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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

NDM-1 KARBAPENEMAZ URETEN KLINIK Klebsiella pneumoniae
IZOLATLARINDA ANTIBIYOTIiK DIiRENCININ ve VIRULANS
GENLERIN KARAKTERIZASYONU

OMER KARAKAMIS

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Elif SEVIM

Klebsiella pneumoniae, saglik hizmeti ile iligkili enfeksiyonlarda en 6nemli patojenlerden
biridir. Karbapenemler genellikle Genisletilmis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) iireten
K. pneumoniae’lerin neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek igin kullanilir. Ancak,
yiiksek 6lim oranlartyla iliskilendirilen karbapenem direngli K. pneumoniae'nin (KDKp)
prevalanst son yillarda artmaktadir. Bu durum diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi
sorunu haline gelmistir. Son zamanlarda, durumu daha da karmasik hale getiren birkag
hiperviriilant ve karbapenemaz {ireten izolatlar rapor edilmistir. Diren¢ ve viriilans
mekanizmalarini daha iyi anlamak ve dolayisiyla ¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae'nin
neden oldugu enfeksiyonlara yonelik etkili tedavi stratejileri gelistirmek i¢in daha kapsamli

genomik ve fenotipik verilere ihtiyag vardir.

Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda; gesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve Vitek-2
otomatize sistem ile tanmimlanan 108 KDKp izolat: Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim
ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvart stoklarindan temin edildi.
Karbapenem direngli 108 izolatin 53’{iniin blanpm-1 direng genine sahip oldugu belirlendi
ve bu izolatlar ¢aligmaya dahil edildi. KDKp izolatlarinin GSBL (blargm, blaspy, blactx-
m1, blactx-mz2, blaoxa-1, blaper-1, blages, blaves), karbapenemaz (blaviv, blawpe, blanpm-1,

blakpc, blapxa-4s), plazmit aracili florokinolon direng genleri (qnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-

xii



1b-cr) ve Sinif-1 integron igerigi spesifik primerler kullanilarak PZR yardimu ile belirlendi.
KDKp izolatlarinin hipermukoviskoz ozellikleri string testi ile, virlilans gen tasiyicilig
(rmpA, magA, wcaG, uge, wabG, ycfM, fimH, mrkD, kpn, allS, ureA, entB, fepA, iroD,
iroN, ybtA, fyuA, iutA, kfuBC, cnf-1) multipleks ve simpleks PZR yardimi ile belirlendi.
pLVPK-tiirevi lokuslarinin (iutA, rmpA, iroN) varligin1 hiperviriilant izolatlarin
belirlenmesinde kullanildi. KDKp izolatlariin K-antijen tiplendirmesi wzi gen sekanslari
kullanilarak tespit edildi. Izolatlar arasindaki genetik akrabalik rep-PZR ile belirlenirken,

epidemiyolojik olarak klonal benzerlikleri MLST analizi ile belirlendi.

Gergeklestirilen bu tez ¢aligmast sonucunda KDKp izolatlarinin tiimiiniin blactx-m1 Ve aac-
6-1b-cr genlerini tasidgi tespit edildi. Bunu sirasiyla % 92.45 ile blatgm, % 90.56 ile gnrS,
% 88.67 ile blasuy ve blapxa-1, % 71.69 ile blapxa-4s, % 20 ile blactx-m2, % 9.43 ile gnrB
ve % 4 ile blaygg takip etmektedir. Gergeklestirilen ¢alismada higbir izolatda qnrA, blapgr-
1, blages, blayiv, blajpe, ve blakpc genleri tespit edilemedi. Simif-1 integron igerikleri
incelendiginde izolatlarin % 77.35’1i In27 (dfrAl2—orfF—aadA2) olarak siniflandirildi.
KDKp izolatlarinin % 63.37°si pLVPK-tiirevi lokuslar1 (iutA, rmpA, iroN) beraber
icerdiginden hiperviriilant olarak degerlendirildi. Gergeklestirilen string test sonucunda
izolatlarin % 9.43’linlin hipermukoviskoz fenotipe sahip oldugu tespit edildi. Aym
zamanda KDKp izolatlarinda en yaygin K-antijen tipi % 84.90 oran1 ile wzi64 olarak tespit
edildi. MLST analizleri sonucunda KDKp izolatlar1 arasinda en yaygin ST tipi 53 izolatin
38’inde (% 71.69) belirlenen ST2096 tipidir.

Bu ¢alisma, K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinin, viriilans faktorlerinin, K-
antijen tipinin ve epidemiyolojik olarak izolatlarin klonal benzerliklerinin bir arada
arastirlldigr detayli bir calismadir. Gergeklestirilen bu tez calismast hem karbapenem
direngli enfeksiyonlarin yayilmasini 6nlemek hem de etkili tedaviler gelistirmeyi

planlamak agisindan 6nemlidir.
Aralik 2022, 118 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbapenem direngli K. pneumoniae (KDKp), hiperviriilans, K-
antijeni, ST2096
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ABSTRACT
M.Sc. THESIS

CHARACTERIZATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE AND
VIRULANCE GENES IN CLINICAL Klebsiella pneumoniae ISOLATES
PRODUCING NDM-1 CARBAPENEMASE

OMER KARAKAMIS

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Molecular Biology and Genetic Department

Supervisor: Prof. Dr. Elif SEVIM

Klebsiella pneumoniae is one of the most important pathogens in healthcare-related
infections. Carbapenems are often used to treat infections caused by K. pneumoniae, which
produce Extended spectrum p-lactamases (ESBL). However, the prevalence of
carbapenem-resistant K. pneumoniae (KDKp), which is associated with high mortality
rates, has been increasing in recent years. This situation has become an important public
health problem worldwide. Recently, several hypervirulent and carbapenemase-producing
isolates which further complicates the situation have been reported. More comprehensive
genomic and phenotypic data are needed to better understand the mechanisms of resistance
and virulence, and therefore to develop effective treatment strategies for infections caused

by multidrug-resistant K. pneumoniae.

In this study, 108 KDKp isolates isolated from various clinical samples and defined by
Vitek-2 automated system were obtained from the stocks of Kirsehir Ahi Evran University
Training and Research Hospital, Microbiology Laboratory. Of the 108 carbapenem-
resistant isolates, 53 were found to have the blaxpwm-1 resistance gene, and these isolates
were included in the study. ESBL (blargm, blasnyy, blactx-mi1, blactx-mz2, blaoxa-1, blaper-1,
blaces and blayeg), carbapenemase (blaviv, blawpe, blanpm-1, blakec and blaoxa-ss),
plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes (gnrA, gnrB, gnrS, aac(6')-:b-cr) and

Xiv



Class-1 integron content of KDKp isolates were determined by PCR using specific
primers. Hypermucoviscous properties of KDKp isolates were determined by string test
and virulence gene content (rmpA, magA, wcaG, uge, wabG, ycfM, fimH, mrkD, kpn, allS,
ureA, entB, fepA, iroD, iroN, ybtA, fyuA, iutA, kfuBC and cnf-1) was determined by
multiplex and simplex PCR. The presence of pLVPK-derivative loci (iutA, rmpA, iroN)
was used to determine hypervirulent isolates. K-antigen typing of KDKp isolates was
determined using wzi gene sequences. While the genetic relatedness between the isolates
was determined by rep-PCR, their epidemiological clonal similarities were determined by
MLST analysis.

As a result of this thesis study, it was determined that all of the KDKp isolates carried the
blactx-v1 and aac-6'-1b-cr genes. This is followed by blatgm with 92.45%, gnrS with
90.56%, blasyy and blapgxa.1 with 88.67%, blagxa.as With 71.69%, blactx.m2 With 20%,
gnrB with 9.43% and blayegg with 4%. In the study, gnrA, blapgr-1, blages, blaviv, blajwe,
and blakpc genes could not be detected in any isolate. When the class-1 integron contents
were examined, 77.35% of the isolates were classified as In27 (dfrAl2—orfF-aadA2).
63.37% of the KDKp isolates were evaluated as hypervirulants because they contained all
pLVPK-derivative loci (iut A, rmpA, iro N). As a result of the string test, it was found that
9.43% of the isolates had hypermucoviscous phenotype. At the same time, the most
common K-antigen type in KDKp isolates was wzi64 with a rate of 84.90%. As a result of
MLST analysis, the most common ST type among KDKp isolates is ST2096, which was
determined in 38 of the 53 isolates (71.69%).

This is a detailed study in which carbapenem resistance, virulence factors, K-antigen type,
and epidemiological clonal similarities of K. pneumoniae isolates are investigated. This
thesis study is important both to prevent the spread of carbapenem-resistant infections and
to plan to develop effective treatments.

December 2022, 118 pages

Keywords: Carbapenem-resistant K. pneumoniae (KDKp), hypervirulence, K-antigen,
ST2096
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1. GIRIS

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif
bir bakteridir. Bu bakteriler hem toprak hem de su ortamlarinda her yerde bulunur, ancak
insanlar tipik olarak K. pneumoniae enfeksiyonlari i¢in birincil rezervuar olarak kabul
edilirler. K. pneumoniae baslangigta 100 yil 6nce en sik bagisikligi baskilanmis bireylerle
iliskili toplum kdkenli bir pndmoni olan Freidlander pndmonisinden sorumlu bakteri olarak
tanimlandi. Gegmisten giintimiize kadar gecen siirede K. pneumoniae diinya ¢apinda 6nde
gelen hastane patojeni haline gelmistir. Raporlar, K. pneumoniae'nin tiim hastane
enfeksiyonlarmin % 8'inden sorumlu oldugunu tahmin etmektedir (Murphy ve Clegg.,

2012).

K. pneumoniae, pnémoniler, idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemiler ve karaciger apseleri
dahil olmak tizere ¢ok cesitli enfeksiyonlara neden olur. Tarihsel olarak, K. pneumoniae
oncelikle bagisiklig1 baskilanmis bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden olmustur (Paczosa
ve Mecsas., 2016). ilk olarak 1980'lerde Tayvan'da endoftalmi ile birlikte karaciger
apsesine neden olan benzersiz bir K. pneumoniae vakasi rapor edilmis ve etken organizma
hipervirulant K. pneumoniae (hvKP) olarak belirlenmistir (Liu ve dig., 1986). O zamandan
beri, hvKP Klasik K. pneumoniae’ye (kKP) gore sahip oldugu hiperviriilans nedeniyle
yiiksek patojenite ve mortalite ile iligkili baska bir patotip olarak kabul edilmistir (Lan ve
dig., 2020). Ancak son zamanlarda hiperviriilant suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi,
enfeksiyonlara duyarl kisilerin sayisini saglikli ve bagisikligi yeterli olanlar1 igerecek
sekilde genisletmistir. Ayrica, K. pneumoniae suslar1 antibiyotiklere karsi da giderek daha
direngli hale gelmis ve bu durum suslarin neden oldugu enfeksiyonlar: tedavi etmeyi ¢ok
zor hale getirmistir. Hiperviriilant ve antibiyotige direngli suslarin ortaya g¢ikmasi bu
durumu daha da kotii bir hale getirmistir (Paczosa ve Mecsas., 2016). Bu patotip 6zelligi K.
pneumoniae’ye ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri)

patojenleri arasinda bir yer kazandirmistir (De Oliveira ve dig., 2020).



K. pneumoniae’de kapsiil, lipopolisakkarit, fimbria ve sideroforlari iceren dort faktor iyi
calisilmig ve karakterize edilmis viriilans faktorleridir. Bunun yanisira K. pneumoniae daha
az karakterize edilmis ve hala karakterize edilen viriilans faktorlerine de sahiptir.
Enfeksiyonu basarmak i¢in K. pneumoniae, 6nce mekanik ve kimyasal engelleri asmali ve
konagin hiimoral bagisiklig1 ve hiicresel bagisikligr tarafindan taninmaktan kagimalidir.
Konake¢iya girdikten sonra, istilact mikroorganizmalar, tanima reseptdrleri araciligiyla
bagisiklik hiicreleri tarafindan taninir ve viicudu cesitli bagisiklik aracilar1 liretmesi igin
uyarir. Kapsiil, K. pneumoniae'yi konagin immiin yanitlarindan korumada hayati bir rol
oynar. RmpA, kapsiiler polisakkaritlerin sentezini diizenleyen plazmit aracili bir viriilans
faktoriidiir. RmpA tastyan suslar, hvKP'nin yiiksek mukus fenotipi ve karaciger apsesi gibi
piriilan doku enfeksiyonu ile 6nemli 6l¢iide iliskilidir. K. pneumoniae sahip oldugu
fimbrialar ile epitel, immiin hiicreler ve abiyotik yiizeylere bakteriyel yapismay1 destekler.
K. pneumoniae suslarindaki Lipopolisakkarit yap1 (LPS), kismen modifiye edilebilir ve bu,
K. pneumoniae'in konakg1 hiicre tarafindan taninmamasma yol agar. Inflamatuar yanit
inhibe edilir ve bu modifikasyonlar sayesinde bakterilere olan ilgi azalir. Ayn1 zamanda,
demir elde etme yetenegi, bakterilerin biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in kritik 6neme sahiptir.
K. pneumoniae'de enterobaktin, yersiniabaktin, salmokelin ve aerobaktin olmak tizere dort
demir tasiyict molekiil vardir. Hem kKP hem de hvKP bulunan enterobaktin demir igin en
yiiksek afiniteye sahiptir ve ana demir absorpsiyon sistemi olarak kabul edilir (Wang ve

dig., 2020).

1.1. Amacg

Bu tez calismasinin amaci; Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Egitim ve Arastirma
Hastanesinde, ¢esitli klinik orneklerden izole edilen karbapenem direngli K. pneumoniae
izolatlarinda epidemiyolojik iligkilerin, antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin, viriilans

genlerin tespit edilmesi ve izolatlarin molekiiler pathogenezinin belirlenmesidir.

1.2. Onem

K. pneumoniae, patojenitesine katkida bulunan birkag¢ viriilans genini barmdirabilir. K.
pneumoniae viriilans genlerinin tiimii tek basina veya kombinasyon halinde K. pneumoniae

ile enfeksiyonun baslamasina, yayilmasina, ciddiyetine ve sonucuna cesitli derecelerde



katkida bulunur. Bununla birlikte, {ilkemiz ve bolgemizde klinik drneklerden elde edilen K.
pneumoniae izolatlarinda viriilans genlerinin sikligini bildiren ¢alismalar sinirhdir.
Patojenik K. pneumoniae, birden fazla tiirde viriilans geni barindirir. K. pneumoniae’nin
barindirdig1 tek bir viriilans geni ile invaziv enfeksiyon bile kétii sonuglara yol agabilir.
Viriilans genlerinin PZR ile tespiti, onlar1 karakterize etmeye ve farkli konake1

ortamlarinda nasil ¢aligtiklarint anlamaya yardime1 olacaktir.

Gilintimiizde oldukga tehlike arz edici durumda olan antibiyotik direnci kiiresel halk saglig:
icin ciddi bir tehdittir. Direngli bakterilerin yayilmasi mortalite, morbidite ve tedavi
maliyetinde dramatik bir artisa yol agmaktadir. Antibiyotik diren¢ mekanizmalarmin
ayrintili olarak bilinmesi klinik tedavi yontemlerinin ve antibiyotik kullaniminda iilke
politikalarinin belirlenmesinde olduk¢a dnemlidir. Coklu ilag direncine sahip bakterilerin
yol agtig1 enfeksiyonlarin tedavisinde son seg¢enek olarak kullanilan karbapenem grubu
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisimi {lizerinde durulmasi ve arastirilmasi gereken bir
konudur. Karbapenem direngli Gram-negatif patojenlerin ortaya ¢ikmasi, diinya ¢apinda
halk sagligr igin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Ozellikle, karbapenem direncli K.

pneumoniae prevalansinin artmasi 6nemli bir endise kaynagidir.

Son zamanlarda klinisyenler icin daha endise verici bir durum goze c¢arpmaktadir;
hipervirtilans 6zelligine sahip karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin ortaya
¢ikisi. Bu durumun yogun bakim {iinitelerinde salginlara yol agabilecegi diisiiniildiiglinde
bu izolatlarin prevalansinin  belirlenmesi  ve Ozelliklerinin  ortaya ¢ikarilmasi

enfeksiyonlarin kontrolii ve salginlarin 6nlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir.



2. GENEL KISIMLAR

2. 1. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterik bakteriler olarakda isimlendirilen Enterobacteriaceae familyasi tibbi agidan 6nemli
olan, birgok gram negatif bakteriyi igerir. Enterobacteriaceae tiyeleri dogada oldukga genis
yayilima sahip olup bitkilerde, toprakta, suda, insan ve ¢ogu sicak kanli hayvanlarin dogal

bagirsak florasinda bulunurlar (Murray ve dig., 2010).

Enterobacteriaceae familyast Gram negatif c¢ubuk seklinde, tipik olarak 1-5 pm
uzunlugundadir. Cogu, hareket etmek i¢in kullanilan bir¢cok kamgiya sahiptir, ancak birkag
cins hareketsiz ve bagirsak florasinin normal sakinlerini olusturan bakterilerdir. Ayrica bu
familya tiyeleri sistitten piyelonefrite, septisemi, pndmoni, peritonit, menenjit ve cihazla
iligkili enfeksiyonlara kadar ciddi enfeksiyonlara sebep olan bakterileride igerir.
Escherichia coli, insanlar igin agik ara en 6nemli patojen olup hem toplum hem de hastane

kaynakli enfeksiyonlarin en yaygin kaynagidir (Nordman ve dig., 2012).

Enterobacteriaceae kanli agarda tipik olarak orta ila biiyiik boyutlu gri koloniler olarak
gorliniirler, ancak bazilar1 pigmentleri olusturabilir. Enterobacteriaceae iyelerinin ¢ogu
bakteriyel hiicrelerin konakgilarina yapismasinda rol oynayan peritris Tip 1 fimbrialara

sahiptir. Bu familya tiyeleri spor olusturmazlar (Brenner ve dig., 2005).

Enterobacteriaceae familya iiyesi bakteriler yiiksek viriilans potansiyeline sahiptir. Bu
virtilans faktorler tagidiklari antijenik yapilar (O-somatik, H-flagella ve K-kapsiil antijeni),
endo ve ekzotoksinleri, adhezin ve kapsiil proteinleri verilebilir. Bu grup iginde tiim aileye
veya her bir susa ayr1 ayr1 6zel cesitli viriilans faktorleri tanimlanmistir. Bu viriilans
faktorlerinin kromozomal, plazmid ve faj DNA’sinda bulunmakta, bakteriler arasinda

aktarilabilmektedir (Murray, 2010; Kumar, 2012).

Enterobacteriaceae iiyeleri insanlarda olusan bakterimilerde, idrar yolu enfeksiyonlarinin
cogunda ve intestinal enfeksiyonlarda siklikla izole edilirler. Bazilar1 dogal flora {iyesi

olarak firsat¢1 enfeksiyona sebep olurken, bazilar1 da sadece insanda enfeksiyona sebep
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olur. Firsatg1 patojenlere 6rnek olarak E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis; sadece
insanda enfeksiyona neden olan bakterilere 6rnek olarak Salmonella typhi, Shigella tiirleri,
Yersinia pestis verilebilir. Endojen yayilimla, tasiyici insandan veya hayvan rezervuardan
bulagsarak viicudun neredeyse her bolgesinde enfeksiyona sebep olabilirler.
Enterobacteriaceae ailesine ait bazi cins ve tiirler Tablo 2.1°de gosterilmistir (Alay Kara,
2018).

Tablo 2.1. Enterobacteriaceae ailesinin siniflandirilmasi

Familya Cins Tiir
I. Escherichieae Escherichiea E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii, E.
hermannii
Shigella S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
1. Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
I11. Salmonelleae Salmonella S. typhi, S. choleraesuis, S. paratyphi A, S.

enteridis, S. gallinarum, S. pullorum
IV. Citrobacteriaceae Citrobacter C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus

V. Klebsielleae Klebsiella K. pneumonaie, K. ozanae, K. oxytoca, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, K.
omithinolytica

Enterobacter E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E.
amnigenus, E. sakazakii, E. gergoviae, E.
dissolvens, E. taylorae, E. nimipressuvali, E.
nimipressuvalis, E. asburiae, E. hormaechei

Hafnia H. alvei
Serratia S. marcencens, S. lique, S. liquefaciens, S.
rubidaea, S. fonticola, S. odorifera, S. plymuthica,
S. ficaria
V1. Proteeae Proteus P. mirabilis, P. wulgaris, P. pennei, P.
myxofaciens
Morganella M. morganii
Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P.
rustigianii
VII. Yersinieae Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica,

Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia, Y.
ruckeri, Y. aldovae

VIII. Erwinieae Erwiania E. amylovora, E. carotovora
Herhangi bir aile i¢ine Arsenophonus, Leclercia, Pragia, Budvicia, Leminorella, Rahnella,

yerlestirilmemis cinsler ~ Buttiauxella, Moellerella, Tatumella, Cedecea, Obesumbacterium,
Xenorhabdus, Kluyvera, Pantoea, Yokonella
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Enterobacteriaceae ailesindeki ¢ogu bakteriler sporsuz, peritris kirpiklerle hareketli ya da
hareketsiz, pepton ya da et 6zlii besiyerinde NaCl ve bir baska madde ilavesi olmadan
tireyebilirler. Ayrica MacConkey agarda, aerop ve anaerop ortamlarin her ikisinde de
tireyebilirler. Glukozdan fermentasyonla asit olusturur ve bunun yani sira cogunlukla gaz
olustururlar. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftirler. Nitrati nitrite ¢evirebilirler ve DNA’da
Guanin+Sitozin (G+C) oranlar1 % 39-59 arasindadir (Abiha, 2013).

2.1.1. Klebsiella Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Klebsiella cinsi  Proteobacteria  subesinde, = Gammaproteobacteria  sinifinda,
Enterobacteriales takiminda, Enterobacteriaceae ailesinde yer alir. Klebsiella tiirlerinin iki
tiir dogal yerlesim yeri vardir. Bunlardan biri, su ylizeyleri, lagimlar, toprak ve bitkilerden
olusan cevredir. Diger yandan insanlar, atlar veya domuzlarin mukozal yiizeylerine
kolonize olurlar. Gaitadan yakalanma orani % 5-38 oraninda degisirken bu oran
nazofarenkste % 1-6’dir. Genellikle bu bolgelerde floranin gegici iiyeleri olarak kabul
edilirler. Bu tasiyicilik oranlari hastane ortaminda degisiklik gosterir. Hastanede kalma
siiresinin uzamasina bagli olarak kolonizasyon orani artmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda
hastalardaki tasiyicilik oranlari, gaitada % 77, farenkste % 19, hastalarin ellerinde ise % 42

oraninda bulunmustur (Aydogan ve Basustaoglu, 2000).

