten klinik K. pneumoniae
prevalansinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

2- GSBL'lerin yuksek oranda uretilmesi ile coklu ilaca direncli Klebsiella
pneumoniae suslarmin ortaya ¢ikmasi birbiri ile iligkili bulunmustur. Antibiyotik
tedavisi, antibiyotige direngli suslarin ortaya ¢ikmasini ve yayilmasini dnlemeye
yardimct olacak ESBLS'yi saptamak i¢in dogrulama testinin yapilmasi gerekliligini
ortaya koymustur.

3- GSBL (reten Klebsiella pneumoniae'nin ortaya ¢ikisi, GSBL tipi, susun genetik
ozellikleri ve ekolojik nislerdeki secici baskilar arasindaki karmasik etkilesimlerin
sonucu gibi gérinmektedir.

4- ERIC-PCR parmak izleri, bu ¢alismada Klebsiella pneumoniae suslar1 ve 6rnek
toplama alanlar1 arasinda biiytik bir ¢esitlilik gostermistir.

5- Bu bulgular, ayn1 antibiyotik direng¢ profiline, GSBL genlerine, filogenetik gruba
ve ERIC-PCR parmak izlerine sahip GSBL (reten Klebsiella pneumoniae

izolatlarinin farkli kaynaklardan izole edildigini gostermistir.
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5.2 - Oneriler:

1- K. pneumoniae'de biyofilm olusumu ve disa akis pompasi gibi diger
mekanizmalarinin da genlerinin arastiriimast.

2- MDR- K. pneumoniae de bazi inhibitorlerin ESBLS genleri iizerindeki etkisinin
arastirilmasi.

3- Sefalosporinlere direngli K. pneumoniae icin bir Multilocus sekans tipleme
sistemi (MLST) ¢aligmas1 yapilmasi.

4- Al-Ramadi hastanelerinde GSBL'lerin ¢ok ¢esitli olmasi ve bu enzimleri Ureten
K. pneumoniae klinik izolatlarinin prevalansi bunun bolgemizde nemli bir sorun
oldugunu gostermektedir. Calismamizda kullanilan izolatlara karsi en aktif
antimikrobiyal ajanlar karbapenemler iken, Beta-laktam dis1 antibiyotiklerin tedavi

segenekleri arasinda Amikasin ve Siprofloksasin yer almaktadir.
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