Klebsiella cinsi adini, 19.yy'i sonlarinda yasamig, Alman mikrobiyologu Edwin Klebs'den
almigtir. Daha sonralar1 K. pneumoniae'nin yaptigi agir oldiiriicii pndmoni tablosunu
arastirmact Carl Friedlander ayrintili bir bigimde tanimlanmistir. Bundan dolay1 K.

pneumoniae yillarca 'Friedlander basili' olarak adlandirilmistir (Yalgin, 2010).

Klebsiella suslari, buyyon, jeloz, kanl jeloz, MacConkey, EMB, XLD gibi besiyerlerinde
tirerler. Fakdiltatif anaeropturlar. Optimal tireme 1sis1 37°C’dir. Ancak K. pneumoniae
disindaki suslar 4-44°C’de iirerler. Optimal iireme 1sisindan daha diisiik sicakliklarda
kapsiil olusturma sanst daha fazladir. Suslarin cogu genis kapsiil olusturup, kati
besiyerlerinde biiyiik (3-4 mm), mukoid, akici koloniler olusturur (M kolonileri). Dik jeloz
veya jelatin besiyerinde ylizeyde yayvan bombeli bir {ireme besiyerinin dibine dogru ise
dar bir iireme zonu goriiliir. Buna ¢ivi gibi iireme de denir. Kapsiil olusturmayan suslar
diizensiz ve R tipi koloniler olustururken, bazilar1 daha az kapsiil olusturur ve S tipi

koloniler goriiniimiinde olur. 55°C’de 30-45 dakika 1sitmak oldiiriiciidiir (Bilgin, 2006).



Klebsiella'nin patojenisitesinde olusturduklart ekzotoksinler, kapsiiller, adhezinler,
lipopolisakkaritler (LPS), hemolizinler ve sideroforlar gibi farkli faktorler onemli rol
oynar. Cogu Klebsiella izolati, yapisal olarak ifade edilen kromozomal A B-laktamazlar
nedeniyle ampisiline dogal olarak direnglidir. Genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
tiretimi yapabilen organizmalar arasinda K. pneumoniae énemli bir patojendir. Klebsiella
cinsinin {yeleri, 6zellikle K. pneumoniae ve K. oxytoca, pnomoni, septisemi, idrar yolu
enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, yogun bakim iinitesi enfeksiyonlar1 ve enterotoksik
suslarin neden oldugu ishal semptomlar1 olan bagirsak yolu enfeksiyonlari gibi ciddi
nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkili firsat¢1 patojenlerdir. K. pneumoniae, yiiksek
morbidite ve mortalite oranlariyla iligkili olarak hem toplumda kazanilmis hem de hastane
kaynakli enfeksiyonlarin ortak bir patojenidir. K. pneumoniae herhangi bir yas grubunda
enfeksiyonlara neden olabilir; ancak, bunlar ¢ok genc, ¢ok yasli ve bagisikligi zayiflamis

kisilerde yaygindir (Glindogan, 2014).

Klebsiella cinsi iginde 3 tiir insanlarda hastalik yapar. Bunlar; K. pneumoniae, K. oxytoca
ve K. granulomatis ‘tir. En sik enfeksiyon etkeni olan tiir K. pneumoniae’dir. Bu bakteri
saglikli insanlarm % 5’inde bagirsaklarda kolonize halde bulunurken, hastanede yatan
hastalarda prevalansi yaklasik % 20’lere kadar ¢ikar (Cakmak, 2019).

2.2. Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Antibiyotikler mikroorganizmalarin biiyiimesini durduran ya da 6ldiiren biyolojik kaynakli
ya da sentetik olarak elde edilen ¢ok etkili biyoaktif maddelerdir.Antibiyotikler patojen
mikroorganizmalar1 6ldiiren ama konak organizmayi etkilemeyen segici toksik maddelerdir

(Sayg1 ve dig., 2012).

Antibiyotikler birden fazla 6zellige gore gruplandirilabilir. Giiniimiizde en yaygmn bilimsel
smiflandirma etki gii¢lerine, etki mekanizmalarina ve kimyasal yapilarina gore
siniflandirmadir. Antibiyotikler, mikroorganizmalar tizerindeki etki giiclerine gore iki
farkli grupta incelenir. Bunlar bakteriyostatik etkili ve bakteriyosidal etkili olan
antibiyotiklerdir. Bakteri hiicrelerinin gelismesini ya da iiremesini onleyen antibiyotikler
bakteriyostatik etkili olarak isimlendirilirler. Tlerlemesi ve iiremesi durdurulan bakteriler,
viicut savunma mekanizmalari tarafindan rahatlikla yok edilirler. Tetrasiklinler, mikonazol,

metrondiazol, amfenikonlar, siilfonamidler ve linkozamidler bunlara Ornek verilebilir.
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Bakteriyosidaller, agir zararlar vererek dolaysiz olarak bakteri hiicresini yok ederler ve bu
sayede hiicrenin 6lmesini saglarlar. B-Laktamlar, rifamisin, florokinolonlar, teikoplanin ve

vankomisin gibi antibiyotikler bakteriyosidallere 6rnek verilebilir (Topal, 2015).

Antibiyotikler etki mekanizmasina gore; hiicre duvar sentezini inhibe edenler, hiicre zarini
inhibe edenler, bakteriyel protein sentezini inhibe edenler, bakteriyel niikleik asit sentezini
inhibe edenler ve folik asit metabolizmasini inhibe eden antibiyotikler olmak tizere 5 gruba

ayrilirlar (Sekil 2.1) (Kapoor ve dig., 2017).

o : : . Niikleik Asit Sentezi
Hiicre Duvar Sentezi Folat Sentezi
— Sulfonamides
Beta Lactams Trimethoprim DNA Giraz
Penicillins : : Quinolones
Cephalosporins
Carbapenems RNA polimeraz
Monobactams Rifampin
Vancomycin
Bacitracin
50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol
licr . ¢ Streptogramins
Hiicre Membl ani 30S subunit ptog
Polymyxins Tetracyclines
Aminoglycosides Protein Sentezi

Sekil 2.1. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi (Kapoor ve dig., 2017 modifiye edilmistir)

2. 3. Beta-Laktam (p-Laktam) Grubu Antibiyotikler

B-laktam antibiyotikler B laktam halkasi tasiyan antibiyotiklerdir. B-laktam halkas1 {i¢

karbon, bir azot i¢eren siklik amin yapisini igerir. B-laktam halkast ile iliskili yan zincir, bir

peptit bagr ile g¢ekirdek beta-laktam yapiya baglanan degisken bir gruptur; yan zincir

degiskenligi antibakteriyel aktiviteye katkida bulunur. B-laktam halkasi iceren
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antibiyotikler dort grup altinda toplanirlar. Bunlar penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler. Penisilinlerde p-laktam halkaya bes tiyeli thiazolidin
halka kaynasmistir. Sefalosporinlerde alti {iyeli dihidrothiazin halkas1 vardir.
Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag igeren 5 iiyeli a— halka yapisinda bir metilenin yerine bir
stilfiiriin gegmesiyle karbapenem grubu antibiyotikler olusur. Monobaktamlarda ise sadece

B-laktam halka vardir (Sekil 2.2) (Yao ve Moellering, 2007).

Cephalosporins

S

o)

B-Lactam ' [B-Lactam

Carbapenems Monobactams
(o}

i
R-C-HN

B-Lactam B-Lactam

Sekil 2.2. Beta-laktam antibiyotikler (Yao ve Moellering, 2007)

B-laktam antibiyotikler bakteriyel hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezini inhibe eden
antibiyotiklerdir. Peptidoglikanin sentezindeki son transpeptidasyon basamagi penisilin
baglayan proteinler (PBP) olarakda bilinen transpeptidazlar tarafindan gergeklestirilir. -
laktam antibiyotikler, yeni sentezlenen peptidoglikan katmaninin 6nciisti N-asetil muramik
asit (NAM) / N-asetil glukozamin (NAG) iskeleti iizerindeki terminal amino asit rezidiileri
olan D-alanil-D-alanine benzer yapilara sahiptir. -laktam antibiyotikler ve D-alanil-D-
alanin arasindaki yapisal benzerlik, bunlarin PBP'lerin aktif bolgesine baglanmasinm
kolaylastirir. Molekiiliin B-laktam c¢ekirdegi, PBP aktif bolgesinin Ser403 a.a’ne geri
dondiiriilemez bir sekilde baglanir. PBP'lerin geri doniisiimsiiz inhibisyonu, yeni
sentezlenen peptitoglikan tabakasinin nihai ¢apraz baglanmasini (transpeptidasyon)

onleyerek hiicre duvari sentezini bozar (Sekil 2.3) (Nordmann ve dig., 2012).
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. Terminal D-Ala

Hﬁcre transpeptidaz subunit
Duvar -
Sentezi
L transglikosilaz subunit
Pen Ceph Mono Carba transpeptidaz aktivitesinin bloklanmasi ¢capraz baglanmay1
D-Ala-D-Ala yapisal taklitleri: (D (D “ a ve hiicre duvar sentezini kesintiye ugratir
B-lactams —

transpeptidazm aktif
bolgesine baglamr

Sekil 2.3. B-laktam antibiyotiklerinin etki mekanizmasi
2.3.1. Karbapenemler

Karbapenemler -laktam halkasina sahip antibiyotiklerdir. B-laktam halkasina ilaveten bes
tiyeli bir halkast ve yan gruplart mevcuttur (Sekil 2.2). Diger B-laktam grubu
antibiyotiklerden yapisal olarak farkliligi, GSBL dahil olmak {izere B-laktamazlarin coguna
kars1 olaganiistii bir stabilite saglar. 1976 yilinda, Streptomyces cattleya'nin dogal olarak
tiretilmis bir triinii olan tienamisin, ilk kesfedilen karbapenem olmustur. Tienamisin'in

sudaki dengesizligi klinik kullanimini siirlandirmistir (EIshamy ve Aboshanab, 2020).

Tienamisindeki bu dengesizlik imipenem adi verilen N-formimidoil tlirevinin yar1 sentetik
iiretimi ile asilmistir. Imipenem, bobreklerde bulunan dehidropeptidaz I enzimi tarafindan
parcalanir. Bu nedenle klinikte imipenem'in bobreklerde bozulmasini nleyen rekabetgi bir
antagonist olan silastatin ile birlikte uygulanir. Imipenem/silastatin, meropenem,
doripenem ve ertapenem gibi karbapenemler, su anda piyasada genis bir faaliyet
yelpazesine sahip olan en son gelistirilen B-laktamlardir ve genellikle ¢oklu ilag direngli
(CID) patojenlerin  neden oldugu enfeksiyonlarm tedavisi igin  ayrilmustir.
Imipenemy/silastatin,  ozellikle sefalosporin ~ direngli ~ bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak

tizere ¢ok ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Dehidropeptidaz I enzimine duyarlh
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olmadig1 icin meropenem, silastatin ile uygulanmasma gerek yoktur. Imipenem ile
karsilastirildiginda, meropenem Gram-pozitif bakterilere (6zellikle Enterococcus) karsi
daha az aktif ve Gram-negatif bakterilere karsi daha aktiftir. Doripenem'in aktivite
spektrumu, bazi direngli Pseudomonas suslarina karsi iyi aktivite gostermesi ile
meropeneminkine benzer. Ertapenem Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus ve
Acinetobacter tiirlerine kars1 imipenem ve meropenemden daha diisiik aktiviteye sahiptir,
ancak giinde bir doz kullanimina izin veren daha uzun bir yarilanma Omriine sahiptir.
Doripenem, imipenem ve meropenem, ylksek riskli nozokomiyal ve toplum kokenli

abdominal enfeksiyonlar i¢in onerilmektedir (Elshamy ve Aboshanab, 2020).

2.4. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmasi

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya tiremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegidir. Direng gelisimi ve yayilimi genellikle gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik  kullanimina baglanmakla birlikte, 1940’11 yillarda antibiyotiklerin
kullanilmadig1 bazi adalarda toprak ve digki orneklerinde tetrasiklin ve streptomisine
direngli bakteriler bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimi
sonucu degil, bakterilerin olumsuz c¢evre kosullarinda yasamini siirdiirmek i¢in kullandig:
savunma siirecinin bir pargast oldugu da belirtilmektedir. Ancak antibiyotiklerin yogun
sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar i¢inde ¢ogul direngli mikroorganizmalar ortaya
citkmis ve bunlarla olusan infeksiyonlarin sagaltiminda biiyiik sorunlar yasanmaya
baslanmigtir. Giinlimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken,
Oteyandan bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar

bildirilmekte ve sorunun boyutlar1 giderek biiytimektedir (Yiice, 2001).

2.4.1 Dogal Diren¢

Bakteriler, antibiyotiklere dogal olarak direngli olabilir. Bu tiir diren¢ bakterinin temel
ozelligidir ve ila¢ kullanimi ile iligkisi yoktur, kalitsal degildir. Dogal direng, bu
mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yapiyr tasimamalarinin veya
ilacin yapisal bir &zellikten dolayr hedefine ulasmamasmin bir sonucudur. Ornegin;
penisilin gibi, hedefi bakterinin hiicre duvari olan bir antibiyotigin, hiicre duvari olmayan
bakterilerin L-formlar1 veya Mycoplasma’lar iizerinde etkili olmasi beklenmemektedir.

Ayrica, antibiyotiklerin etki edecegi bakteriyel hiicreye girememesi sonucu da direng
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olusmakta ve bdylece etkisi de sinirli olmaktadir. Ornegin; makrolidler sitoplazmik hedefe
ulasmak ve hiicre duvarindan ge¢mek i¢in c¢ok biiyiikk olduklarindan, Gram negatif
bakteriler makrolidlerin aktivitesine kars1 dogal olarak direnglilerdir (Yiice, 2001; Cift¢i ve
Aksoy, 2015).

2.4.2. Kazanilmis Direng

Bakteriler, yasadiklar1 ekolojik nisi antimikrobiyal maddeler lireten mikroorganizmalar ile
paylasmak zorundadirlar. Hayatta kalma stratejisi olarak iiretilen bu antimikrobiyal
maddelere karsi bakteriler kendilerini korumak ve bu g¢evresel tehditlere cevap
vermelidirler. Bir bakteri genetik ozelliklerindeki degisimlere bagli olarak eskiden duyarlt
oldugu bir antibakteriyel ajandan etkilenmeyebilir. Bu durumda o bakteri diren¢ kazanmis
olur. Genetik kaynakli direng kromozomal veya kromozom disi elemanlara bagli olabilir.
Evrimsel bir bakis agisindan bakteriler, antibiyotik "saldirisina" uyum saglamak i¢in iki
ana genetik strateji kullanir; i) genellikle bilesigin etki mekanizmasiyla iliskili genlerdeki
mutasyonlar ve ii) horizontal gen transferi (HGT) yolu ile direng determinantlarini
kodlayan yabanci DNA molekiillerinin kazanilmasi. Mutasyon ile olusan direng
mekanizmasinda duyarli bir bakteri popiilasyonunun bir kisminda antibiyotigin
aktivitesinin etkileyen genlerde bir mutasyon meydana gelir ve bu bakteri grubu direngli
hale gelir. Boyle bu antimikrobiyal maddenin varliginda yasamini siirdiirebilir. Direngli bir
mutant ortaya ¢iktiginda duyarli popiilasyon kaybolur ve direngli bakteriler baskin hale
gelir. Spontan mutasyonlar bazi fiziksel ve kimyasal faktorlerle olusabilir ve sonugta
bakteri hiicresinde yapisal degisimler olusur. Boylece hiicrenin ilaca permealibitesi
azalabilir veya hiicre iginde ilacin hedefinde degisiklikler olabilir. Streptomisin,
aminoglikozid, eritromisin, linkomisine karsi bu tiir direng goriilebilir. Spontan
kromozomal mutasyon orani 107-10"? dir. O nedenle klinikte bu tip direng azdir ve

nadiren sorun yaratir (Yiice, 2001; Munita ve Arias, 2016).

Yabanct DNA materyalinin plazmitler, transpozonlar gibi aracilar ile horizontal gen
tranferi (HGT) yoluyla elde edilmesi bakteriyel evrimin en 6nemli faktdrlerinden biridir ve
siklikla antimikrobiyal direncin gelismesinden sorumludur. Bakteriler yabanci genetik
materyali transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon yolu ile elde edebilirler.
Transformasyon belki de en basit HGT tipidir, ancak sadece birkag klinik olarak 6nemli

olan bakteri tiirli direng gelistirmek i¢in ¢iplak DNA'y1 “dogal olarak” transformasyon yolu
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ile alabilir. Hastane ortaminda ise direncin ortaya ¢ikmasi genellikle hiicreden hiicreye
temas1 igeren cok etkili bir gen transferi yontemi olan konjugasyon mekanizmasi ile
gerceklesmektedir. Ayrica konjugasyonun antibiyotik tedavisi altindaki insanlarin
gastrointestinal sisteminde yiiksek oranlarda ortaya ¢ikmasi muhtemeldir (Manson ve dig.,
2010; Munita ve Arias, 2016).

2.5. Diren¢ Mekanizmalar

Bakterilerde ¢ok c¢esitli diren¢ mekanizmalari tespit edilmistir. Bir bakterinin antibiyotik
direngliligi tek bir mekanizma ile olusabilecegi gibi birden fazla mekanizma ile de
meydana gelebilmektedir (Sekil 2.4). Ilacin enzimatik inaktivasyonu, antimikrobiyal
hedefin modifikasyonlari, ilag aliminda azalma, efflux pompa sisteminin aktivasyonu,

onemli metabolik yollardaki kiiresel degisiklikler gibi mekanizmalar bunlara 6rnektir.

Antibiotic Resistance ilacin disari atilmas:

(efflux-pompa sistemi)
Fluoroquinolones

Aminoglycosides
A Tetracyclines
f>-lactams
Macrolides

Alternatif bir metabolik
yolun kullaniimas:
Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfonamides

Hedef Molekil degisikligi

Fluoroquinolones
Rifamycins
Vancomycin
Penicillins
Macrolides
Aminoglycosides

Enzim inaktivasyonu
p-lactams
Aminoglycosides
Macrolides
Rifamycins

Sekil 2.4. Bakterilerde meydana gelen kazanilmis diren¢ mekanizmalari

Antibiyotikleri inaktive ederek etkisiz hale getiren ii¢ ana enzim vardir. Bunlar B-

laktamazlar, aminoglikozit-modifiye edici enzimler ve kloramfenikol asetil

transferazlardir. Klinik 6nemi olan Gram-negatif bakterilerde B-laktam antibiyotiklere

kars1t gelistirilen en yaygin diren¢ mekanizmasi B-laktamaz enzimlerinin T{retimidir.

Penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler birgok bulasict hastalik i¢in tercih edilen ilk

tedavi segenekleridir ve klinikte kullanimlart ¢ok yaygindir. Bu enzimlerin bakteri
13



hiicresinde varlig1 ve 6zellikleri uygun tedavinin se¢iminde ve tedavide Kritik bir rol oynar
(Bush ve Jacoby, 2010; Kapoor ve dig., 2017).

2.6. p-Laktamazlar

B-laktamazlar B-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden enzimlerdir. B-laktamazlar penisilin,
sefalosporin, monobaktam ve karbapenem gibi neredeyse tiim B-laktam antibiyotikleri
hidrolize eden enzimlerdir. Bugiine kadar yaklagik 300’tn {izerinde [-laktamaz
bilinmektedir. B-laktamazlarin iiretimi daha ¢ok B-laktam antibiyotigine diren¢ gosteren

Gram negatif bakteriyel izolatlarda gozlenir (Bush ve Jacoby, 2010; Kapoor ve dig., 2017).

B-laktamazlar yaygin enzimler olup iki ana siniflandirma sistemi ile siniflandirilirlar.
Bunlar Bush-Jacoby-Medeiros (Fonksiyonel) ve Ambler (Yapisal) siniflandirma sistemidir
(Kapoor vd., 2017). Karen Bush 1989°da substratlar1 (penisilin, oksasilin, karbenisilin,
sefaloridin, genislemis spektrumlu sefalosporinler ve imipenem) iizerindeki etkilerine ve
Klavulanik asit tarafindan inhibisyon duyarliliklarina gore p-laktamazlari siniflandirmistir.
Bu smiflandirma 1995’te Karen Bush, George Jacoby ve Antone Medeiros tarafindan
giincellenmistir ve 2009°da tekrar revize edilmistir. Bu siniflandirma B-laktamazlar ii¢
gruba ayirmakta ve her grubun iginde alt gruplar bulunmaktadir (Saral, 2015). Molekiiler
yaklasimlarin ilerlemesi nedeniyle, B-laktam antibiyotiklerine karsi direngli olan klinik
izolatlarda, B-laktamazlari kodlayan genlerin amino asit ve niikleotit sekanslarini elde
etmek giderek daha kolay hale gelmistir. 2009'un sonlaria dogru, B-laktamazlar i¢in veri
bankalarinda bulunan protein sekanslarinin sayist 890'1 asmistir (Bush and Jacoby, 2010).
B-laktamazlar, 1980°de Ambler tarafindan korunmus ve ayirt edici amino asit motiflerine
dayanarak A, B, C ve D olmak iizere dort molekiiler sinifa ayrilmistir. Baglangicta serin ve
metallo p-laktamaz olarak (sinif A, B) B-laktamazlar1 iki gruba aymrmistir. Smf C
sefalosporinazlar Jaurin ve Grundstrom tarafindan 1981°de tanimlanmistir. 1980’lerin
sonlarina dogru siif D oksasilin hidroliz eden enzimler siniflandirilmaya dahil edilmistir

(Saral, 2015) (Tablo 2.2).

2.6.1. Karbapenemazlar (Karbapenem Direnci)

Karbapenemazlar, ¢cok yonlii hidrolitik kapasiteye sahip B-laktamazlardir. Penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri hidrolize etme yetenegine sahiptirler.

Bu B-laktamazlari iireten bakteriler, karbapenemaz aktivitesinin birgok B-laktami etkisiz
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hale getirdigi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Karbapenemazlar A, B ve D B-laktamaz
molekiiler smifinin {yeleridir. Siif A ve D enzimleri serin bazli bir hidrolitik
mekanizmaya sahipken, Smif B enzimleri aktif bolgede ¢inko igceren metalo-f-
laktamazlardir. A siifi karbapenemaz grubu, KOBI, IMI, NMC, GES ve KPC ailelerinin
tiyelerini icerir. Bunlardan KPC karbapenemazlar en yaygin olanidir ve ¢ogunlukla K.
Acinetobacter
Metalo-f3-

laktamazlar IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM ailelerine aittir ve esas olarak Pseudomonas

pneumoniae'deki plazmitlerde bulunur. D simifi  karbapenemazlar,

baumannii'de siklikla tespit edilen OXA tipi p-laktamazlardan olusur.

aeruginosa'da tespit edilmistir; bununla birlikte, Enterobacteriaceae'de bu pB-laktamaz

grubunun diinya ¢apinda artan sayida raporu vardir (Queenan ve Bush, 2007).

Tablo 2.2. Bakteriyel B-laktamazlarin simiflandirilmasi

Bush- Ambler  Etkiledigi substratlar Ornek enzimler

Jacoby grup

grup

1 C Sefalosporin E. coli AmpC, P99, ACT-1,

CMY-2, FOX-1, MIR-1

le C Sefalosporin GC1, CMY-37

2a A Penisilinler PC-1

2b A Penisilinler ve 6nciil sefalosporin TEM-1, TEM-2, SHV-1

2be A Genis spektrumlu sefalosporinler ve TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
monobaktamlar PER-1, VEB-1

2br A Penisilinler TEM-30, SHV-10

2ber A Genis spektrumlu sefalosporinler ve TEM-50
monobaktamlar

2C A Karbenisilin PSE-1, CARB-3

2ce A Karbenisilin ve sefepim RTG-4

2d D Kloksasilin OXA-1, OXA-10

2de D Genis spektrumlu sefalosporinler OXA-11, OXA-15

2df D Karbapenem OXA-23, OXA-48

2e A Genis spektrumlu sefalosporinler CepA

2f A Karbapenem KPC-2, IMI-1, SME-1, GES

3a B Karbapenem IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1,

NDM-1
3b B Karbapenem CphA, Sfth-1
NI -

2000 yilindan bu yana, diinya capinda karbapenemler disinda hemen hemen tiim
sefalosporinleri hidrolize edebilen genis spektrumlu p-laktamazlar (GSBL) iireten toplum
kokenli Enterobakter izolatlarin (Escherichia coli) yayildig: bildirilmistir. Bu nedenle, son
care antimikrobiyal ilaglar1 haline gelen karbapenemlerin (imipenem, ertapenem,
meropenem, doripenem) klinik olarak kullanimi artmistir. Bu antibakteriyel ajanlar,

transplantasyonlar, yogun bakim {initelerinde yatislar ve cerrahi operasyonlar ile baglantil
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olan hayati tehdit eden hastane veya hastane kaynakli enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in ¢ok
onemlidir. Karbapenem direncinin ortaya c¢ikmasi tipta modern tekniklerin gelisimini
tehlikeye atabilir veya durdurabilir. Oniimiizdeki birkac¢ yil i¢inde ¢ok az sayida yeni
antibiyotigin piyasaya siiriilecegi aciktir, bu da karbapenem direngli Enterobacteriaceae
sorununu diinya capinda On plana ¢ikarmaktadir. Enterobacteriaceae'de karbapenem
direnci iki ana mekanizmadan kaynaklanir. Bunlardan birincisi porin ekspresyonunun
niteliksel veya/ve kantitatif eksikligi ile antibiyotik aliminda azalma, ikincisi ise
karbapenemleri pargalayabilen enzimleri kodlayan karbapenemaz genlerinin elde edilmesi.
En oOnemli karbapenemazlar {ii¢ tip enzim olarak kategorize edilir: Ambler
smiflandirmasina goére Smif A olan ve ABD'de ilk kez agiklanan ancak simdi diinya
capinda bulunan KPC tipi enzimler ve NMC/IMI, SME, tipi enzimler bu grupta yer alir.
Ambler siniflandirilmasina goére Sinif B olan VIM, IMP ve NDM metalo-§3-laktamazlar ve
Sinif D olan Akdeniz iilkeleri arasinda dolasan ve diger cografi bolgelere giderek yayilan

OXA-48 tipi enzimler. (Nordmann ve dig., 2011; Nordmann ve dig., 2012).

2.6.1.1. Sinif A Karbapenemazlar

Serin karbapenemazlar olarak da bilinen Sinif A karbapenemazlar fonksiyonel 2f grubu
icerisindedirler. Klinik olarak 20 yili askin siire once ilk olarak kesfedilmislerdir. Bu
karbapenemazlar Enterobacter cloaceae, Serratia marcescens ve K. pnemoniae’de tek
izolat veya kiigiik salginlar olarak belirlenmislerdir. Simif A karbapenemazlar iginde
NmcA, Sme, IMI-1 ve SFC-1 kromozomal olarak kodlanirlar, diger KPC, IMI-2 ve GES
tipi enzimler ise plazmit aracili karbapenemazlar olup karbapenem grubu antibiyotikleri

hidroliz ederken, klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler (Queenan ve Bush, 2007).

KPC tipi karbapenemaz bu grup icerisindeki klinik olarak en yaygin enzimdir. Ilk KPC
enzimi 1996 yilinda ABD’de tanimlanmistir. Birka¢ yil icerisinde global bir yayilim
gbsteren enzim Amerika’nin birgok eyaletine, Porto Riko, Kolombiya, Yunanistan, Israil
ve Cin gibi diinyanin bir¢cok bdlgesine yayilmistir (Sekil 2.5). KPC iireten bakterilerin
sebep oldugu salginlar Avrupa ve Giiney Amerika’da da rapor edilmistir (Nordmann ve
dig., 2011). Cogunlukla nozokomiyal K. pnemoniae izolatlarindan rapor edilen KPC
enzimi, Enterobacteriaceae familyas1 lyelerinde de rastlanilmaktadir. KPC
karbapenemazlar tiim B-laktam siifi antibiyotikleri hidrolize edebilirler ve bu durumdan
dolayr KPC fireten suglar genellikle ¢oklu ila¢ direncine sahiptir. Bu durum birinci

basamak tedavide basarisizlia ve cok siirli terapdtik seceneklere yol acar (Queenan ve
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Bush, 2007; Nordman ve dig., 2012). ilk tamimlanmalarindan bugiine kadar a.a
sekanslarindaki farkliliklara gore 153 KPC varyanti tanimlanmistir (URL-1). KPC tipi
enzimler bir¢ok farkli replikasyon orjinine sahip plazmitlerde tanimlanmistir ve ¢ogunlukla
bu plazmitler konjugatiftir. Bu durum direncin hizli yayilimini saglamakta ve buda klinik

olarak ¢ok ciddi sorunlara yol agmaktadir (Lee ve dig., 2016).

= e < - b .,
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39

- KPC iireticilerinin endemik yayihm
- KPC iireticilerinin sporadik yayihm
[] xPC bildirilen

D Kayit yok

Sekil 2.5. KPC iireten Klebsiella pneumoniae'nin epidemiyolojik 6zellikleri (Lee ve dig., 2016). (1)
ABD;, (2) Kolombiya; (3) Brezilya; (4) Arjantin; (5) ftalya; (6) Yunanistan; (7) Polonya; (8) Israil; (9) Cin; (10) Tayvan; (11) Kanada;
(12) Ispanya; (13) Fransa; (14) Belgika; (15) Hollanda; (16) Almanya; (17) Ingiltere; (18) Irlanda; (19) Isveg; (20) Finlandiya; (21)
Macaristan; (22) Hindistan; (23) Giiney Kore; (24) Avustralya; (25) Meksika; (26) Kiiba; (27) Porto Riko; (28) Uruguay; (29) Portekiz;
(30) Isvigre; (31) Avusturya; (32) Cek Cumhuriyeti; (33) Danimarka; (34) Norveg; (35) Hirvatistan; (36) Tiirkiye; (37) Cezayir; (38)

Misir; (39) Giiney Afrika; (40) Iran; (41) Birlesik Arap Emirlikleri; (42) Pakistan; (43) Rusya; (44) Japonya.

GES tipi aile enzimlerinin ilk temsilcisi 2000 yilinda rapor edilmistir ve bu aile simdi 57
varyant1 i¢cermektedir. Tiim GES varyantlar1 genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize
etme yetenegine sahiptir. Ancak bazi varyantlarda bulunan amino asitlerde (104 ve 170
pozisyonlar1) meydana gelen mutasyon bu GES varyantlarin1 karbapenemlere karsi aktivite
gostermelerine sebep olmustur (Poirel ve dig., 2007, URL-1). Bu durum GES-2, -4, -5, -6,
-14, -15, -16, -18, -20, -21, 24, -39, -47, -48, -49, -50, -51, -53 ve -54’lincii aleller i¢in
gecerlidir (URL-1).
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KPC tipi karbapenemazlarin yanm sira GES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-11, GES-14,
GES-18, SFC-1, SHV-38, NMC-A, SME-1 ve IMI tipi gibi diger siifi A karbapenemaz

enzimleri K. pneumoniae'de nadiren bulunmustur (Lee ve dig., 2016).

2.6.1.2. Simif B Karbapenemazlar (Metallo-g-Laktamazlar- MBL)

Simif B karbapenemazlar, Kkatalitik aktiviteleri i¢in ¢inko veya baska bir agir metal
gerektiren metallo-p-laktamazlardir. Siif B B-laktamazlar genis bir substrat spektrumuna
sahiptir ve monobaktamlar hari¢ karbapenemler dahil hemen hemen tiim (-laktam
antibiyotiklerinin hidrolizini katalize edebilirler. Smifi B karbapenemazlar ¢ogunlukla
Enterobacteriaceae'de tanimlanmistir. Bu grup VIM ve IMP tipi B-laktamazalar1 ve son
yillarda gelismekte olan NDM grubunu igerir. Bunlar arasinda NDM (New Delhi metallo-
B-laktamaz), klinik olarak en onemli karbapenemazlardan biridir (Lee ve dig., 2016).
NDM-1 ilk olarak Yeni Delhi'de bir hastanede kaldiktan sonra, Isvec'te hastaneye
kaldirilan Hint kokenli Isvecli bir hastadan izole edilen K. pnemoniae ve E. coli

izolatlarindan izole edilmistir (Nordmann ve Poirel, 2014).

NDM-1, diger MBL'lerle ¢ok az benzerlik gosterir; en benzerleri VIM-1/ VIM-2'dir ve
sadece % 32.4 amino asit benzerligine sahiptir. NDM-1'in ilk tanimlanmasindan bu yana,
bu enzimin 48 varyanti vardir ve bunlarin ¢ogu Asya kokenlidir. blaypm {iireten
Enterobacteriaceae'lerin ana tanimlanmis rezervuar1 Hint alt kitasidir (Pakistan, Hindistan
ve Sri Lanka) (Nordmann ve Poirel, 2014; URL-1).

[k tanimlanmasmdan (2008) bu yana NDM iireten K. pneumoniae bir¢ok iilkede hizla
yayilmigtir. NDM f{ireticisi K. pneumoniae’ler Asya, Afrika, Avustralya, Amerika ve
Avrupa'daki bircok lilke de dahil olmak iizere neredeyse tiim diinyada rapor edilmistir
(Sekil 2.6). NDM fiireticileri su anda Ingiltere ve Fransa gibi Avrupa iilkelerindeki
karbapenemaz {ireticileri listesinin baginda yer almaktadir (Nordmann ve dig., 2011;
Berrazeg ve dig., 2014; Lee ve dig., 2016). Bunun yanisira diinya ¢apinda gergeklestirilen
bir ¢ok ¢alismada 6rnegin Brezilya’da NDM-1/KPC-2 birlikteligi (Pereira ve dig., 2015),
Tiirkiye, Isvicre, Birlesik Arap Emirlikleri, Avustralya ve Fas’daki NDM-1/OXA-48
birlikteligi (Barguigua ve dig., 2013; Seiffert ve dig., 2014; Dash ve dig., 2014;Kili¢ ve
Baysallar, 2015; Sidjabat ve dig., 2015) gibi NDM ve diger karbapenemazlarin K.
pneumoniae'de bir arada bulundugu rapor edilmistir. NDM direncinin bu kadar hizli bir

sekilde yayilmasinin nedeni; K. pneumoniae ve E. coli’nin sahip oldugu farkli plazmitler
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arasinda korunmus NDM-1 kodlama boélgelerinin karsilastirmali analizleri sonucunda
belirlendi. Bu analizler sonucunda NDM-1 kodlama bdlgesini ¢cevreleyen yer degistirebilen
elementlerin (insersiyon sekanslar1) ve ters ¢evrilmis tekrar dizilerinin NDM direncinin

hizl1 yayilmasina yardimci oldugunu 6ne stiriildii (Chen ve dig., 2012).

B NDM iireticilerinin endemik yayihmi
B NDM iireticilerinin sporadik yayilimi
(] NDM bildirilen

[] Kayit yok

Sekil 2.6. NDM iireten K. pneumoniae'nin epidemiyolojik ozellikleri (Lee ve dig., 2016). (1)
Hindistan; (2) Pakistan; (3) Banglades; (4) Kanada; (5) ABD; (6) Kolombiya; (7) ispanya; (8) Fransa; (9) Birlesik Krallik; (10) italya;
(11) isvicre; (12) Yunanistan; (13) Tiirkiye; (14) SuudiArabistan; (15) Umman; (16) Birlesik Arap Emirlikleri; (17) Kuveyt; (18) Fas;
(19) Giiney Afrika; (20) Cin; (21) Giiney Kore; (22) Japonya; (23) Tayvan; (24) Singapur; (25) Avustralya; (26) Meksika; (27)
Guatemala; (28) Brezilya; (29) Irlanda; (30)Almanya; (31) Hollanda; (32) Cek Cumbhuriyeti; (33) Polonya; (34) Macaristan; (35)
Romanya; (36) Hirvatistan; (37) Norveg; (38) Isveg; (39) Finlandiya; (40) Rusya; (41) Cezayir; (42) Tunus; (43) Libya; (44) Mistr; (45)
Kenya; (46) Madagaskar; (47) Mauritius; (48) srail; (49) Irak; (50) iran; (51) Yemen; (52) Sri Lanka; (53) Nepal; (54) Tayland; (55)
Vietnam; (56) Malezya, (57) Yeni Zelanda.

IMP tipi B-laktamazlar tanimlanmis ilk edinilmis MBL'lerdir ve Enterobacteriaceae,
Pseudomonas ve Acinetobacter gibi bir dizi klinik olarak 6nemli Gram negatif basillerde
tespit edilmistir. Enterobacteriaceae arasinda, IMP-1 1991 yilinda Japonya'da bir S.
marcescens izolatinda bulunmustur (Ito ve dig., 1995). Simdiye kadar 98 IMP varyanti
tespit edilmis ve IMP tipi karbapenemaz iireticileri diinya ¢apinda yayilim gdstermistir.
Bununla birlikte, diinya ¢apinda IMP iireten izolatlarin frekansi, KPC, VIM, NDM veya
OXA-48 iireticilerinden ¢ok daha azdir. IMP tipi enzimlerin genis yayilimi ¢ogunlukla
Japonya, Tayvan ve Dogu Cin'de gosterildi, ancak bir¢ok tlilkeden tek raporlar var ve bu
enzimleri Ureten izolatlar bazen nozokomiyal salginlara neden olmustur (Nordmann ve

Poirel, 2014; URL-1). Baska bir MBL tipi ise VIM tipi (Verona integron kodlanmis
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MBL'ler) B-laktamazlardir. VIM-1 ilk olarak 1997'de Italya'da, daha sonra VIM-2,
Fransa'da P. aeruginosa izolatlarinda bildirildi.Su anda, VIM ailesi, esas olarak P.
aeruginosa'da degil, ayn1 zamanda enterobakteriyel izolatlarda da tanimlanan 83 varyanti
icermektedir. VIM-2 aslinda diinya ¢apinda en ¢ok bildirilen MBL'dir. Giiney Avrupa
(Yunanistan, Ispanya ve Italya) ve Giineydogu Asya'da (Giiney Kore ve Tayvan) endemik
yayilim gosterirken, Afrika'da ve bazi Avrupa iilkelerinde salginlara neden olmustur. Bu
salginlar esas olarak VIM iireten P. aeruginosa'y: ve nadiren enterobakteriyel tiirleri igerir.
Genler ayrica Smif 1 integronlar i¢inde bulunan gen kasetlerinde de belirlenmistir (Zhao ve
Hu, 2011; Nordmann ve Poirel, 2014; URL-1). Diger kazanilmigs MBL'lar SPM-1, GIM-1,
SIM-1, DIM-1 ve AIM-1"dir (Nordmann ve dig., 2012).

NDM tipi karbapenemazlarin yani sira IMP ve VIM gruplar1 da diinya capinda K.
pneumoniae izolatlarinda tespit edilmistir, ancak GIM-1, KHM-1 ve SPM-1 gibi diger

karbapenemazlar tespit edilmemistir (Lee ve dig., 2016).

2.6.1.3. Sinif D Karbapenemazlar (OXA-p-Laktamazlar)

OXA (“oksasilin hidroliz eden’) B-laktamazlar, 1970'lerin sonlarinda ve 1980'lerin basinda
en yaygin plazmit kodlu B-laktamaz ailelerinden birini temsil ediyordu. Molekiiler Sinif D
OXA pB-laktamazlar, diger serin [-laktamazlardan ayr1 bir molekiiler sinifa
yerlestirildiklerinde, esas olarak Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa‘'da tanimlanmis ve
fonksiyonel olarak oksasilin ve kloksasilini hidrolize edebilen penisilinler olarak
tanimlanmistir (Queenan ve Bush, 2007). Bugiine kadar 1184 OXA varyanti tespit
edilmistir ve Karbapenem hidroliz eden Simif D B-laktamazlar (KHDL) bunlardan
bazilaridir (URL-1).

Amino asit sekans benzerliklerine dayanarak, KHDL'ler 12 alt gruba ayrilirlar. OXA-23,
OXA-24/40, OXA-48, OXA-51, OXA 58, OXA-134a, OXA-143, OXA-211, OXA-213,
OXA-214, OXA-229 ve OXA-235 alt gruplarina ait enzimler, bakteriyel patojenlerde genis
yayilimlar1 nedeniyle biiylik klinik 6neme sahiptir. Bu karbapenemazlarin ¢ogu, siklikla
Acinetobacter baumannii'de olmak tizere gesitli Acinetobacter izolatlarinda tanimlanirken,
OXA-48 ve tiirevleri Enterobacteriaceae’de tanimlanmistir (Antunes ve dig., 2014,
Nordmann ve Poirel, 2014; Lee ve dig., 2016).

Tanimlanan ilk OXA-48 iireticisi, Tirkiye'de 2003 yilinda bir K. pneumoniae izolatinda

bildirilmistir. O zamandan beri, OXA-48 freticileri Tirkiye'de siklikla nozokomiyal
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salginlarin nedenleri olarak kapsamli bir sekilde rapor edildi. OXA-48 iireten izolatlar artik
Avrupa ilkelerinde de yaygin bir sekilde yayilmistir ve Tiirkiye disindaki ana
rezervuarlardan birinin Kuzey Afrika iilkeleridir. Fransa, Almanya, Isvigre, Ispanya,
Hollanda ve Ingiltere de dahil olmak iizere bir¢ok iilkede OXA-48 iireten K. pneumoniae,
E. coli ve E. cloacae'yi igeren hastane salginlari bildirilmistir (Sekil 2.7) (Lee ve dig.,
2016).
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Bl OXA-48 iireticilerinin endemik yayilimi
Bl OXA-48 iireticilerinin sporadik yayilimi
[] OXA-48 bildirilen

[] Kayit yok

Sekil 2.7. OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten K. pneumoniae'nin epidemiyolojik 6zellikleri

(Lee ve dlg, 201 6) (1) Tiirkiye; (2) Fas; (3) Tunus; (4) Libya; (5) Misir; (6) Hindistan; (7) Arjantin; (8) ispanya; (9) Fransa; (10)
Almanya; (11) Isvigre; (12) Belgika; (13) Hollanda; (14) Ingiltere; (15) ftalya; (16) Israil; (17) SuudiArabistan; (18) Kuveyt; (19)
Liibnan; (20) Japonya; (21) Kanada; (22) ABD; (23) Irlanda; (24) Polonya; (25) Finlandiya; (26) Macaristan; (27) Romanya; (28)
Bulgaristan; (29) Yunanistan; (30) Rusya; (31) Cezayir; (32) Senegal; (33) GiineyAfrika; (34) Birlesik Arap Emirlikleri; (35) Umman;
(36) Iran; (37) SriLanka; (38) Tayland; (39) Singapur; (40) GiineyKore; (41) Tayvan; (42) Avustralya; (43) Yeni Zelanda.

blaoxa-4s geninin ¢esitli enterobakteriyel tiirler arasinda basarili bir sekilde yayilmasini
saglayan ana faktorlerden biri, blapxa4g'in bulundugu plazmitin yiiksek transfer
verimliligidir. Yaklasik 62 kb'lik tek bir plazmit, gesitli enterobakteriyel tiirlerde yayilan
blaoxa-4s geninin ana kaynagidir. Bu konjugasyon oOzelligine sahip plazmit, bagka bir
antibiyotik diren¢ geni olmayan bir IncL/M replikasyon orjinine sahiptir. blagxa-ag geni
fonksiyonel bir transpozon olusturmak i¢in iki IS1999 elemani arasindadir. Son
zamanlarda, Hindistan'dan veya baglantsi olan hastalardan izole edilen enterobakteriyel

izolatlarda OXA-48 ile ayni hidrolitik o6zellikleri paylasan bir nokta-mutant tiirevi
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tanimlanmistir. blapxa-1s1 geni, blaoxa-sg'inkinden tamamen farkli olarak konjugatif
Ozelligi olmayan, yaklasik 7,6 kb biyiikliigiinde bir ColE2 tipi plazmit {iizerinde

tamimlanmustir (Poirel ve dig., 2012a).

2.6.2. K. pnemoniae’de Karbapenemaz Direncine Bakis

Karbapenem direngli (KD) Gram-negatif patojenlerin ortaya ¢gikmasi, diinya ¢apinda halk
saglig1 icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Ozellikle, karbapenem direncli Klebsiella

pneumoniae (KDKp) prevalansinin artmasi 6nemli bir endise kaynagidir.

Karbapenemler (imipenem, meropenem, biapenem, ertapenem ve doripenem), K.
pneumoniae ve E. coli gibi ¢ok direngli Enterobacteriaceae'lerin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerdir. Bununla birlikte, son 10 yilda,
Karbapenem Direncli Enterobacteriaceae (KDE) diinya ¢apinda giderek daha fazla rapor
edilmistir. Ozellikle K. pneumoniae, karbapenemler dahil cogu B-laktam antibiyotikleri
parcalayabilen ve bdylece bu ilaglara direng kazandiran enzimler olan karbapenemazlara
sahiptir. KDKp’nin neden oldugu sepsisli hastalarda yiiksek mortalite oranlari
bildirilmistir. (Jeon ve dig., 2015; Lee ve dig., 2016).

Siif A karbapenemazlardan plazmit araciligi ile kodlanan KPC, GES, IMI-2 ve
kromozomal kodlanan IMI-1, NMC-A, SME enzimlerinin varhigi K. pnemoniae’de
incelendiginde, KPC tip karbapenemazlar en sik goriilmektedir. K. pnemoniae bakterisinde
ilk KPC varligi 1996 yilinda Amerikada tepit edilmistir. KPC ireten K. pneumoniae’lerin
cografik olarak bulunmasi degisiklik gosterir. Baz1 cografik bolge ve iilkelerden izole
edilen K. pnemoniae’lerde goriillen KPC direnci endemik iken, bazilarinda tektiik
rastlanllmistir.  ABD, Cin, Italya, Polonya, Yunanistan, Israil, Brezilya, Arjantin,
Kolombiya ve Tayvan'da izole edilen K. pneumoniae’lerde KPC enzimi endemik yayilim
gosterirken, Ispanya, Fransa, Almanya, Hollanda, Ingiltere, Irlanda, Belgika, Isve¢ ve
Finlandiya dahil bircok Avrupa iilkesinde ve Hindistan, Giliney Kore ve Avustralya’nin
dahil oldugu Asya-Pasifik bolgesindeki bazi iilkelerde KPC iireten K. pneumoniae’ler
sporadik yayilim gézlemlenmistir (Lee ve dig., 2016). Ulkemizde ise KPC iireten K.
pnemoniae izolatlar1 klinik 6rneklerden tek tiik bildirilmeye baslamistir. Tekeli ve dig.
(2019) yaptiklar1 ¢alismada 10 klinik K. pnemoniae izolatinda NDM ve KPC geni varligini

gostermislerdir.
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K. pnemoniae’deki blakpc geni IncF, Incl2, IncX, IncA/C, IncR ve ColE1 gibi repliksayon
orjinine sahip birgok plazmitte rapor edilmistir. IncF tipi plazmit bunlar arasinda en baskin
olanimidir. IncF tipi plazmitler siklikla aminoglikozit, tetrasiklin, kinolon, trimethoprim ve

siilfonamid gibi birka¢ diger antibiyotiklere diren¢ saglayan genleride ek olarak igerir

(Pitout ve dig., 2015).

Sinif B karbapenemazlar ¢ogunlukla VIM, IMP ve yeni yeni ortaya ¢ikan NDM gruplari
ile Enterobacteriaceae familyasinda tanimlanmigtir. Bunlar arasinda NDM grubu Klinik
olarak 6nemli olan bir gruptur. NDM-1 ilk olarak 2008 yilinda K. pnemoniae ve E.coli
suslarinda Hindistanl1 bir hastadan Isve¢’te izole edilmistir ve izole edildiginden beri
diinyada yayilmaktadir. Bugiline kadar birgok varyanti tanimlanan NDM’lerin genellikle
hepsi Asya kokenlidir. 2008 den beri NDM iireten K. pnemoniae’ler diinya ¢apinda
yayllim gostermistir ve Hindistan kita parcasinda (Hindistan, Pakistan ve Bangredes’i
iceren) endemik oldugu disiiniiliir. Tek tik yayilimi ise diinyanin bir¢ok iilkesinde
gosterilsmistir (Lee ve dig., 2016). Ulkemizde ise hastanelerden ve hastalardan izole edilen
NDM direngli K. pnemoniae izolat1 birgok c¢alismada tespit edilmistir (Poirel ve dig.,
2012b; Alp ve dig., 2013; Poirel ve dig., 2014; Kili¢ ve Baysallar, 2015; Gokmen ve dig.,
2016; Karabay ve dig., 2016; Celikbilek ve dig., 2017; Giidiictioglu ve dig., 2018; Erdem
ve dig., 2020). Bu durum NDM direng geninin iilkemizde de yaygin oldugunu

gostermektedir.

K. pnemoniae’deki blanpm genlerinin IncA/C, IncF, IncR, IncH, IncN, IncL/M ve IncX
replikasyon orjinlerine sahip plazmitlerde bulundugu rapor edilmistir. blanpm genlerinin
yayilmasindan sorumlu baskin plazmit IncA/C ve g¢esitli antibiyotik diren¢ genlerinide
(rmtA ve rmtC: aminoglikozid direnci, CMY-tip B-laktamaz: genis spektrumlu

sefalosporin direnci, gnrA: kinolon direnci) tasidigi tespit edilmistir (Pitout ve dig., 2015).

Siif D B-laktamazlar arasinda OXA-23, OXA-48, OXA-51 ve OXA-58 Klebsiella
pneumoniae’de rapor edilmistir. OXA-48 en etkili Sinif D karbapenemazdir. OXA-48 ilk
olarak K. pneumoniae’de 2003 yilinda Tirkiye’de izole edilmistir ve bugiine kadar
yaklagik 10’dan fazla varyant: tanimlanmistir. OXA-48 iireten K. pneumoniae’lerin ana

rezervi Tlrkiye olarak diisiiniilir (Evans ve Amyes, 2014; Nordmann ve Poirel, 2014).
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2.7. Hiperviriilant K. pneumoniae (hvKP)

Tarihsel olarak, K. pneumoniae, oncelikle bagisikligi baskilanmis kisilerde ciddi
enfeksiyonlara neden olmustur. Diyabet, maligniteler gibi hastaliklardan miizdarip
bagisiklig1 baskilanmis bireylerde K. pneumoniae, pnémoni, bakteriyemi veya menejit gibi
ciddi enfeksiyonlara neden olur. Bunun yaninda K. pneumoniae suslarmin ilag direnci
taginmasi tedavi edilmelerini daha zor hale getir. Coklu ilaca direngli olup olmadiklarina
bakilmaksizin normalde saglikli bireylerde (idrar yolu enfeksiyonlar1 hari¢) nadiren
hastaliga neden olan K. pneumoniae suslar1 “klasik suslar” (kKP) olarak degerlendirilir

(Paczosa ve Mecsas, 2016).

Fakat 1980’lerde saglikli bir bireyde endoftalmi ile birlikte karaciger apsesine neden olan
benzersiz bir K. pneumoniae vakasi ilk kez Tayvan'da rapor edildi ve neden olan K.
pneumoniae bakterisi hiperviriilent (hvKP) olarak tanimlandi (Liu ve dig., 1986).
Tayvan'dan gelen raporlar 1980'lerin ortalarinda ve 1990'larda birden fazla bolgede ortaya
cikan c¢ok sayida vaka oldugunu bildirdi. Bu vakalar arasinda safra yolu hastalig
olmaksizin piyojenik karaciger apsesi, hepatik olmayan bolgelerde apseler, pnémoni,
endoftalmit, menenjit ve nekrotizan fasiit yer almaktadir. Bu patotipi kKP'den ayirt etmek
icin hvKP tanimi kullanmilmistir ve diinya g¢apinda artan sayida bu tiir vakalar rapor

edilmistir (Russo ve dig., 2018).

hvKP’nin goriildiigii 1980'lerden beri, saglikli bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden
olabilen K. pneumoniae suslart ilgi odagi haline geldi. Bu suslar, hem saglikli hem de
bagisiklig1 baskilanmis popiilasyonlar1 enfekte etme yetenekleri ve bu enfeksiyonlarin
invaziv olma egiliminin artmasi nedeniyle kKP suslarmma kiyasla hvKP olarak kabul
edildiler. Hiperviriilent suslarin ortaya c¢ikmasi ve yayilmasi, enfeksiyonlara duyarl
kisilerin sayisini, saglikli ve bagisiklig1 yeterli olanlarida da igerecek sekilde genisletmistir

(Lan ve dig., 2020).

2.8. K. pneumonia’de Viriilans Faktorleri

Virulans, bir mikroorganizma grubu veya tiirli igerisinde hastalik olusturma yeteneginin
derecesini tanimlamaktadir. Mikroorganizmanin hastalik baslatabilme yetenegi ve ortaya
cikan hastaligin siddeti olarak iki 6zelligi kapsamaktadir. (Schaechter ve dig., 1993). K.

pneumoniae'in klinikde saglik bakimiyla iliskili 6nemli bir patojen olmasi, hastalik
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olusturma yeteneginde yer alan faktorlerin arastirllmasimi  saglamistir. K.
pneumoniae’nin patojenitesine, konak¢inin  dogustan gelen bagisiklik tepkilerinden
kagmasina izin veren birkag viriilans faktorii aracilik eder (Clegg ve Sebghati, 2001; Cruz-
Cordova ve dig,. 2014). Bugiine kadar, K. pneumoniae'de iyi karakterize edilmis dort ana
virtilans faktorii sinift vardir. Bu viriilans faktorleri; kapsiil (hvKP suslarinda hiperkapsiil
tiretimi dahil), lipopolisakarit (LPS); sideroforlar ve pili olarak da bilinen fimbrialardir
(Sekil 2.8). Son zamanlarda K. pneumoniae viriilansi i¢in 6nemli olan birka¢ baska faktor
tanimlanmistir. Bu viriilans faktorleri, OMP'leri, porinleri, akis pompalarini, demir tagima
sistemlerini ve allantoin metabolizmasinda yer alan genleri igerir (Paczosa ve Mecsas,

2016).

Type 3 fimbria
lasik K. i
Sideroforlar: Klasik K. pneumoniae
Enterobaktin # Fe3+

Yersiniabaktin ¢ Fe3*

Type 1 fimbria

Kapsul (K1-K78)
LPS

Sideroforlar:
Enterobaktin # Fe3*
Yersiniabaktin 4 Fe3t
Salmokelin A Fe3*
Aerobaktin @ Fe3+

Hiperkapsul

(K1 &K2) Type 1 fimbria

perviriilent K. pneumoniae  Type 3 fimbria

Sekil 2.8. K. pneumoniae suslarinda viriilans faktorleri (Paczosa ve Mecsas, 2016).

2.8.1. Kapsiil

Hiicreyi kaplayan bir polisakarit matrisi olan kapsiil, K. pneumoniae viriilanst igin
gereklidir ve muhtemelen K. pneumoniae'nin en kapsamli sekilde incelenen viriilans
faktoriidiir. Gergeklestirilen fare deneyleri kapsiilsiiz K. pneumoniae suslarinin,
akcigerlerdeki bakteri ylikiiniin azalmasi, fare 6liim oranlarinin daha diisiik olmasi1 ve
bakterilerin sistemik olarak yayilamamasi nedeniyle kapsiillii suslardan 6nemli Olgiide

daha az viriilans olduklarini gostermistir (Paczosa ve Mecsas, 2016).
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K. pneumoniae’lerin patogenezi i¢in ¢ok Onemli olan ve hiicre ic¢inde fagositozdan
kaginmak igin irettikleri kapsiil polisakkarit yapidan olusur (Sekil 2.9). Bu polisakkarit
kapsiil bakteri yilizeyinde koruyucu bir tabakasi olusturur ve tekrar eden seker
birimlerinden olusur. Bu yap1 dort ile alti sekerden ve siklikla iironik asitlerden (negatif
yiikli bilesenler olarak) olusan tekrarlayan alt birimlerdir. Bu kapsiiler polisakkaritler K-
antijeni olarak da adlandirilirlar. Kapsiiliin yapisinda bulunan polisakkarit ¢esitliligine ve
yapilarina bagli olarak K. pneumoniae’nin farkli kapsiil serotipleri vardir. Bugiine kadar K.
pneumoniae’de tanimlanmis 79 kapsiil serotipi bulunur. hvKP'de sekiz tip, K1, K2, K5,
K16, K20, K54, K57 ve KN1 tanimlanmistir. Bu kapsiil tiplerinden K1 ve K2 en yaygin
olanmidir (Podschun ve Ullmann, 1998; Pan ve dig., 2015; Opoku-Temeng ve dig., 2019;
Zhu ve dig., 2021). Ozellikle K1, K2, K54, K57, K20 ve K5, siirekli olarak toplum
kaynakli invaziv piyojenik karaciger apsesi, septisemi ve pnomoni ile iliskilidir. Ayrica,
K1, K2, K20, K54 ve K57 kapsiil tipleri farelerde gergeklestirilen in-vivo deneylerde
agirhilikli olarak ciddi enfeksiyonlara neden olur (Wei ve dig., 2016).

CPS
/

LPS
/

oM
PGN
IM

Klebsiella pneumoniae

Sekil 2.9. K. pneumoniae’de kapsiil polisakkarit ve lipopolisakkarit yap1. CPS: kapsiil polisakkarit, LPS:
lipopolisakkarit, OM: dis membran, PG: peptidoglukan tabaka, IM: i¢ membran.

Kapsiil polisakkarit (CPS) biyosentezini iceren genler, kromozom iizerindeki cps lokusu

igerisinde yer alan coklu genler ile gergeklestirilir. cps gen lokusu (galF'den ugd'ye),
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biiylik Olclide sirasiyla galF, wzi ve manC genlerinin yukarisinda bulunan {i¢ promotor
tarafindan yonlendirilen 20'den fazla geni barindirir (Sekil 2.10). CPS'nin bakteri yiizeyine
translokasyonu ve montaji, cps lokusunun 5' ucunda korunmus genler galf, orf2, wzi, wza,
wzb ve wzc tarafindan kodlanan proteinler ile diizenlenir. Seker biyosentezinde yer alan
genler rmlA, rmIB, rmIC ve rmID (dTDP-L-ramnoz sentezinde yer alan) ve manB ve
manC (GDP-D-mannoz sentezinde yer alan) cps gen lokusunun 3' ucunda bulunan gnd ve
ugd olarak bilinen korunmus genlerle ¢evrilidir. wzc ve gnd arasindaki merkezi bolge, CPS
tekrar birimlerinin sentezinde yer alan genleri ve bakteri yiizeyinde kapsiil alt birimlerinin
birlestirilmesi i¢in onemli olan kapsiil polimeraz wzy'yi igerir. K. pneumoniae kapsiil
tiplerindeki farkliliklarin altinda niikleotit sekanst ve gen sayisindaki varyasyon

yatmaktadir (Opoku-Temeng ve dig., 2019; Zhu ve dig., 2021).

. —m —mwza wzb  wzc WZy - WzX whaP  gnd —m ugd —
Sekil 2.10. cps gen lokusu

Yiiksek kapsiil iiretkenligi cps gen lokusunda bulunan genlere ilave olarak bir dizi viriilans

genine atfedilir. Mukoid fenotip diizenleyicisi A ve A2 proteinini kodlayan rmpA ve

rmpA2 bu viriilans genlere 6rnektedir. Hem rmpA hem de rmpA2 plazmit veya kromozom

tarafindan kodlanabilmektedir. Kromozomal rmpA (k-rmpA) integratif ve konjugatif bir

elementte (ICEKpl) yer almaktadir. Plazmit aracili rmpA (p-rmpA) K. pneumoniae
suslarinda en yaygin olanidir. (Zhu ve dig., 2021).

hvKP suslari tipik kapsiilden daha saglam olan mukoviskoz bir ekzopolisakkarit bakteriyel
kaplamadan olusan, hipermukoviskoz olarak da bilinen bir hiperkapsiil tretir. Tim
kapsiillii bakteriler gibi, K. pneumoniae da besleyici bir ortamda mukoid koloniler iiretir.
Bu mukoid fenotip, hipermukoviskoz bir fenotipten farklidir. Hipermukovikoz fenotip
string test olarak isimlendirilen bir test ile belirlenir. Klebsiella spp. kolonisinin tizerine
6ze ile dokunduruldugunda koloni uzamasi >5 mm’den fazla ise hipermukoviskoz olarak
degerlendirilir. K. pneumoniae izolatlarinin tiimii mukoid bir kapsiil tasir fakat tiim mukoid
kolonilerin string testi pozitif degildir. Bu fenomen, mukoid kapsiil suslar ile
hipermukoviskoz varyantlar arasindaki belirgin farki vurgular. Uzak Dogu'dan gelen ilk

raporlar, hipermukovistoz 6zellik gosteren varyantlarin birincil karaciger, prostat, kemik,
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bobrek ve akciger apselerine neden olan invaziv enfeksiyonlar iiretebilecegini gostermistir.
Bu birincil enfeksiyon bolgelerinden beyin ve gozlere metastatik komplikasyonlar da
belgelenmistir. Bu nedenle, hvKP ve KKP varyantlar1 arasindaki temel farklar invaziv
yetenek ve hipermukoviskoz fenotipten kaynaklandig: distiniilmiistiir (Catalan-Najera ve
dig., 2017).

2.8.2. Lipopolisakkarit Yap1 (LPS)

Lipopolisakkarit (LPS) yap1 dis zara sabitlenmis yiiksek oranda korunmus ve hidrofobik
bir lipit A kismi1, LPS'nin en dis bileseni olarak olduk¢a degisken olan O-antijeni kismi ve
lipit A ve O-antijeni baglayan ¢ekirdek polisakarit kismi1 olmak tizere ti¢ kisimdan olusur.
Hem kKP hem de hvKP olmak iizere tiim Gram-negatif bakterilerin endotoksini olarak
bilinir. K. pneumoniae'de en az dokuz O-antijen grubu (O1, 02, O2ac, 03, 04, 05, O7, O8
ve O12) tanimlanmigtir. O1, klinik K. pneumoniae izolatlar1 arasinda en yaygin serotiptir
ve ayrica hipermukoviskoz (invaziv) suslarda yaygindir. O-antijeninin biyosentezi alti
genli bir wb lokusu tarafindan kodlanan enzimler tarafindan yiiritilir. wb lokusu
korunmus bir gen organizasyonuna sahiptir ancak genler yliksek genetik ¢esitlik gosterir.
Bu da farkli O-antijen gruplarindaki yiiksek kimyasal degiskenligi agiklar. K. pneumoniae
O-antijeni, kompleman bilesenlerinin aktivatorlere (6rn. porinler ve kaba LPS) erisimini
engeller ve boylece kompleman aracili 6ldiirmeye kars1 bakteriyel dirence katkida bulunur.
Bunun yanisira O1 serotip izolatlarinda diger izolatlara gore daha yiiksek serum direnci

vardir (Shankar-Sinha ve dig., 2004; Li ve dig., 2014; Follador ve dig., 2016).

LPS'de ¢ekirdek polisakkarit bolgesi kavramsal olarak iki bolgeye ayrilir: bir lipit A
proksimal i¢ ¢ekirdek ve O antijeni i¢in baglanma yeri saglayan bir dis cekirdek. K.
pneumoniae i¢in sadece iki tip (tip 1 ve tip 2) gekirdek polisakkarit karakterize edilmistir
ve bunlar igerisinde 13 gen barindiran iki farkli wa gen lokusu firiinleri tarafindan
sentezlenmistir. Tip 2 wa gen lokusu hldD, waaF, waaC, wabK, waalL, wabM, waaQ,
wabG, wabH, orf10, waaA, waaE ve coaD genlerinden olusur. iki wa gen lokusu yalnizca
iki gende farklilik igeririr. Tip 2 gen lokusunda buluiman wabK ve wabM genleri Tip 1°de
yoktur. Bu genler yerine Tip 1 wa gen lokusunda wabl ve wabJ genleri mevcuttur
(Izquierdo ve dig., 2003; Li ve dig., 2014). waaC, waaF, wabH ve wabG gibi her iki tip

cekirdek polisakkarit yapisindaki genlerin tek gen mutantlari, farkli hayvan modellerinde
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test edildiginde virlilans 6zelliklerinin zayifladigi gortilmiistiir (Izquierdo ve dig., 2003;

Regue ve dig., 2005; Fresno ve dig., 2007; Clements ve dig., 2008).

2.8.3. Sideroforlar

Bakteriler i¢in metal demir temel metabolik siiregler igin gerekli olan kritik bir elementtir.
Hiicre dis1 s1v1 igerisindeki demirin sinirli mevcudiyeti, bakterilerin demiri hiicre disindan
almasini zorlastirir. Bu durum spesifik olmayan bir sekilde demiri bagisiklik savunmasinin
bir pargasi haline getirir. Bakteriler hayatta kalmak ve biiylimek istiyorsa, bu demir elde
etme zorlugunun iistesinden gelmek igin taktikler uygulamalidir. insanlar gibi
konakgilarda, fizyolojik kosullar altinda serbest demir (Fe*?) ¢oziiniir halde degildir. Bunu
bir sonucu olarak bakteriler demir alimi i¢in yan bir demir alim sistemine ihtiya¢ duyarlar
(Miethke ve Marahiel, 2007). K. pneumoniae’de siderofor sistemleri enterobaktin (ent) ,
yersiniabaktin (ybt) , salmoklein (iro) ve aerobaktin (iuc) olmak tizere dort siderofor ile
ifade edilir ve bu siderofor sistemleri bakterilerin biiyiime etkinligini artirir (Paczosa ve
Mecsas, 2016).

Enterobaktin dort siderofor arasinda en korunmus olamdir ve Fe**’e yiiksek bir afinitesi
vardir. Enterobaktin sideroforu hem kKP, hemde hvKP izolatlar1 icin gereklidir.
Enterobaktin biyosentezi i¢in gerekli olan genler (entABCDEF) kromozomda ent gen
lokusu tizerinde yer alir. Enterobaktinin hiicre icerisine tasinmasina aracilik eden tasima
proteinleri ve spesifik reseptorii ise fep lokusu (fepABCDG) tarafindan kodlanir (Bachman
ve dig., 2012). Konakg¢ida enfeksiyon sirasinda notrofiller de dahil olmak iizere birgok
hiicre tipinden salinan ve antimikrobiyal 6zellik gosteren ¢ok islevli bir protein Lipokalin-2
bulunur. Enterobaktin sideroforu, konaker tarafindan salgilanan molekiil lipokalin-2
tarafindan nétralize edilir (Chan ve dig., 2009). K. pneumoniae suslarinin bazilar1 bu
durumda lipokalin-2 etkisinden kagmak igin salmokelin ve yersiniabaktin gibi alternatif
sideroforlar tretirler. Slamoklein ve yersingiabaktin sideroforlarini igeren suslar lipokalin-

2’nin varligina ragmen hayatta kalabilir ve demiri baglayabilirler (Bachman ve ark., 2012;
Holden ve ark., 2014).

Lipokalin-2’den etkilenmeyen salmokelin siderofu enterobaktinin yiiksek oranda glikosile
edilmis formudur ve kromozom veya bir plazmit iizerinde bulunan iroA gen lokusu
(iroBCDEN) tarafindan sentezlenir. Bu lokus igerisindeki genler enterobaktinin modifiye

ederek salmokleine dondistiiriir ve sideroforun tasinmasinda rol alir. iroN ise salmokelin
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icin spesifik reseptdr gorevi goriir ve salmokelinin hiicre zarindan taginmasini saglar
(Fischbach ve dig., 2006). Lipokalin-2 den etkilenmemesinden dolay1 salmokelin tireten K.
pneumoniae suslarinin daha patojen oldugu tahmin edilebilir. Salmokelinin hvKP
suslarinda ¢ok daha yaygin oldugunu gosteren arastirmalar mevcuttur (Paczosa ve Mecsas,
2016).

Diger bir siderofor olan yersiniabaktinde salmoklein gibi konakei tarafindan {iretilen
lipokalin-2 tarafindan inhibe edilemez. Fakat konakg1 tarafindan iiretilen bir diger protein
transferrin varhiginda demiri baglayamaz.  Yersiniabaktin ilk olarak Gram negatif
bakteriyel patojen Yersinia’da kesfedilmistir ve giinimiize kadar K. pneumoniae dahil
olmak tizere diger bakterilerde de tanimlanmistir. Yersiniabaktin sentezi igin gerekli
proteinler irp genleri ve spesifik alim reseptorii ybt ve fyu genleri tarafindan sentezlenir

(Paczosa ve Mecsas, 2016).

Aerobaktin K. pneumoniae’de tanimlanan bir diger siderofor sistemidir ve bu siderofor
hvKP ile yiiksek oranda iligkilidir. Aerobaktin hvKP suslarinin %90’1ndan fazlasinda ifade
edilirken kKP suslarinin yalmzca % 6’sinda ifade edilir. Aerobaktin siderofou diger
sideroforlar ile karsilastirildiginda hvKP’ler i¢in daha spesifiktir. Bu 6zellik areobaktini
hiperviriilans1 belirlemek i¢in giivenilir bir biyobelirte¢ yapar. Aerobaktin sentezi i¢in
gerekli olan iuc gen lokusunun (iucABCD) ve aerobaktin spesifik reseptér proteinini
kodlayan iutA geni biiyiik bir viriilans plazmiti tizerinde taginir. Ayrica K. pneumoniae’de
en iyi karakterize edilen viriilans plazmitleri olan pK2044 ve Kp52.145pll incelendiginde;
bu plazmitlerin hiperviriilant suslarin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen hipermukoid
fenotipini saglayan rmpA genleri ile birlikte aerobaktin (iucABCD, iutA) ve salmokelin
(iroBDCE) siderofor gen lokuslarini beraber tagidiklari tespit edildi (Zhu ve dig., 2021;
Kochan ve dig., 2022).

Bu dort ana siderofor sistemine ek olarak 6zellikle hvKP’lerde yaygin olan kfu demir
almim sistemi K. pneumoniae’lerde tanimlanmistir. Coklu ve fazla demir tasima
sistemlerinin K. pneumoniae suslarinda varligi makul ve tamamlayicidir ¢iinkii enfeksiyon
sirasinda farkli organlarda veya mikrogevresel kosullarda islev gorebilirler (Zhu ve dig.,

2021).
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2.8.4. Fimbrialar

Fimbrialar K. pneumoniae viriilans faktorlerinin baska bir sinifin1 temsil eder ve
K.pneumoniae adhezyonunun 6nemli aracilaridir. Enfeksiyon siirecinde kritik bir ilk adim
olarak mikroorganizmalar konak¢1 mukozal yiizeylere miimkiin oldugunca yaklagsmali ve
konakg1 hiicreye baglanarak bu yakinligi korumalidir. Bu islev Enterobacteriaceae'de pili
veya fimbria olarak isimlendirilen bakteri ylizeyindeki ipliksi ¢ikintilar ile gerceklestirilir
(Ofek ve Doyle, 2012).

K. pneumoniae’de Tip 1, Tip 3, Kpc ve KPF-28 adhezin olmak iizere en az dort tip fimbria
deneysel olarak karakterize edilmistir. Tip 1 fimbrialar hem klinik hem de g¢evresel K.
pneumoniae izolatlarmin % 90'mda ve Enterobacteriaceae’nin hemen hemen tiim
tiyelerinde ifade edilir. Tip 1 fimbria K. pneumoniae kromozomu iizerinde bulunan Tip 1
fimbria gen lokusdan (fimBEAICDFGHK) sentezlenir. Tip 1 fimbrialar, dig zar {izerindeki
ince, sert, yapiskan, iplik benzeri ylizey uzantilaridir. Bu uzantilar, uclarinda fimH geni
tarafindan sentezlenen bir adhesin molekili FimH ile birlikte fimA geni tarafindan
sentezlenen tekrar eden FimA alt birimlerinden olusur. K. pneumoniae Tip 1 fimbria FimH
adhezini yoluyla konakg1 hiicreler veya hiicre disi matrisler tizerindeki mannoz igeren
yapilara bakteriyel yapismaya aracilik eder. K. pneumoniae Tip 1 fimbria, idrar yolu
enfeksiyonunun ilk olusumu igin gereklidir, ancak K. pneumoniae'nin bagirsakta kolonize
olma veya akcigeri enfekte etme yetenegi lizerinde hicbir etkisi yoktur (Li ve dig., 2014;

Paczosa ve Mecsas, 2016).

K. pneumoniae Tip 3 fimbria, 2-4 nm genisliginde ve 0,5-2 pm uzunlugunda uzantilari
olan sarmal benzeri filamentlerdir. K. pneumoniae'de bu fimbrialar mrkABCD gen kiimesi
tarafindan kodlanir. mrkA, sarmal fimbrial safti olusturmak igin polimerize olan fimbrial
alt birimi kodlar. Kollajen molekiillerine baglanma yetenegine sahip adheziv alt birim,
mrkD tarafindan kodlanir ve fimbrialarin ucunda bulunur. Tip 1 fimbriaya benzer bir
sekilde, Tip 3 fimbria kodlayan operon hemen hemen tiim K. pneumoniae izolatlarinda
bulunur ve eksprese edilir. Tip 1 fimbrialarin aksine, Tip 3 fimbrialar “mannoza
duyarsizdir” ve bu nedenle mannozu baglamazlar. Tip 3 fimbrialar, K. pneumoniae
biyofilm olusumuna O&nemli bir katkida bulunur, ancak bagirsak ve akciger
enfeksiyonlarinda rol oynamaz (Murphy ve Clegg, 2012; Li ve dig., 2014; Paczosa ve
Mecsas, 2016).
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Kpc fimbrialari, hipermukoviskoz K. pneumoniae ile oldukga iligkili olan kpcABCD
operonunun {riinleri tarafindan sentezlenir ve birlestirilir. KpcA, Kpc fimbrialarinin ana alt

birim bilesenidir (Li ve dig., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Klebsiella pneumoniae izolatlari

Bu ¢aligmada kullanilan 108 karbapenem direngli K. pneumoniae (KDKp) izolati1 Kirsehir
Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari
stoklarindan temin edilmistir. Izolatlar 2018-2019 yillar1 arasinda farkli Kliniklerden gelen
cesitli drneklerden izole edilmis ve tiir tanimlamalar1 ve antibiyotik direng profilleri Vitek-
2 otomatize sistem kullanilarak gerceklestirilmistir. izolatlarm demografik &zellikleri

Hastane KARMED Bilgi islem sisteminden temin edilmistir.

3.1.2. Calismada Kulanmilan Besiyerleri

Klinik Orneklerden izole edilen K. pneumoniae izolatlarimin iretilmesi, total DNA
izolasyonlar1 ve diger gerekli calismalarda kullanilmalar1 i¢in Eozin Metilen Blue Agar
(EMB), Luria Bertani Agar ve Luria Bertani Broth besiyerleri kullanilmistir. EMB Agar
besiyeri ticari olarak Merck (Almanya) Firmasindan temin edilmistir. Luria Bertani Broth
ve Agar besiyeri 100 ml i¢in 1 gr Tripton (Merck, Almanya), 0.5 gr Yeast Ekstrakt
(HiMedia, Hindistan), 1 gr NaCI (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir. Agar
besiyeri hazirlamak igin 100 ml besiyerine 1.5 gr Bakteriyolojik Agar (HiMedia,
Hindistan) ilave edilerek hazirlanmustir. Izolatlarin tiim pasajlarinda besiyerlerine son

konsantrasyonda 10 pg/ml meropenem antibiyotigi ilave edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Primerler

Calismada K. pneumoniae izolatlarinin karbapenemaz, GSBL, plazmit aracili florokinolon
(PMFQ) direng genleri ve Simif-1 integron gen kasetlerinin, rep-PZR analizlerinde,
Multiple Locus Strain Typing (MLST) analizlerinde, viriilans genlerinin ve Kkapsiil
serotiplerinin  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yardimi1 ile tespit edilmesi

calismalarinda kullanilan primer ¢iftleri Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan primerler

Hedef Gen  Primer Sekans (5°-3°) Kaynak
bla Fwd TTGGTGGCATCGATTATCGG Poirel ve dig.,
OXA-48 Rev  GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 2004
N bla Fwd GGTTTGGCGATCTGGTTTTC Poirel ve dig.,
£ NoM- Rev  CGGAATGGCTCATCACGATC 2011
S bla Fwd ATGTCACTGTATCGCCGTCT Schechner ve
§ KpC Rev.  TTTTCAGAGCCTTACTGCCC dig., 2009
= bla Fwd ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
X VIM Rev.  TGCTACTCAACGACTGAGCG Jeon ve dig.,
bla Fwd CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 2005
IMP Rev  ATAATTTGGCGGACTTTGGC
bla Fwd  AGTATTCAACATTTYCGTGT
1 Rev.  TAATCAGTGAGGCACCTATCTC
bla Fwd GCGTGATACCACTTCACCTC
. Rev  TGAAGTAAGTGACCAGAATC Iraz ve dig.,
bla Fwd TGATACCACCACGCCGCTC 2015
NG Rev  TATTGCATCAGAAACCGTGGG
bla Fwd ATGCGCTTCATTCACGCAC
= GES Rev  CTATTTGTCCGTGCTCAGGA
3 bla Fwd ATGCGTTATATTCGCCTGTG Hanson ve dig.,
ek Rev.  TTAGCGTTGCCAGTGCTC 2002
bla Fwd ATGAATGTCATCACAAAATG Kiratisin ve dis
PERIL Rev  TCAATCCGGACTCACT 2008 18
bla Fwd ATTTCCCGATGCAAAGCGT
VEB Rev  TTATTCCGGAAGTCCCTGT
bl Fwd TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT Coque ve dig,,
OXAL Rev  TTTCTTGGCTTTTATGCTTG 2008
Fwd AGAGGATTTCTCACGCCAGG
anrA Rev  TGCCAGGCACAGATCTTGAC
- B Fwd GGMATHGAAATTCGCCACTG Yang ve dig.,
S q Rev_ TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 2013
.‘ME anrs Fwd GCAAGTTCATTGAACAGGGT
Rev  TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
aac(6’)-1b-  Fwd  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA Park ve dig.,
cr Rev. CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 2006

Sumf-1 int 5’-CS GGCATCCAAGCAGCAAG Levesque ve
-1 Integron 3°-CS AAGCAGACTTGACCTGA dig., 1995
blo - alttini Fwd  TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA Edelstein ve
crx-m alt-tip Rev.  CGATATCGTTGGTGGTGCCATA dig., 2003
Repl  IIIGCGCGICATCAGGC
Rep-PCR Rep2 ACGTCTTATCAGGCCTAC Iraz vd., 2015
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Tablo 3.1. (devam)

Hedef Gen  Primer Sekans (5°-3°) Kaynak
rmpA Fwd ACTGGGCTACCTCTGCTTCA
Rev CTTGCATGAGCCATCTTTCA
weaG Fwd GGTTGGKTCAGCAATCGTA
Rev ACTATTCCGCCAACTTTTGC
uge Fwd GATCATCCGGTCTCCCTGTA
Rev TCTTCACGCCTTCCTTCACT
WabG Fwd CGGACTGGCAGATCCATATC
Rev ACCATCGGCCATTTGATAGA
magA Fwd GGTGCTCTTTACATCATTGC
Rev GCAATGGCCATTTGCGTTAG
fimH Fwd TGCTGCTGGGCTGGTCGATG
Rev GGGAGGGTGACGGTGACATC
mrkD Fwd CCACCAACTATTCCCTCGAA
Rev ATGGAACCCACATCGACATT
alls Fwd CCGAAACATTACGCACCTTT
Rev ATCACGAAGAGCCAGGTCAC
ureA Fwd GACAAGCTGTTGCTGTTTACC Zhao ve dig.,
= Rev CGGGTTGTGAACGGTGAC 2019
% UtA Fwd GTTGCGATTCTACCCGTTCC
2 Rev GCCCGGTGGTGTAAATCTTC
§ biA Fwd ATGACGGAGTCACCGCAAAC
-E y Rev TTACATCACGCGTTTAAAGG
entB Fwd ATTTCCTCAACTTCTGGGGC
Rev AGCATCGGTGGCGGTGGTCA
KFUBC Fwd GAAGTGACGCTGTTTCTGGC
Rev TTTCGTGTGGCCAGTGACTC
febA Fwd CCTGCCGATTGATTTCCTCG
Rev CGTTACGATGGTGCTGTCAG
fyuA Fwd ATATGGCAAAAGCGCTCAGG
Rev GGGTTAATCATGTCGCCGTC
iroD Fwd GCATAGGCGGATACGAACAT
Rev CACAGGGCAATTGCTTACCT
iroN Fwd GGCTACTGATACTTGACTATTC
Rev CAGGATACAATAGCCCATAG
enf-1 Fwd AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
Rev CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
kpn Fwd GTATGACTCGGGGAAGATTA Candan ve
Rev CAGAAGCAGCCACCACACG Aksoz, 2015
M Fwd ATCAGCAGTCGGGTCAGC
y Rev CTTCTCCAGCATTCAGCG
. . Fwd GTGCCGCGAGCGCTTTCTATCTTGGTATTCC Brisse vd.,
K-tip wzi

Rev

GAGAGCCACTGGTTCCAGAAYTTSACCGC

2013
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Tablo 3.1. (devam)

Hedef Gen  Primer Sekans (5°-3%) Kaynak

Fwd GGCGAAATGGCWGAGAACCA

rpoB Rev  GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
oA Fwd  TGAAATATGACTCCACTCACGG
Rev  CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
" Fwd  CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
Rev  CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
LS . Fwd  GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC _ Zhan ve dig.,
Rev  CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 2017
ot Fwd  ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
Rev  TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
e Fwd  CTCGCTGCTGGACTATATTCG
Rev  CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
- Fwd  CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT

Rev ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

3.2. Yontem

3.2.1. Coklu Antibiyotik Direnc¢ Fenotipi (MARP) ve Coklu Antibiyotik Diren¢
indeksi (MARI)

KDKp izolatlarinin ¢oklu antibiyotik diren¢ fenotipi (MARP) ve coklu antibiyotik direng
indeksi (MARI) tespit edildi. izolatlarn MAR indeksi (MARI) daha 6nce aciklandig1 gibi
asagidaki matematiksel denklem kullanilarak hesaplandi (Fadare ve Okoh, 2021).

MAR indeks = b/c

Burada bakteri tiirlerinin direncli oldugu antibiyotiklerin toplam1 "b", bakteri tiirlerine kars1
kullanilan antibiyotiklerin toplami ise "c" ile gosterilir. MARI degerinin 0.2'den yiiksek
olmas1 o bolgede yogun bir antibiyotik kullaniminin oldugunu ve Antimikrobiyal direncin

cogalma riskinin yiiksek oldugu bir ortam1 gosterir.

3.2.2. KDKp Izolatlarindan Total DNA izolasyonu

KDKp izolatlart DNA izolasyonu i¢in 10 pg/ml meropenem igeren LB Agar besiyerinde
37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Izolatlardan DNA izolasyonu iki metot ile
gerceklestirildi.
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3.2.2.1. Kaynatma Yontemi ile DNA Izolasyonu

Izolatlardan total DNA izolasyonu kaynatma DNA metoduna gore gerceklestirildi.
Izolatlarin taze bir gecelik kiiltiirde iireyen izolatlardan bir dze dolusu alimip, 500 pl steril
distile su iceren ependorf tiiplerine aktarildi. Eppendorf tiipler vorteks yardimi ile
karistirtlarak homojen bir siispansiyon elde edildi. Ependorf tiipleri 10 dk. siiresince
100°C’ye ayarli su banyosunda kaynatildi. Daha sonra tiipler 5 dk. 14.800 rpm’de santrifiij
edilip siipernatant kistm yeni bir tiipe aktarildi. Elde edilen total DNA Ornekleri tez
boyunca belirlenmek istenen genlerin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Elde edilen total DNA’lar
kullanilincaya kadar -20°C’de sakland1 (Ausubel ve dig., 1995).

3.2.2.2. Kit ile DNA Izolasyonu

Tez Calismas1 boyunca DNA dizin analizi ger¢eklestirilecek olan genlerin ¢ogaltilmasinda
kullanilan DNA o6rnekleri PureLink Mini DNA Izolasyon Kiti (Invitrogen, USA)

kullanilarak, iiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

3.2.3. KDKp izolatlarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Tespiti

KDKp izolatlarinda karbapenem antibiyotiklerine kars1 direng saglayan blakpc, blanpm-1,
blayvpe, blaviv, blaoxa-4s karbapenemaz genleri, B-laktam antibiyotiklerine direng saglayan
blatem, blasuy, blactx-m-1, blactx-m-2, blaoxa-1, blaperi, blaves, blaces GSBL genleri ve
kinolon antibiyotiklerine diren¢ saglayan PMFQ direng genleri gnrA, qnrB, gnrS ve
aac(6’)-1b-cr PZR yardimu ile tespit edildi. Genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler
Tablo 3.1°de verilmistir. PZR reaksiyonlari 25 pl son hacimde 12.5 pl 2XPCR Master Mix
(Ampliqon, Danimarka), 0.5 pl 10 pmol/pul konsantrasyondaki herbir primer ¢iftinden ilave
edilerek hazirlandi. Daha sonra reaksiyona kaynatma yontemi ile izole edilen total

DNA’dan 5 pl ilave edilerek son hacim 25 ul’ye steril dH,O ile tamamlandi.

Her bir gen icin primere bagli olarak Tm sicakligi ve cogaltilacak gen {iriiniiniin
biiytikliigiine gore uzama zamani parametreleri tespit edildi (Tablo 3.2). Bu parametreler
belirlendikten sonra PZR dongiileri; ilk denetiirasyon 95°C’de 3 dk., daha sonra 35 dongii
denatiirasyon 95°C’de 45 sn., primer baglanma (Tm) sicakliginda 45 sn., uzama 72°C’de
gerekli siirede gerceklestirildi. Son uzama basamagi 72°C’de 5 dk. olacak sekilde PZR

dongiileri tamamlandi.

37



Tablo 3.2. Tespit edilen genler i¢in PZR parametreleri

Biiyiikliigii Uzama siireleri

(e}

Genler Tm (°C) (bp) (sn)
blao)(A_48 58 743 60
bIaNDM.l 58 621 60
blaxpc 58 893 60
blaym 59 780 60
blajwp 56 448 50
bIaTEM 50 847 60
bIaSHV 56 843 60
blacTx.m1 55 260 30
blacTx.m2 55 341 30
blapERl 48 927 75
bIaVEB 55 542 60
blapxa 1 50 427 50
blages 57 863 60
gnrA 59 580 75
gnrB 56 264 30
gnrS 56 428 50
aac(6’)-1b-cr 59 482 50
rpoB 58 1075 90
gapA 58 662 60
mdh 58 756 60
pgi 58 718 60
phoE 58 602 60
infB 58 462 50
tonB 58 414 50

Multipleks-1  kpn 626
iroN 56 992 150

magA 1283

Multipleks-2 fimH 688
uge 58 534 120

ureA 270

Multipleks-3 entB 371
fyuA 58 204 %0

Multipleks-4 iutA 248
iroD 58 556 90

kfuBC 797

Multipleks-5 ycfM 160
alls 56 508 120

ybtA 960

Multipleks-6 rpmA 535
wcaG 56 169 90

wabG 683
mrkD 56 226 30
cnf-1 58 498 50
febA 57 226 30

PZR isleminden sonra amplifiye olan PZR firiinleri etidyum bromiir igeren %]1°lik agaroz
jel elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiirtitiildii. PZR irtinleri UV 15181 altinda goriintiilendi.
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Bantlarin varligina ve beklenen biiyiikliigiine gore incelenen genlerin izolatlarda bulunup
bulunmadigina karar verildi. Pozitif olarak degerlendirilen bantlardan birkag1 secilerek

DNA dizin analizleri ger¢eklestirildi ve sonuglar dogrulandi.
3.2.4. KDKp izolatlarinda blactx.m Grup Alt-tiplerinin Belirlenmesi

KDKp izolatlarin blactx-v grup alt-tiplerinin belirlenmesi ig¢in PZR reaksiyonlari
gerceklestirildi. PZR reaksiyonlart 25 pl son hacimde 12.5 pl 2XPCR Master Mix
(Ampligon, Danimarka), 0.5 ul 10 pmol/ul konsantrasyondaki CTX-M Fwd ve CTX-M
Rev primerlerinden ilave ederek hazirlandi. Daha sonra reaksiyona Kit ile izole edilen total

DNA’dan 2 pl ilave edilerek son hacim 25 pl’ye steril dH,O ile tamamlandi.

PZR dongiileri; ilk denetiirasyon 95°C’de 3 dk., daha sonra 35 dongli denatiirasyon
95°C’de 45 sn., primer baglanma 55°C’de 45 sn., uzama 72°C’de 50 sn. ve 1 dongii son
uzama basamagi 72°C’de 5 dk. olacak sekilde ayarlandi.

PZR isleminden sonra amplifiye olan PZR iiriinleri etidyum bromiir igeren %]1’lik agaroz
jel elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiirtitiildii. PZR tirtinleri UV 15181 altinda goriintiilendi.
Pozitif tespit edilen bantlar DNA dizin analizleri igin BMLabosis Firmasina gonderildi.
Elde edilen diziler Bioedit programu ile igslendi ve GenBank NCBI Blast veri tabaninda var
olan diger DNA sekanslari ile karsilastirilarak CTX-M grup alt-tipleri belirlendi.

3.2.5. KDKp Izolatlarinda Simf-1 integron Gen Kasetlerinin Tespit Edilmesi

Caligmada Simif-1 integron gen kasetlerinin varligi PZR yardimi ile belirlendi. Siif-1
integron gen kasetlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilacak olan primerler Tablo 3.1°de
verilmisdir. Ozgii primerler vasitasiyla gerceklestirilen PZR isleminin reaksiyonu; 25 pL
son hacimde 12.5 pl 2XPCR Master Mix (Ampliqon, Danimarka), 0.5 ul 10 pmol/ul
konsantrasyondaki 5°-CS ve 3°-CS primerlerinden ilave ederek hazirlandi. Daha sonra
reaksiyona Kit ile izole edilen total DNA’dan 2 pl ilave edilerek son hacim 25 pl’ye steril

dH,0 ile tamamlandi.

PZR program ilk denetlirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 36 dongii 95°C’de 45
sn., 50°C’de 45 sn., 72°C’de 5 dk. ve son uzama basamagi ise 72°C’de 10 dk. olacak
sekilde olusturuldu. Daha sonra PZR iiriinleri etidyum bromiir i¢eren %1°lik agaroz jel

elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiritildi ve UV 15181 altinda gozlemlendi. PZR
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sonucunda olusan fragmentler pJET1.2/Blunt vektoriine klonlandi ve dizi analizlerinin
gerceklestirilmesi igin BMLabosis Firmasina gonderildi. Dizi analiz sonuglarina gore
integron gen kasetlerinin i¢erdigi genler belirlendi. Belirlenen gen igerikleri INTEGRALL
nveri tabaninda bulunan diger gen igerikleri ile karsilastirilarak integron gen kaseti

siiflandirilmalari gergeklestirildi (URL-2).

3.2.6. Klonlama Cahismalari

3.2.6.1. Rekombinant Vektoriin Yapilandirilmasi

Calismamizda Smif-1 integron gen kasetlerinin PZR yardimi ile ¢ogaltilmasindan sonra
elde edilen tiim PZR fragmentleri CloneJet PZR f{irlinii klonlama kiti (ThermoScientific)

kullanilarak pJET1.2/blunt vektdriine {iretici firmanin onerileri dogrultusunda klonlandi.

Ligasyon reaksiyonu 2X Reaksiyon Bufferindan 10 pl, PZR iirlinlerinden 5 pl,
pJET1.2/blunt Klonlama Vektoriinden (50 ng/ul) 1 pl, T4 DNA ligaz enziminden 1 pl
olacak sekilde hazirlandr ve 3 pl steril dH»O ile son hacmi 20 pl’ye tamamlandi. Ligasyon
reaksiyonu oda sicakliginda (22°C) 5 dk. inkiibe edildi. Daha ligasyon karigimi

transformasyon deneyinde direkt olarak kullanildu.

3.2.6.2. Kompotent Hiicre Hazirlanmast

Transformasyon deneyi i¢in E. coli DH5a hiicresi kullanildi. ik olarak hiicre kompotent
haline getirildi. E. coli DH5a hiicreleri LB Broth besiyerine ekimi yapildi ve 37 °C’de
gece boyunca biyiitiildii. Bir gecelik kiiltirden LB Broth besiyerine 1:100 oraninda
asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de yogunluklari 600 nm dalga boyunda OD 0,4-0,5 olacak
sekilde biiyiitiildii. Hiicreler ardindan 4°C’de 4.000xrpm hizda 5 dk santrifiij edildi ve
pelletin tizerine 10 ml 100 mM soguk CaCl; ilave edilerek elle ¢oziilmeleri saglandi.
Hiicreler 30 dk. buz iizerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de 4.000xrpm hizinda 5 dk santrifiij
edildi. Pellet iizerine 2 ml 100 mM soguk CacCl ilave edilerek ¢6ziinmesi saglandi. Elde

edilen kompotent hiicreler +4°C’de 2 giin icerisinde kullanilmak iizere muhafaza edildi.

3.2.6.3. Transformasyon

Transformasyon deneyi Sambrok ve dig., (1990) tanimladigi sartlarda gergeklestirildi.
Kompotent E. coli hiicreleri mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve bu hiicrelerin iizerlerine

10 pl ligasyon karisimindan ilave edildi. Karisim 30 dk. buz {izerinde bekletildi ve daha
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sonra 90 sn. 42°C’de bekletildi. Ardindan ependorf tiiplerinin igerisine 200 ul LB Broth
besiyeri ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler petri kaplarinda bulunan 50 pg/ml ampisilin i¢ceren LB-Agar besiyeri iizerine cam

bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

3.2.6.4. Rekombinant Klonlarin Secilimi

Transformasyon deneyinde, inkiibasyonun ardindan tiremenin oldugu petri kaplarindan 10
koloni segilerek 50 pg/ml ampisilin igceren 3 ml LB broth besiyerine ekimleri
gergeklestirildi ve 37°C’de bir gece ¢alkalamali inkiibatorde biiyiitiildii. Ertesi giin
kiiltiirden 1 pl koloni PZR reaksiyonunda kullanildi. Genlere 6zgii primerler vasitasiyla
yapilan koloni PZR reaksiyonu 20 pl son hacimde, 1X PCR Master Mix, 0.3 pmol/ul
herbir primerden ve 1 pl gecelik kiiltiirden olacak sekilde hazirlandi. PZR programi ilk
denetiirasyon basamagi 95°C’de 15 dk, daha sonra 36 dongii 95°C’de 45 sn., 50°C’de 45
sn., 72°C’de 5 dk ve son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde olusturuldu.
Daha sonra PZR iiriinleri etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jel elektroforezinde 100
V’da 1 saat yiiriitiildi ve UV 15181 altinda dogru klonlar ana PZR fragmentleri (klonlamada
kullanilan ilk PZR fragmentleri) ile karsilastirilarak secildi.

Tespit edilen dogru klonlardan plazmitler Plazmit Miniprep Kiti (Thermo Scientific)
kullanilarak elde edildi ve DNA dizilerinin tespiti i¢cin BmLabosis firmasina gonderildi.
Elde edilen diziler Bioedit programu ile islendi ve GenBank NCBI Blast veri tabaninda var

olan diger DNA sekanslari ile karsilastirilarak Sinif-1 integron gen igerigi belirlendi.

3.2.7. KDKp Izolatlarinda Molekiiler Epidemiyoloji

3.2.7.1. rep-PZR (Repetitive Extragenic Palindromic-PCR) Analizi

Bu tez ¢alismasinda KDKp izolatlarinin genotipik ¢esitliligini belirlemek igin DNA finger
printing yontemlerinden biri olan rep-PZR analizi kullanilmistir. REP1 ve REP2 primerleri
vasitastyla gerceklestirilen PZR reaksiyonu; 50 pL son hacimde 1X Taq DNA polimeraz
Buffer, 1.5 mM MgCly, 200 uM dNTPmix, 10 pmol/ul herbir primerden, 1.5 U Taq DNA
polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimina kitle izole edilen genomik
DNA’lardan 50 ng/ul olarak sekilde ilave edildi. PZR programi ilk denetiirasyon basamagi
95°C’de 3 dk, daha sonra 30 dongii 95°C’de 45 sn., 45°C’de 1 dk., 72°C’de 8 dk. ve son
uzama basamagi ise 72°C’de 15 dk. olacak sekilde olusturuldu. Yapilan PZR islemi
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sonrasinda, triinler % 1,5 agaroz jelde DNA ladder ile yiiriitiiliip, olusacak olan bant
fragmentleri UV 15181 altinda goriintiilendi. Her bir bant tiim 6rnekler i¢in var yok seklinde
degerlendirilip fasta formatinda bir matriks hazirlandi. Daha sonra matriks Mega.X

programinda UPGAMA kullanilarak islendi ve dendogramlar olusturuldu.

3.2.7.2. Multi-Lokus Sekans Tipi (Multi-Locus Sequence Typing-MLST)

KDKp izolatlarinin epidemiyolojik olarak yayilimini ve diinyadaki diger salginlarda tespit
edilen K. pneumoniae izolatlan ile iliskisini belirlemek amaci ile Multi-lokus sekans
tiplendirilmesi gerceklestirildi. KDKp izolatlarindan kit ile izolasyon yapilarak elde edilen
bakteriyel DNA’lar yedi yasamsal genin (housekeeping) cogaltilmasinda kullanildi. Bu
genler PUbMLST web sitesinde belirtilen rpoB, pgi, mdh, infB, gapA, tonB ve phoE
genleridir (URL-3).

Genlere 6zgli primerler kullanilarak (Tablo 3.1) gerceklestirilen PZR isleminin reaksiyonu;
50 pL son hacimde 1X Taq Buffer, 1.5 mM MgSOg, 200 uM dNTPmix, 0,3 pmol/ul herbir
primerden, 2U Taq DNA polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimina izole
edilen genomik DNA’lardan 50 ng/ul olarak sekilde ilave edildi. PZR programi ilk
denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 36 dongii 95°C’de 45 sn., Tm
sicakliginda (Tablo 3.2) 45 sn., 72°C’de 1.5 dk. ve son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dk.
olacak sekilde olusturuldu. PZR iirinleri etidyum bromiir iceren % 1’lik agaroz jel
elektrofoerizinde 100 V’da yiritildi ve UV 15181 altinda goriintiilendi. Cogaltilan
fragmentler dizi analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in BMLabosis firmasima gonderildi.
DNA dizin analizlerine gore sekans tipleri (STs) PUDMLST mevcut veri tabani kullanilarak
atand1 (Jin ve dig., 2018).

3.2.8. KDKp Izolatlarinin Viriilans Gen iceriginin Belirlenmesi

KDKp izolatlarinda literatiirlerde gerceklestirilen caligmalar incelenerek tespit edilen 20
viriilans geni PZR yardimi ile arastirildi. Ayn1 zamanda izolatlarin hipermukoviskozite
ozelliklerini belirlemek i¢in string test kullanilmistir (Candan ve Akséz, 2015; Zhao ve
dig., 2019).

String testi i¢cin KDKp izolatlart EMB besiyerinde iiretildi. Ureyen kolonilerin iizerine
steril 6ze ile dokunulup yukariya dogru cekildi. Siimiiksii bir yapida yaklasik >5 mm
uzayan koloniler hipermukoviskozite pozitif olarak degerlendirildi (Liu ve dig., 2014).
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Viriilans genlerinin arastirilmasinda 6 multipleks ve fepA, cnf-1 ve mrkD genleri igin
simpleks PZR reaksiyonu kullanilmistir. Tiim PZR reaksiyonlar1 25 ul son hacimde 2X
Master Mix (Ampligon, Danimarka)’ten 12.5 ul, 10 pmol/ul konsantrasyona sahip primer
ciftlerinden 0.5 pl alinarak hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyonlarin {izerine 5 pl kaynatma

DNA ilave edilerek son hacim steril dH,O ile 25 ul’ye ayarlanmuistir.

PZR programu ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 36 dongti 95°C’de 50
sn., Tm sicakliklarinda (Tablo 3.2) 50 sn., 72°C’de fragment uzunluguna gore ve son
uzama basamag ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde olusturuldu. Daha sonra PZR iiriinleri
etidyum bromiir iceren %1°lik agaroz jel elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiiriitiildi ve
UV 15181 altinda goriintiilendi. DNA ladder bantlari ile karsilagtirilarak genlerin varligi
tespit edildi. Bantlarin varligina ve beklenen biiyiikligine gore incelenen genlerin
izolatlarda bulunup bulunmadigina karar verildi. Pozitif olarak degerlendirilen bantlardan

birkac1 secilerek DNA dizin analizleri ger¢eklestirildi ve sonuglar dogrulandi.
Gergeklestirilen multipleks reaksiyonlardaki genler asagida verilmistir.
Multipleks 1: kpn, iroN ve magA genleri

Multipleks 2: fimH, uge ve ureA genleri

Multipleks 3: entB, fyuA genleri

Multipleks 4: iutA, iroD, kfuBC genleri

Multspleks 5: ycfM, allS, ybtA genleri

Multipleks 6: rpmA, wcaG, wabG genleri

3.2.9. Kapsiil Serotipinin Belirlenmesi

KDKp izolatlarinin kapsiil tipleri wzi gen sekanslari temel alinarak gergeklestirildi (Brisse
ve dig., 2013). Izolatlarn wzi genleri Tablo 3.1°de verilen primerler kullamlarak PZR
yardimi ile tespit edildi. PZR reksiyonu 2XPCR Master Mix’ten (AMPLIQON,
Danimarka) 12.5 ul, 10 pmol/ul ileri ve geri primerlerden 0.5 pl alinarak hazirlanan PZR

reaksiyonunun son hacmi steril dH,O ile 25 ul’ye tamamlandi.
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PZR programu ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 36 dongii 95°C’de 50
sn., 58°C’de 50 sn., 72°C’de 1 dk. ve son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde
olusturuldu. Daha sonra PZR firiinleri etidyum bromiir igeren %]1°lik agaroz jel
elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiiriitiildii ve UV 15181 altinda goriintiilendi. Tespit edilen
wzi gen triinleri DNA dizin analizlerinin gergeklestirilmesi igin BMLabosis firmasina

gonderildi.

Klebsiella pneumoniae izolatlarmin kapsiil tipleri (K-tip), elde edilen wzi sekanslarinin
Klebsiella PasteurMLST veri bankasinda var olan ilgili sekanslar ile karsilastirilmasiyla
belirlendi (URL-4).

3.2.10. GenBank Kabul Numaralari

Bu tez ¢alismasinda MLST analizleri i¢in kullanilan infB gen sekanslarina ON556787-
ONS556842 numaralar1 arasinda, mdh gen sekanslarina ON556843- ON556898 numaralari
arasinda, phoE gen sekanslarina ON556899- ON556954 numaralari arasinda, rpoB gen
sekanslarina ON556955- ON557010 numaralar1 arasinda, pgi gen sekanslart ON557011-
ON557066 numaralar1 arasinda, tonB gen sekanslarina ON557067- ON557122 numaralari
arasinda, gapA gen sekanslarina ON557179- ON557234 numaralar1 arasinda GenBank

Kabul Numaralar1 alinmastir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda kapsiil tipinin (K-tipi) belirlenmesi i¢in kullanilan wzi
gen sekanslarina ON557123- ON557178 numaralar arasinda GenBank Kabul Numaralari

alinmustir.
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4 BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, 2018-2019 yillar1 arasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarina yogun bakim ve cesitli kliniklerin
servislerinde yatan hastalardan alinan ¢esitli klinik orneklerden izole edilen KDKp
izolatlar1 Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarindan temin edilmis ve ¢alismaya katilmistir.
Toplamda 108 KDKp izolatinin tanimlanmasi Vitek-2 Otomatize Sistem (Biomeriux,
Paris) kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan PZR c¢alismalar1 sonucunda 108 KDKp
izolatlarmin 53’iniin (% 49.07) NDM-1 tipi karbapenemaz enzim icerdigi tespit edildi.
NDM-1 tipi karbapenemaz igerdigi tespit edilen 53 K. pneumoniae izolat1 ¢aligmaya dahil
edildi.

4.1.KDKp izolatlarinin izolasyonu

Caligmaya dahil edilen 53 KDKp izolatinin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4.1°de
verilmistir. Izolatlarin 24i (% 45.28) idrar, 12’si (% 22.64) kan, 8’1 (% 15.09) yara, 7’si
(% 13.20) trakeal aspirat kiiltiirii ve 2’si (% 3.77) balgam kiiltiirlerinden izole edildi (Tablo
4.1). Orneklerin 41°i (% 77.35) Yogun Bakimdan, 4’ii (% 7.54) Kroner Yogun Bakimdan,
1’er 6rnek (% 1.88) Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon, Uroloji, Acil servis, Beyin Cerrahisi,
Nefroloji servisi, Intaniye, Kalp Damar Cerrahisi ve Evde Saghk Hizmeti olmak iizere
cesitli birimlerden gelmistir. Orneklerin 28’1 (% 52.83) erkek 25’1 (% 47.17) kadm

hastalardan alinmisdir.

4.2.KDKp 1lzolatlarm Coklu Antibiyotik Diren¢ Fenotipi (MARP) ve Coklu
Antibiyotik Diren¢ indeksinin (MARI) Belirlenmesi

Calismada 53 KDKp izolatinin ¢oklu antibiyotik direng fenotipleri belirlendi. Yapilan
antibiyogram caligsmasi sonucunda 53 izolatin timii (%100) Ampisilin, Sefazolin,
Sefuroksim, Sefiksim, Seftazidim, Seftriakson, Sefepim, Sefpodiksim, Ertapenem,
Imipenem, Meropenem, Siproflaksasin, Netilmisin ve Tobramisin atibiyotiklerine direngli
oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.1. KDKp izolatlarin demografik ve klinik 6zellikleri ve antibiyotik duyarlilik profilleri*
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Tablo 4.1. (devam)
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Tablo 4.1. (devam)
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Tablo 4.1. (devam)

- B x X -
KP163 E  Kan YB 1 R R R R R RRRIRIRIRWRRWRWRIRIRIRIRIRR R R
KP165 K  Idrar YyB 0% R R R R R R R R R R R R § R R R R R R R R R R
KP168 K  Idrar YB 1 R R R R R R R RIRIRIRWRRWRWRIRIRIRIRIRR R R
KP170 E TAK YB 1 R R R R R R R RIRIRIRWRRWRWRWRIRIRIRIRR R R
KP172 E  Idrar KyB 0% R R R R R R R R R R R R S R R R R R R R R R R

*: E: Erkek, K: Kadm, TAK: TrakealAspirat Kiiltiirii, YB: Yogun Bakim, FTR: Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon, BSC: Beyin ve Sinir Cerrahisi, KDC: Kalp ve Damar Cerrahisi, URO: Uroloji, NEF: Nefroloji,
EHKM: Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji, AS: Acil Servis, KYB: Koroner Yogun Bakim, ESH: Evde Saglk Hizmetleri, MARI: Coklu Antibiyotik Diren¢ Indeksi, AMP: Ampisilin,
SXT:Trimethoprim/Sulfamethoxazole, CXM:Cefuroxime, CFM: Cefixime, CAZ: Ceftazidime, CRO: Ceftriaxone, ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, AK:Amikacin, CN: Gentamicin, CIP:
Ciprofloxacin, FF: Fosfomycin, F: Nitrofurontoin, TPZ: Piperacillin/Tazobactam, LEV: Levofloxacin, TGC:Tigecycline, CT: Colistin, FEP: Cefepime, NET: Netilmicin, TOB: Tobramycin, CZ: Cefazolin, CPD:
Cefpodoxime, R: Direngli, S: Duyarli
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Yapilan ¢aligma sonucunda 53 izolatin 51’inin (% 96.22) Piperasilin/Tazobaktam, 50°sinin
(%94.33) Amikasin ve Trimetoprim/sulfametoksazol, 48’inin (% 90.56) Gentamisin ve
Nitrofurontoin, 46’smin (% 86.79) Tigesiklin, 45’inin (% 84.9) Levoflaksasin, 42’sinin (%
79.24) Fosfomisin ve 39’unun (% 73.58) Kolistin direngli oldugu tespit edildi (Tablo 4.1).
KDKp izolatlarindan 20’si (% 37.73) kullanilan 23 antibiyotigin hepsine direngli oldugu
tespit edildi. izolatlarin 15’1 (% 28.30) kullanilan 23 antibiyotigin 22’sine, 13’ii (% 24.52)
kullanilan 23 antibiyotigin 21’ine, 4’{i (% 7.54) kullanilan 23 antibiyotigin 20’sine ve 1 (%
2) kullanilan 23 antibiyotigin 18’ine direnglidir.

KDKp izolatlarinin MAR indeksleri arastirildiginda; izolatlarin 20’sinin MAR indeksi 1
olarak belirlendi. MAR indeksi 15 izolatda 0.95, 13 izolatda 0.91, 4 izolatda 0.87 ve 1
izolatda 0.78 olarak belirlendi. Gergeklestirilen galisma sonucunda 53 KDKp izolatinin
MAR indeksi 0.2’den biiyiik oldugu tespit edildi (Tablo 4.1).

KDKYp izolatlarinda direng profilleri incelendiginde; 21 izolatda AM, SXT, CXM, CFM,
CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, F, TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET,
TOB, CZ, CPD direnglerinin beraber bulundugu tespit edildi ve bu profil en fazla tespit
edilen profildir. KDKp izolatlarinda tespit edilen diger direng¢ profilleri Tablo 4.2°de

verilmigtir.
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Tablo 4.2. KDKp izolatlarinda antibiyotik direng profilleri

5 -
= g
SS9 Z 3 o
L . . 55z = >
ANTIBIYOTIK DIRENC PROFILLERI 5 % @ E,
= o
E o
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 23 20 375
F, TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM,SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 21 6 10.72
F, TPZ, LEV, FEP, NET, TOB, CZ, CPD '
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 22 4 716
F, TPZ, LEV, TGC, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 22 4 716
F, TPZ, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, F, 22 4 716
TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 292 2 3.57
TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 21 2 3.57
F, TPZ, TGC, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, F, 21 2 3.57
TPZ, LEV, TGC, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CIP, FF, F, TPZ, 20 9 357
TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, CN, CIP, FF, F, 22 1 1.78
TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, F, 22 1 1.78
TPZ, LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, F, 21 1 1.78
TPZ, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, FF, 21 1 1.78
LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, CIP, F, TPZ, 21 1 1.78
LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD )
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CIP, F, TPZ, 21 1 1.78
LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, CIP, FF, TPZ, 20 1 1.78
LEV, TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CXA, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, AK, CN, 20 1 1.78
CIP, F, TPZ, LEV, FEP, NET, TOB, CZ, CPD ’
AM, SXT, CXM, CXA, CFM, CAZ, CRO, ETP, IPM, MEM, CIP, LEV, 18 1 1.78

TGC, CT, FEP, NET, TOB, CZ, CPD

4.3. KDKp izolatlarinda Antibiyotik Diren¢ Gen Profilleri

AMP: Ampisilin, SXT:Trimethoprim/Sulfamethoxazole, CXM:Cefuroxime, CFM: Cefixime, CAZ: Ceftazidime, CRO: Ceftriaxone,
ETP: Ertapenem, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, AK:Amikacin, CN: Gentamicin, CIP: Ciprofloxacin, FF: Fosfomycin, F:
Nitrofurontoin, TPZ: Piperacillin/Tazobactam, LEV: Levofloxacin, TGC:Tigecycline, CT: Colistin, FEP: Cefepime, NET: Netilmicin,
TOB: Tobramycin, CZ: Cefazolin, CPD: Cefpodoxime

blanpm-1 pozitif 53 K. pneumoniae izolatinda fenotipik olarak gozlenen antibiyotik
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direnglerinin gen diizeyinde tespiti gerceklestirildi. Karbapenem grubu antibiyotiklere

direng olusumunu saglayan blapxa-4s, blakpc ,blayim ve blawpe genleri 53 izolatda PZR



yardimi ile belirlendi. Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda; 53 izolatin 38’inin (% 71.69)
blaoxa-ss pozitif oldugu tespit edildi. Higbir izolatda KPC, VIM ve IMP tipi -laktamaz
belirlenemedi. Calismada 38 K. pneumoniae izolatinda NDM-1 ve OXA-48 tipi
karbapenemazin birlikte bulundugu tespit edildi (Tablo 4.3).

Calismada GSBL varliginin tespiti i¢in blartgm, blaspy, blactx-mi, blactx-m2, blaoxa-1,
blayeg, blages ve blapgr1 genleri arastirildi. Yapilan PZR resksiyonlar1 sonucunda
izolatlarin tiimiiniin (% 100) blactx.m1 GSBL tasidig: tespit edildi. Izolatlarm 49’ unun (%
92.45) blargm, 47’si (% 88.67) blasyy ve blaoxa1, 11’1 (% 20) blactx-m2 ve 2’si (% 4)
blayeg pozitif bulundu. GES ve PER-1 tipi B-laktamaz enzimleri hicbir izolatda tespit
edilmedi. K. pneumoniae Kp71 izolati tasidigi 6 B-laktamaz direng geni ile en fazla beta-

laktamaz genine sahip izolattir (Tablo 4.3).

Calismada blactx-m grup alt-tipinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen PZR sonucunda tiim
izolatlarda yaklasik 550 bp PZR fragmenti elde edildi. PZR fragmentlerinin DNA dizin
analizleri sonucunda izolatlarin 52’sinin (% 98.11) blactx-mis alt-tipine sahip oldugu, 1

izolatin ise (Kp78) blacrx-mi4p alt-tipine sahip oldugu tespit edidi (Tablo 4.3).

Calismada kinolon grubu antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimini saglayan PMFQ direng
genleri aragtirildi. Yapilan PZR reaksiyonlari sonucunda biitiin izolatlarin aac-6-1b-cr geni
agisindan pozitif oldugu tespit edildi. izolatlarm 48’1 (% 90.56) gnrS pozitif olarak
bulunurken 5’1 (% 9.43) gnrB geni agisindan pozitif bulundu. Gergeklestirilen ¢alismada
higbir izolatda qnrA geni tespit edilemedi. Calismamizda K. pneumoniae Kp71 ve Kp80
izolatlar1 taranan 17 antibiyotik diren¢ geninin 10’unu igererek en fazla direng genine sahip

olan izolatlardir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. KDKp izolatlarinda antibiyotik direng genleri

Karbapenemaz GSBL PMFQ Sinif-1 integron

: 3 .z 0|z 2 F %S 847 fcoowm2|TE

f 5SS s|sd 55 k2 g8 g dEEE W =2 bp Gen kasetleri

5§ ° = =22 535 g = =2 353° T S|Pk

o] ©

Kp69 + + - - - |+ + + + M5 - - + - |- - + + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp72 + - - - - |+ + + + M5 + - + -] - + + + -
Kp73 + + - - - |+ + + + M5 - - + -] - - + + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp75 + + - - - |+ + + + M5 - - + -] - + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp78 + - - - - |+ + 4+ - Mldb + - - -] - + - + -
Kp79 + + - - - |+ + + + ML - - + - |- - - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpg0 + + - - - |+ + + + ML - - + - |- + + + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp8g4 + + - - - |+ + + + ML - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpg6 + + - - - |+ + + - M5 - - + -] - + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp87 + + - - - |+ + + + M5 - - + -|- + - + -
Kp88 + + - - - |+ + + + M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp89 + + - - - |+ + + - M5 - - + -] - + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp92 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kps + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpo6 + + - - - |+ + + - ML - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp102 + + - - - |+ + + - M - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpo4 + + - - - |+ + + - M - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp07 + + - - - |+ + + - M1 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp109 + - - - - |+ + + + M5 - - + - |- + - + -
Kp112 + + - - - |- + + - M5 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpl13 + + - - - |+ + + + M5 - - - - |- + - + -
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Tablo 4.3. (devam)

Karbapenemazlar GSBL PMFQ Simf-1 integron

: sz 8023385, 8432 gcoa2|gt

2 ;5 S 8 S|s & o o xS & & 5 &|= S E w© 9 bp Gen kasetleri

s = o o oo oo = = c_é) 0 o 5 5| % o % N "é’

e} ©

Kp1l5 + + - - - |- 4+ + - M5 - - - - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp117 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi120 + - - - - |+ 4+ + - ML - - + - |- + - + -
Kpl24 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi26 + + - - - |+ - + - ML - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp127 + - - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp128 + + - - - |+ + + - M1 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp129 + - - - - |+ + + - M1 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp132 + + - - - |+ - + - M5 - - + =-|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp133 + - - - - |+ - + - M5 - - + - |- + - + -
Kp137 + + - - - + -+ - M15 - -+ - -+ - + -
Kp138 + + - - - |+ + + - M5 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp139 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp140 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kp142 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF—aadA2
Kp143 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF—aadA2
Kpl44 + + - - - |+ + + - M - - + -|- + - + -
Kp14ds + - - - - |+ - 4+ - M5 - - + -] - + - + -
Kpl49 + + - - - -+ + - M15 - -+ - -+ - + -
Kpls0 + + - - - |+ + + - M5 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpst + - - - - |+ + + - M5 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
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Tablo 4.3. (devam)

Karbapenemazlar GSBL PMFQ Simf-1 integron
: g s =z glz 3 %% c_é 2 8 % fl< ¢ @ 2|z S
2 5 = s 8| & 5 b ¥ 5 & S &|E E E ©|ED bp Gen kasetleri
re = o o o | ao o = = c_g o o 5 37 T T ©T % A §
o ©

Kp53 + - - - -|+ - + - M5 - - - - |- - + + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi54 + + - - - |+ + + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi%5 + + - - - |+ 4+ + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpt%¢ + - - - - |+ + + - M5 - - - - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpl7 + + - - - |- + + - M - - - -|- - - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi%8 + - - - - |+ 4+ + - M5 - - + - |- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpl63 + - - - - + + + - M15 - -+ - - + - + -
Kpt5 + - - - - |+ + + - M1 - - + -|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kple8 + + - - - |+ + + - M5 - - + -] - + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi70 + + - - - |+ + + - M5 - - + =-|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
Kpi72 + - - - - |+ + + - M5 - - + =-|- + - + + 1915 dfrAl2-orfF-aadA2
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Calismamizda izolatlarinin direng gen profilleri incelendiginde 53 KDKp izolatinin 19
farkli direng gen profiline sahip oldugu goriilmektedir. izolatlar arasinda en yaygin olan
Profil-1 dir. 21 izolatta (% 39.62) (Kp86, Kp89, Kp92, Kp95, Kp96, Kpl02, Kpl04,
Kpl107, Kpll7, Kpl24, Kpl28, Kp138, Kpl39, Kpl40, Kpl42, Kpl43, Kpld4, Kpl54,
Kp155, Kpl168, Kpl170) tespit edilen Profil-1 blanpm-1, blaoxa-as, blarem, blasyy, blacTx-
m1, blaoxa1, gnrS, aac-6’-1b-cr direng genlerini igermektedir. Bu profili 7 (% 13.20)
izolatta (Kp120, Kp129, Kp151, Kp158, Kp163, Kp165, Kp172) goriilen blanpm-1, blatem,
blaspy, blactx-mi1, blaoxa1, gnrS, aac-6-ib-cr direng genlerini igeren Profil-2 takip
etmektedir. Calismamizda belirledigimiz diger profiller sirasiyla KP75, KP84, KP87,
KP88 izolatlarinda belirlenen Profil-3, KP126, KP132, KP137 izolatlarinda belirlenen
Profil-4, KP69, KP73 izolatlarinda belirlenen Profil-5, KP111 ve KP149 izolatlarinda
belirlenen Profil-6, KP133 ve KP145 izolatlarinda belirlenen Profil-7, KP71 izolatinda
belirlenen Profil-8, KP80 izolatinda belirlenen Profil-9, KP109 izolatinda belirlenen Profil-
10, KP113 izolatinda belirlenen Profil-11, KP78 izolatinda belirlenen Profil-12, KP150
izolatinda belirlenen Profil-13, KP127 izolatinda belirlenen Profil-14, KP115 izolatinda
belirlenen Profil-15, KP156 izolatinda belirlenen Profil-16, KP157 izolatinda belirlenen
Profil-17, KP153 izolatinda belirlenen Profil-18, KP79 izolatinda belirlenen Profil-19

gelmektedir. Bu profillerde bulunan direng gen igerikleri Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. KDKp izolatlarinda belirlenen antibiyotik direng gen profilleri

2 I 2| =] o =1 =] 2] 2| £ a8 gl Fl < ||| g 5
rrofiTipi | 8| Sl &S| S| Bl E| 5| FlE|s| S| EIE|ElE|S] 5| ¢
Profil-1 | I | I PEEYY
Profi-2__ [ | I | B EEENFEFS
Profil-3 | I | ] ] | e | s
Profil-4 | NI B B | Il [ EEEES
Profil5 | I | | [ 1 ] | . N . |
Profil-6 | I Il | 0 | I B c |
Profil-7 [ | B N I N c |
Profills [ | 1 [ ] I : | s
Profil-o | NI I | [ [ [EEE
Profil-10 [ | 1 1 ] | I RS
Profil-11 | I | | I RS
Profil-12 [N | I | I RS
Profil-13 | I N | Il RS
Profil-14 [ | I | I RS
Profil-15 I Il | | I RS
Profil-16 | | [ | | I R
Profil-17 . | 1 W i | 188
Profil-18 N I : | iss
Profil-19 | 1 [ [ [ | | @ | 188

Profil-1: Kp86, Kp89, Kp92, Kp95, Kp96, Kp102, Kp104, Kp107, Kpl17, Kpl24, Kpl128, Kp138, Kp139, Kpl40, Kpl42, Kpl43, Kpl44, Kpl54, Kpl55, Kpl68, Kpl70 Profil-2: Kpl120, Kp129, Kpl51, Kp158,
Kp163, Kp165, Kpl72 Profil-3: KP75, KP84, KP87, KP88, Profil-4: KP126, KP132, KP137, Profil-5: KP69, KP73, Profil-6: KP111, KP149, Profil-7: KP133, KP145, Profil-8: KP71, Profil-9: KP80, Profil-10: KP109,
Profil-11: KP113, Profil-12: KP78, Profil-13: KP150, Profil-14: KP127, Profil-15: KP115, Profil-16: KP156, Profil-17: KP157, Profil-18: KP153, Profil-19: KP79
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4.4. KDKp izolatlarinda Simif-1 Integron Gen Kasetlerinin Belirlenmesi

Gergeklestirilen bu tez calismasinda Siif-1 integron gen kasetleri varligi incelendi.
Integronlarm 5°-CS ve 3°-CS bélgelerine spesifik primerler ile gergeklestirilen PZR islemi
sonrasinda gen {riinlerinin DNA dizin analizleri gergeklestirildi. Belirlenen DNA
sekanslart GenBank veri tabaninda var olan diger sekanslar ile karsilastirilarak Sinif-1

integronlarda yer alan direng genleri tespit edildi.

Calismamizda 53 izolatin 41’°sinde (% 77.35) Siif-1 integron varligi tespit edildi (Tablo
4.3). 41 izolatin integronlarn biiylikliginiin yaklasitk 1915 bp oldugu goézlemlendi.
Yapilan DNA dizin analizleri izolatlardaki Siif-1 integronlarin trimethoprim
antibiyotigine direng saglayan dfrA12 ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere direng
saglayan aadA12 diren¢ genlerini icerdigi tespit edildi. Ayrica integron gen kasetleri
icerisinde orfF hipotetikal proteinininde var oldugu tespit edildi (Sekil 4.1). Calismada
tespit edilen Sinmif-1 integronlar INTEGRALL veri tabani kullanilarak veri tabaninda var
olan diger Sinif-1 integronlar ile karsilastirildi ve siniflandirildi. Siniflandirma sonucunda
41 izolatda bulunan Smmf-1 integronlar In27 (dfrAl2—orfF—aadA2) olarak

isimlendirilmistir.

SCS dfrdl2 arfl aadA2 3CS
B i EETTHE

Sekil 4.1. KDKp izolatlarinda Sinif-1 integron gen kasetlerinin sematik gdsterimi

4.5. KDKp Izolatlarinda Viriilans Genlerinin ve Kapsiil Serotipinin Belirlenmesi

KDKp izolatlarinda hipermukoviskozite ve 20 adet viriilans gen varligi (rmpA, wcaG, uge,
wabG, magA, ycfM, fimH, mrkD, kpn, alls, ureA, iutA, ybtA, entB, kfuBC, fepA, fyuA,
iroD, iroN, CNF-1) gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda tespit edildi.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda 53 KDKp arasinda hvKP izolatlarini tanimlamak igin
virilans bir plazmit olan pLVPK-tirevi lokuslarmin (iutA, rmpA, iroN) varligin

kullanildi. Bu 3 gen agisindan pozitif olan izolatlar hiperviriilant olarak degerlendirildi.
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Gergeklestirilen tez ¢alismasi sonucunda 53 KDKp izolatinin 32’si (% 60.37) iutA, rmpA
ve iroN genlerini beraber igerdigi tespit edildi ve bu izolatlar hiperviriilant olarak

degerlendirildi. (Tablo 4.5).

4.5.1. Kapsiil

String test ile gergeklestirilen hipermukoviskozite ozelligi incelendiginde; 53 izolatin
5’inde (% 9.43) kolonilerin yaklagik >5 mm uzayarak hipermukoviskozite ozelligi
gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. K. pneumoniae Kp78 izolatinin string test goriintiisii

Viriilans gen igerigini belirlemek amaci ile yapilan PZR analizleri sonucunda 53 KDKp
izolatinin 55’inde (% 98.11) rmpA, 3’tinde (% 5.66) magA gen varligi1 tespit edildi.
izolatlarin higbirinde wcaG geni tespit edilemedi (Tablo 4.5).

45.2. LPS

Gergeklestirilen PZR analizleri sonucunda izolatlarin tiimiinde (%100) LPS yapr ile ilgili
olan uge, ycfM ve wabG genleri pozitif olarak bulundu (Tablo 4.5).

45.3. Fimbria

Yapilan viriilans gen varligi ¢alismalar1 sonucunda 53 KDKp izolatlarinin 48’i (% 90.56)
kpn geni agisindan pozitif olarak bulunurken, izolatlarin timi (% 100) fimH ve mrkD
genleri agisindan pozitif tespit edildi (Tablo 4.5).
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4.5.4. Siderofor

Gergeklestirilen bu tez g¢alismasi sonucunda 53 KDKp izolatinin tiimiiniin (% 100)
aerobaktin sideroforu ile iligkili olan 1UtA geni agisindan pozitif oldugu tespit edildi.
Izolatlar enterobaktin siderofu ile alakali entB ve fepA geni agisindan incelendi ve
izolatlarin tiimiiniin entB, 13’lniin (% 24.52) fepA geni agisindan pozitif oldugu tespit
edildi. Izolatlarin salmoklein siderofu ile alakali iroN ve iroD gen igerigi incelendi ve
izolatlarin 32’si (% 60.37) ve 4’1 (% 7.54) sirasiyla iroN ve iroD genleri agisindan pozitif
olarak tespit edildi. Izolatlarin yersiniabaktin siderofu ile ilgili gen igerigi arastirildiginda;
53 izolatin 38’1 (% 71.69) ybtA ve 33’1 (% 62.26) fyuA genleri agisindan pozitif olarak
tespit edildi. Ayrica izolatlar hvKP suslarinda yaygin olarak bulunan ek demir tasima
sistemi ile alakali kKfuBC geni tarafindan arastirildi ve izolatlarin % 100 kfuBC geni

acisindan pozitif bulundu (Tablo 4.5).

4.5.5. Azot Kaynag Kullanim

Calismada izolatlarmn timii (% 100) nitrojen metabolismasi ile alakali ureA geni agisindan
pozitif olarak tespit edildi. Ayrica 53 izolatin, 51’1 (% 96.22) allantoin mekanizmasi ile

iliskili olan alls geni igerdigi tespit edildi.
4.5.6. Kapsiil Serotipi

KDKp izolatlarin kapsiil serotipleri wzi geninin DNA dizinlerinin analiz edilmesi ile tespit
edildi. Elde edilen DNA dizileri Pastor Ensititiisii Veri Bankasinda bulunan diger wzi gen
bolgeleri ile karsilagtirilarak kapsiil serotipleri belirlendi (URL-4) . Yapilan incelemede; 53
izolatin 45’1 (% 84.90) alel 64’1 igerip wzi64 (K14.64) kapsiil serotipinde oldugu tespit
edildi. izolatlarin 3’ii (Kp78, Kp133, Kpl137) (% 5.66) alel 137’1 icerip wzil37 (K17)
kapsiil serotipinde tespit edildi. Izolatlarin 2’si (Kp144, Kp145) (% 3.77) alel 39’u igerip
wzi39 (K39) kapsiil serotipinde yine izolatlarin 2’si (Kp109, Kp113) (% 3.77) alel 19’u
icerip wzil9 (K.19) kapsiil serotipinde oldugu tespit edildi. Calismada bir izolat ise
(Kp158) (% 1.88) alel 50 olup wzi50 (K.15.17.50.51.52) kapsiil serotipinde oldugu tespit
edildi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. KDKp izolatlarmin viriilans gen profilleri ve kapsiil genotipi

Z 5 2
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S = — = ol
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= e = c = > = = o 2 = = =~ & =2 £ § = &)
Kp69 + - - -+ + 4+ + + + |+ + ]+ + o+ 4+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp7l + - - -+ + + |+ + 4+ |+ + |+ + o+ - - -+ + | - - 147 | Grup-3 | wzi64- K14-K64
Kp73 + - - - |+ + + |+ + + |+ + |+ + + + o+ o+ | - + | 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp75 + - - -+ A+ o+ -+ - - -+ o+ o+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp78 + - -+ + + + |+ + -+ + |+ - - -+ + o+ o+ - - 101 | Grup-3 wzil37- K17
Kp79 + - - -+ + 4+ + -+ O+ - -+ o+ 4+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp80 + - - -+ + 4+ |+ + |+ ]+ - -+ o+ 4+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp84 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - -+ - -+ + | - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp86 + - - -+ + + |+ o+ + |+ + ]+ - -+ o+ o+ o+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp87 + - - -+ + A+ o+ + |+ + ]+ - -+ - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp88 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - -+ - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp89 + - - -+ + 4+ o+ |+ ]+ - -+ - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp92 + - - -+ + 4+ |+ + |+ + |+ O+ -+ o+ o+ 4+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp%s + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - -+ - -+ + | - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp% + - - -+ + + |+ + + |+ + ]+ - -+ o+ o+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp102 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - - - - -+ + | - - 324 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl04 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - -+ - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp107 + + - -+ + + |+ + + |+ + |+ + - o+ 4+ -+ + | - + 14 Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl09 + - - -+ + 4+ |+ + |+ + ]+ - -+ o+ 4+ - + 2237 | Grup-1 wzil9- K19
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Tablo 4.5. (devam)

2 N — 'z 2
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Kplll + - - -+ + 4+ + + |+ + ]+ O+ -+ o+ 4+ - + 14 Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp113 + - - - |+ + + |+ + + |+ + |+ - - + + + + + |- + | 2237 | Grup-1 wzil9- K19
Kpll5 + - -+ + + |+ + 4+ |+ + |+ - - + + + + + | - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpll7 + - - -+ + A+ o+ + |+ + ]+ - -+ o+ -+ o+ - + 324 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpi120 + - - - |+ + + |+ + + |+ + [+ + - - + + + + | - - 1561 | Grup-1 | wzi64- K14-K64
Kpl24 + - -+ + + + ]+ + + ]+ + |+ o+ - -+ -+ + | - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl26 + - - -+ + 4+ |+ + |+ ]+ - - -+ o+ 4+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp1l27 + + - - |+ + + |+ + + |+ + |+ - - + - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl28 + - - -+ + + |+ + + |- + |+ + - - - + + + | - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl29 + - - -+ + + |+ O+ + |+ + |+ - - -+ o+ o+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl32 + - - -+ + |+ o+ +H |+ + |+ - - -+ -+ o+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl33 + + - -+ + + |+ o+ + |+ + |+ - -+ + o+ o+ o+ - + 101 | Grup-3 wzil37- K17
Kpl37 + - - -+ + 4+ |+ + |+ ]+ - - -+ o+ 4+ - - 101 | Grup-3 wzil37- K17
Kpl38 + - - -+ + + |+ + -+ + |+ - - - - -+ + | - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl39 + - - -+ + A+ o+ -+ - - - -+ o+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp140 + - - - |+ + + |+ + + |+ + [+ - - + - - + 4+ | - + | 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kp142 + - - - |+ + + |+ + + |+ + [+ - - + + + + + | - + | 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl143 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ + -+ 4+ -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl44 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ -+ - 4+ o+ o+ o+ | - - 985 | Grup-1 wzi39- K39
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Tablo 4.5. (devam)

< i § - Y g :2-
2 n ‘= 2 N "8 s F E g
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S s = @ = Eg
- = x Ew
O <o ¢ N =
[a 1 |
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Kpl45 + - - -+ + + |+ + 4+ |+ + |+ - o+ -+ o+ o+ o+ - - 985 | Grup-1 wzi39- K39
Kp149 + - -+ |+ + A+ |+ O+ |+ |+ - - -+ -+ o+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl50 + - + |+ + 4+ |+ + + |+ + |+ - - + 4+ + + + | - + | 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl51 + - - -+ + 4+ + |+ ]+ - - -+ o+ o+ 4+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl53 + - -+ |+ + 4+ + |+ +H ]+ - - -+ o+ o+ 4+ - - 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl54 + - - -+ + 4+ + + |+ + ]+ O+ -+ o+ 4+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpls5 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - -+ + + 4+ + | - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl56 + - - -+ + A+ o+ + |+ + ]+ - -+ - -+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl57 + - - -+ + + |+ o+ + |+ + ]+ - -+ o+ o+ o+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
wzi50-
Kpls8 - - - -+ + - - - - - - 5405 | GIup-A | o 7Kks0K51K 2
Kpl63 + - - -+ + + |+ + + |+ + |+ - - -+ o+ o+ o+ - - 147 | Grup-3 | wzi64- K14-K64
Kpl65 + - - -+ + 4+ |+ + |+ ]+ - -+ o+ 4+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kple8 + - - -+ + + |+ + 4+ |+ + |+ + -+ o+ o+ o+ + | - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpi70 + - - - |+ + + |+ + + |+ + |+ - - + - - 4+ + | - + | 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
Kpl72 + - - -+ + |+ + + |+ + |+ O+ -+ o+ o+ o+ - + 2096 | Grup-2 | wzi64- K14-K64
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4.6. KDKp izolatlarinin Molekiiler Epidemiyolojisi

4.6.1. rep-PZR

Calismada kullanilan 53 KDKp izolatinin molekiiler epidemiyoloji ¢alismalarinda DNA
parmak izi metotlarindan biri olan rep-PZR metodu izolatlarin genotiplendirilmesinde
kullanildi. Gergeklestirilen PZR islemi sonucunda izolatlardan ¢ogaltilan bant profilleri

Sekil 4.3°de verilmistir.

"EmEgtsee

200 MM OMN MM WA QO M

Sekil 4.3. KDKp izolatlarinda rep-PZR fragmentlerinin agaroz jel goriintiisii. M: 100 bp + DNA markir
(ThermoFisherScientific), 1-Kp69, 2-Kp71, 3-Kp73, 4-Kp75, 5-Kp78, 6-Kp79, 7-Kp80, 8-Kp84, 9-Kp86, 10-Kp87, 11-Kp88, 12-Kp89,
13-Kp92, 14-Kp95, 15-Kp96, 16-Kp102, 17-Kp104, 18-Kp107, 19-Kp109, 20-Kp11l, 21-Kp113, 22-Kp115, 23-Kp117, 24-Kp120, 25-
Kp124, 26-Kp126, 27-Kp127, 28-Kp128, 29-Kp129, 30-Kp132, 31-Kp133, 32-Kp137, 33-Kp138, 34-Kp139, 35-Kp140, 36-Kpl42, 37-
Kp143, 38-Kp144, 39-Kp145, 40-Kp149, 41-Kp150, 42-Kp151, 43-Kp153, 44-Kp154, 45-Kp155, 46-Kp156, 47-Kp157, 48-Kp158, 49-
Kp163, 50-Kp165, 51-Kp168, 52-Kp170, 53-Kp172

Agaroz jel elektroforezi sonucunda izolatlarin bant profilleri incelendi ve olusturulan
matrikste bantlar var-yok seklinde smiflandirildi. Olusturulan matriks Mega X.
programinda islendi ve dendogram olusturuldu. Olusturulan dendograma gore 4 ana
grubun oldugu gézlemlendi. izolatlarin 42’si (% 79.24) gibi biiyiik bir cogunlugu Grup-
2’de kiimelendi. Bunu 5 izolat (% 9.43) ile Grup-1 ve Grup-3, 1 izolat (% 1.88) ile Grup-4
takip etti (Sekil 4.4).
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— Kp144 Kp145 Grupl

Kp 109 Kp113

Kp88 Kp95 Kp102 Kp104

Grup 2

Kp69 Kp73 Kp75 Ko79 Kp80 Kp84 K86 Kp87 Kp89 Kp92 Kp96 Kp107 Kp111 Kp115 Kp124 Kp126 Kp127 Kp128 Kp129
Kp132 Kp138 Kp139 Kp140 Kp142 Kp143 Kp149 Kp150 Kp151 Kp153 Kp154 Kp155 Kp156 Kp157 Kp165 Kp168 Kp170 Kp172

—

Kp71 Kp163

Grup 3

Kp78 Kp133 Kp137

Kp158 Grup 4

Sekil 4.4. KDKp izolatlarinin rep-PZR profilleri
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4.6.2. Multi-Lokus Sekans Tipleri (MLST) Analizleri

KDKp izolatlarinin MLST analizleri PubMLST web sitesinde belirtilen 7 adet temel
(housekeeping) genin (rpoB, pgi, mdh, infB, gapA, tonB ve phoE) sekans analizlerinin
incelenmesi sonucu gerceklestirildi. Sekans analizlerine gére PubMLST veri bankasindan
genlerin alel profilleri ¢ikarildi. Herbir izolatin gen alelleri data bankasina girilerek var

olan ST tipleri ile karsilastirilarak, ST tipleri belirlendi.

KDKp 53 izolatin gapA geninin sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 44’tinde (%
83.01) alel 1, 4’tinde (% 7.54) alel 2, 3’tinde (% 5.66) alel 3 ve 2’sinde (% 3.77) alel 10
tespit edildi (Tablo 4.6).

KDKp 53 izolatin infB geninin sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 45’inde (%

84.9) alel 6, 3’tinde (% 5.66) alel 1 ve 4, 2’sinde (% 5.66) alel 3 tespit edildi (Tablo 4.6).

KDKp 53 izolatin mdh geninin sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 47°sinde (%
88.67) alel 1, 3’tinde (% 5.66) alel 6 ve 2 tespit edildi (Tablo 4.6).

KDKp 53 izolatin pgi geninde sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 48’inde (%
90.56) alel 1, 3’tinde (% 5.66) alel 5 ve 2’sinde (% 3.77) alel 2 tespit edildi (Tablo 4.6).

KDKp 53 izolatin phoE geninde sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 45’inde (%
84.90) alel 1, 3’tinde (% 5.66) alel 4 ve 7, 2’sinde (% 3.77) alel 6 tespit edildi (Tablo 4.6).

KDKp 53 izolatin rpoB geninde sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 40’inde (%
75.47) alel 46, 7’sinde (% 13.20) alel 4 ve 6’sinda (% 11.32) alel 1 tespit edildi (Tablo
4.6).

KDKp 53 izolatin tonB geninde sekans analizleri incelendiginde; izolatlarin 44’tinde (%
83.01) alel 1, 3’tinde (% 5) alel 6, 4 ve 38 tespit edildi (Tablo 4.6).

Izolatlarin belirlenen alel profilleri sonucunda atanan ST tipleri incelendiginde; en baskin
ST tipinin 53 izolattan 38’inde (% 71.69) belirlenen ST2096 oldugu tespit edildi. Bu ST
tipini 3 izolatta (%5.66) tespit edilen ST101, 2’ser (%3.77) izolatta tespit edilen ST14,
ST147, ST324, ST985, ST2237 ve 1’er (%]1,88) izolatta tespit edilen ST1561, ST5405
tipleri takip etmektedir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. KDKp izolatlarmin Multi Lokus Sekans Tipleri (MLST)
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Kp69 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp71 3 4 6 1 7 4 38 147 Grup-3
Kp73 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp75 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp78 2 6 1 5 4 1 6 101 Grup-3
Kp79 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp80 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp84 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp86 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp87 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp88 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp89 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp92 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp95 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp96 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp102 1 6 1 1 1 4 1 324 Grup-2
Kpl104 1 6 1 1 1l 46 1 2096 Grup-2
Kp107 1 6 1 1 1 1 1 14 Grup-2
Kp109 1 1 1 1 1 46 1 2237 Grup-1
Kplll 1 6 1 1 1 1 1 14 Grup-2
Kp113 1 1 1 1 1 46 1 2237 Grup-1
Kpl15 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpll7 1 6 1 1 1 4 1 324 Grup-2
Kp120 3 4 6 1 7 1 38 1561 Grup-1
Kpl24 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp126 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpl27 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp128 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp129 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpl32 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp133 2 6 1 5 4 1 6 101 Grup-3
Kpl37 2 6 1 5 4 1 6 101 Grup-3
Kp138 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp139 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kp140 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpl142 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpl43 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
Kpl44 10 3 2 2 6 4 4 985 Grup-1
Kp145 10 3 2 2 6 4 4 985 Grup-1
Kpl149 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
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Tablo 4.6. (devam)
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41 Kpl50 1 6 1 1 1 46 1 2096  Grup-2
42 Kplsl 1 6 1 1 1 46 1 2096  Grup-2
43  Kpl53 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
44  Kpls4 1 6 1 1 1 46 1 2096  Grup-2
45  Kpl55 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
46  Kpl56 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
47 Kpl57 1 6 1 1 1 46 1 2096  Grup-2
48 Kpl58 2 1 2 1 1 4 4 5405 Grup-4
49 Kpl63 3 4 6 1 7 4 38 147 Grup-3
50 Kpl165 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
51 Kpl68 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
52 Kpl70 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
53  Kpl72 1 6 1 1 1 46 1 2096 Grup-2
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5. TARTISMA ve SONUC

K. pneumoniae toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan firsat¢1 bir
patojendir. Normalde K. pneumoniae insanlarda deride, orofarinkste veya gastrointestinal
sistemde kolonize olur. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis veya diyabetes mellitus gibi altta
yatan hastalik durumlarindan muzdarip olan kisilerde pnomoni, bakteriyemi, siipliratif
enfeksiyonlar, idrar yolu enfeksiyonlari, kolanjit ve nadiren osteomiyelit veya menenjit
gibi g¢esitli enfeksiyonlara neden olur. K. pneumoniae enfeksiyonlarinin klinik
spektrumundaki varyasyonlar, kismen antimikrobiyal duyarlilik profiline ve buna ek olarak
virilans faktorlerine sahip olmalarina veya bu faktorlerin ekspresyonuna baglanabilir
(Remya ve dig., 2019). K. pneumoniae hastane ve toplum kaynakli enfeksiyon etkeni
olarak en sik izole edilen Enterobacteriaceae ailesi liyesidir. Gergeklestirilen bu tez
calismasinda; Kirsehir Ahi Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesinde yatan
hastalardan izole edilen K. pneumoniae izolatlarinin epidemiyolojik tiplendirmeleri,

viriilans genleri ve karbapenem direncinin molekiiler karakterizasyonu gerceklestirildi.

2017'de Diinya Saghk Orgiitii, acil olarak bazi bakterilere karsi yeni antibiyotikler
gelistirmesi gerektigini duyurdu ve antibiyotige direngli bakterilerin bir listesini yayinladi.
Bu liste, yeni antibiyotiklere ihtiya¢ duyulan aciliyete bagli olarak ii¢ kategoriye ayrildi:
kritik, yiiksek ve orta oOncelik. Kritik kategori icerisinde karbapenem ve 3. nesil
sefalosporin direngli Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri bulunur. Bu bakteriler, kan dolagimi
enfeksiyonlari, zatiirre, komplike idrar yolu enfeksiyonlari ve komplike intra-abdominal
enfeksiyonlar gibi ciddi enfeksiyonlara neden olan yaygin patojenlerdir (Suay-Garcia ve
Perez-Gracia, 2019). Hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarin dnemli bir
nedeni olan karbapenem direngli K. pneumoniae bu listede kritik kategoride
listelenmektedir (David ve dig., 2019). Karbapenemler, son derece giiglii bir antibakteriyel
etki ile bugiine kadarki en genis aktivite spektrumuna sahip antibiyotik sinifidir (Jin ve
dig., 2020). Bu durumda hastane kaynakli enfeksiyonlarda siklikla izole edilen K.
pneumoniae’lerde  karbapenem  direncinin saptanmasi enfeksiyon hastaliklarmin
tedavisinde cok tehlikeli bir durumu isaret etmektedir. Bu nedenle hastane kaynakli K.

pneumoniae izolatlarinda karbapenem direngli izolatlarin tespit edilmesi, dirence neden
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olan genlerin belirlenmesi ve bu diren¢ genlerinin tastyan izolatlarin epidemiyolojik olarak
yayilimlarinin tespit edilmesi direngle miicadele etmek igin ¢ok Onemlidir ve bu tez

calismamizda bunu bagarmay1 amacglamaktadir.

GSBL’lar penicilinler, birinci, ikinci ve iiglincii kusak sefalosporinler ve monobaktamlara
direng saglayan B-laktam antibiyotiklerinin B-laktam halkasini hidroliz eden enzimlerdir.
GSBL enzimleri yaygin olarak farkli ve aym tiir bakteriler arasinda horizontal yayilima
neden olan konjugatif plazmitler iizerinde bulunan blatgm, blasyy ve blactx-m genleri
tarafindan kodlanir (Silago ve dig., 2021). 1980'lerde en yaygin GSBL'ler TEM ve SHV
iken, 21. yiizyilin basindan beri CTX-M tipleri daha baskin hale gelmistir. Gliniimiize
kadar genislemis spektruma sahip bir¢ok beta-laktamaz genlerinin varligi tespit edilmis
olup, blaoxa, blaper, blages ve blayeg bunlara ornektir (Girlich ve dig., 2020).
Calismamizda 53 K. pneumoniae izolatinda GSBL enzimlerinin {iretimini saglayan blargw,
blactx-m-1, blactx-m2, blaspy, blaoxa1, blaper1, blaces ve blayeg genlerinin varlig
arastirildi. Calismamizin sonucunda en yaygin GSBL genotipleri % 100 blactx-m-1 , % 93
blatem ve % 89 blasyy Ve blapxa-1 genleri olarak tespit edildi. Bunun yanisira daha diisiik
prevelansta % 20 blactx-m2 Ve % 4 blayeg genleri tespit edilirken blages ve blapgr-1 genleri

higbir izolatta tespit edilemedi.

Bektas ve dig. (2018) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Ocak 2008-Ekim 2012
tarihleri arasinda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve fenotipik olarak GSBL {irettigi
saptanan 100 E. coli ve 100 K. pneumoniae susunda CTX-M, TEM, SHV, VEB, GES,
PER ve OXA tipi B-laktamazlar polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirildi. K. pneumoniae
suslarinda B-laktamazlar sirasiyla; CTX-M % 99, SHV % 91, TEM % 71, OXA-10 grup %
10 ve OXA-2 grup % 5 oraninda pozitif bulundu. GES, VEB ve PER tiirii -laktamaz
genleri ise higbir susta saptanmadi. Obali (2020) tarafindan gergeklestirilen bir tez
calismasinda Konya ili hastanelerindeki klinik 6rneklerden izole edilen 192 K. pneumoniae
izolatinda GSBL {iretimi genotipik olarak arastirildi. Caligmanin sonucunda izolatlarin %
96.87’si genotipik olrak GSBL pozitif olarak belirlendi. izolatlarda blashy, blatem, blaoxa
ve blactx.m geni igerigi sirasiyla % 95.83, % 49.47, % 45.31 ve % 14.06 olarak tespit
edildi. Deniz ve dig. (2021) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise Kars
Harakani Devlet Hastanesine idrar yollar1 yakinmasi ile basvuran bireylere ait idrar
orneklerinden izole edilen E. coli ve K. pneumoniae suslari arasinda GSBL enzim {ireten

suslarin molekiiler yontemlerle arastirilmasi gerceklestirildi. Calismada 14 GSBL pozitif
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K. pneumoniae izolati elde edildi ve izolatlarda blatem, blasyy ve blacrtx-wm genlerinin
varlig1 arastirildi. Yapilan bu ¢alismasi sonucunda izolatlarda % 64.29, % 50 ve % 42.86
oraninda sirasiyla blactx-m, blaspy, blarem genlerinin varhigr tespit edildi. Gergeklestirilen
calismalar gostermektedir ki; GSBL enzim iiretiminde TEM, SHV ve CTX-M tipi -
laktamazlar oransal olarak bir birine yakindir ve aralarinda ¢alismalara gore farkliliklar
olsada iilkemizde de en yaygin olan GSBL enzimleridirler. Gergeklestirdigimiz bu tez

calismasida iilkemiz literatiiriindeki veriler ile uygunluk gostermektedir.

Diinyada yapilan benzer calismalara bakildiginda; 2018-2020 yillar1 arasinda iran’da
gerceklestirilen bir ¢alismada karbapenem direngli 100 K. pneumoniae izolatinda
karbapenemaz, GSBL ve pAmpC genleri arastirildi. Calismanin sonucunda 100
karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinin 6’sinda (% 6) blaspy, 39’unda(% 39) blargm
ve 48’inde (% 48) blactx-m genlerinin varligi tespit edildi (Babazadeh ve dig., 2022). Bir
diger caligma ise Eyliil-Aralik 2014 tarihleri arasinda Malezya hastanelerinden izole edilen
K. pneumoniae izolatlar1 iizerine gerceklestirildi. K. pneumoniae izolatlarinin 31’1 ¢oklu
ilag direncine sahip oldugu ve bunlardan 27’sinin fenotipik olarak GSBL iireticisi oldugu
tespit edildi. Gergeklestirilen PZR ¢alismalari sonucunda 31 izolatin 26’sinin blargy,
24’inlin blasyy ve 23’Uniin blactx-m1 P-laktamaz genlerine sahip oldugu tespit edildi
(Mobasseri ve dig., 2020). Ekim 2014- Mart 2015 tarihleri arasinda italya’da
gerceklestirilen bir diger c¢alismada; uzun siireli bakim evlerinde (Long-term care
facilieties) ikamet eden yaslilardan alinan idrar ve gaita orneklerinde 52 K. pneumoniae
izole edildi ve GSBL igerikleri arastirildi. Gergeklestirilen ¢alismada 52 izolatin 22’sinin
coklu ilag direncine sahip oldugu tespit edildi. Yapilan PZR ¢alismas1 sonucunda 22
izolatin 19’unun (% 86.4) CTX-M, 2’sinin (% 9.1) TEM, I’inin (% 4.5) SHV tipi GSBL
icerdigi tespit edildi (Giufre ve dig., 2018). Ferreira ve dig. (2019) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada Ocak 2014- Mayis 2015 tarihleri arasinda Brezilya’da
liglincii basamak bir hastanenin yogun bakim servisinden izole edilen 25 K. pneumoniae
izolatinin PB-laktamaz kodlayan genleri arastirildi. Calismada 25 izolatin 21°1 c¢oklu ilag
direncine sahip oldugu belirlendi. Bu 25 izolat iizerine gerceklestirilen PZR caligsmalari
sonucunda % 100’tiniin TEM, % 96’sinin SHV, % 84’iiniin OXA-1 ve % 72’sinin CTX-
M1 tipi GSBL igerdigi tespit edildi. Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde
gergeklestirilen bu tez ¢alismasina benzer sekilde en yaygin GSBL’in TEM, SHV, CTX-M

tipi B-laktamazlar oldugu goriilmektedir.
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GSBL'ler, sefamisinleri (6rn., sefoksitin ve sefotetan) ve karbapenemleri (6rn., imipenem
ve meropenem) hidrolize etmede etkili degildir. Bu nedenle bu antibiyotik ajanlar,
Ozellikle de karbapenemler, GSBL iireticilerine bagli enfeksiyonlarin tedavisi igin
onerilirler (Silago ve dig., 2021). Karbapenemler, son derece gii¢lii bir antibakteriyel etki
ile bugiine kadarki en genis aktivite spektrumuna sahip antibiyotik siifidir (Jin vd., 2020).
Karbapenemler, antibiyotige direngli mikrobiyal enfeksiyonlarin oniindeki son engeldir.
Karbapenemler ¢oklu ila¢ direncine sahip, GSBL enzimi iiretebilen veya muhtemelen
AmpC tip B-laktamaz iireten Enterobacteriaceae tiyeleri tarafindan tetiklenen ciddi hastane
kaynakl1 enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in mevcut en etkili terapotik segeneklerdir (Ebomah
ve Okoh, 2020). Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda bakterilere yonelik karbapenem
antibiyotiklerinin siklikla kullanimi karbapenem direngli bakterilerin ortyaya ¢ikmasi gibi
daha endise verici bir soruna yol agmistir. Tiim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de ¢ok
ciddi bir sorun olan karbapenem direnci gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinin ana
amacidir. Bu tezden elde edilen veriler ile Kirsehir Ili i¢in ilk olarak karbapenem

direncinin molekiiler seviyede arastirilmasi gerceklestirilmistir.

Enterobacteriaceae ailesi iyelerinin karbapenemlere direngli hale geldigi ii¢ ana
mekanizma vardir: enzim iretimi, efluks pompalar1 ve porin mutasyonlari. Bunlardan
enzim {iretimi ana diren¢ mekanizmasidir. KPC, VIM, IMP, NDM ve OXA-tip
karbapenemazlar klinikte en 6nemli enzimlerdir (Suay-Garcia ve Perez-Gracia, 2019).
Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda da klinik olarak ¢ok onemli olan KPC, NDM-1,
VIM, IMP ve OXA-48 tip karbapenemazlar 53 K. pneumoniae izolatinda incelendi.

Calismamizda KPC tipi karbapenemaz {iretimi incelendiginde higbir izolatta blakpc
geninin varlig1 tespit edilemedi. Literatiirde K. pneumoniae ve diger Enterobacteriaceae'de
kapsamli bir sekilde arastiritlan KPC tipi karbapenemazlarin Amerika Birlesik
Devletleri'nde yaygin olan karbapenemaz tipi oldugu goriilmektedir. Ancak Yunanistan ve
Italya gibi bazi Avrupa iilkelerinde de endemiktir. Fakat Tiirkiye i¢in bakildiginda
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen K. pneumoniae ve Enterobacteriaceae tiyelerinde
KPC tipi karbapenemaz tespiti sporadik bir yayilma gosterir (Munoz-Price ve dig., 2013).
Literatiir incelendiginde iilkemizde yapilan c¢aligmalarda KPC tipi karbapenemaz
enzimlerinin varlig1 tespit edilemezken, son yillardan itibaren birka¢ yayinda KPC tipi
karbapenemazlarin varligi yayinlanmaya baslamistir (Geng ve dig., 2022; Ergen ve dig.,
2022; Isler ve dig., 2022).
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Alp dig. (2013) Tiirkiye’de tiglincli basamak bir {iniversite hastanesinde yaptigi bir
caligmada 137 hastadan KDKp izole ettiler. PZR yardimiyla karbapenamaz kodlayan
genlere bakildiginda, 94 K. pneumoniae izolatinin % 91.5 OXA-48, % 4.3 NDM-1 ve %
3.2 IMP tipi karbapenemaz yoniinden pozitif bulundu. Iraz ve dig. (2015) Tirkiye'de
Bezmialem Vakif Universitesinde Temmuz 2012 ile Mart 2013 tarihleri arasinda topladig
37 K. pneumoniae izolatinda karbapenamaz varligini arastirdi. % 86 OXA-48, % 19 NDM-
1 pozitif bulundu ve higbir izolatta IMP enzimine rastlamadi. Ulu ve dig. (2017) tarafindan
gerceklestirilen c¢alismada 2013-2014 donemlerinde, Cukurova Universitesi Balcali
Hastanesi'ndeki hastalardan izole edilen karbapenemlere direngli 98 K. pneumoniae izolati
karbapenamaz varligi PZR ile tarandi. Caligmada % 74.5 OXA-48, % 45.9 VIM ve % 20.4
NDM-1 karbapemaz saptandi. Tiirkiyede Ugiincii Basamak bir referans hastaneden izole
edilen karbapenem antibiyotiklerine direngli 86 K. pneumoniae izolati karbapenamaz
varlig1 yoniinden PZR ile tarandi. Izolatlarin % 75.36 s1 OXA-48, % 7.25’i NDM-1 ve %
1.45’i VIM pozitif olarak belirlendi. (Baran ve dig., 2016). Gelemez ve dig. (2019)
gerceklestirdikleri ¢alismada Haziran- Aralik 2017 tarihleri arasinda erigskin yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalardan rektal siirlintii 6rnekleri topladilar. Toplanan izolatlar
VITEK2 otomatize sistemi ile K. pneumoniae olarak tanimlandi. Karbapenem direng
genlerinin (OXA-48, IMP, VIM, KPC, NDM) varlig1 spesifik primerler kullanilarak PZR
yontemi ile arastirildi. Caligmanin sonucunda izolatlarin % 27.5’1t OXA-48, % 19.6’s1
NDM geni igerdigi tespit edildi. Ayn1 zamanda izolatlarin % 39.2’si OXA-48 ve NDM
genlerini beraber tasidigi belirlendi. Calismada ayrica izolatlarin % 5.9’unun KPC geni
igerdigi ve % 7.8’inin KPC+NDM direng genlerini beraber tasidigi belirlendi. Hazirolan ve
Karago6z, (2020) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise 2017-2019 tarihleri
arasinda karbapenem direngli klinik 93 K. pneumoniae izolatinda karbapenem direng
genlerinin (OXA-48, IMP, VIM, KPC, NDM) varlig1 spesifik primerler kullanilarak PCR
yontemi ile arastirtldi. Yapilan ¢alisma sonucunda tiim izolatlarin (%100) OXA-48 geni
tasidigr tespit edildi. Ayrica 2 izolatda OXA-48+NDM direng genlerinin beraber
bulundugu tespit edildi. Hosbul ve dig. (2021) klinik 38 K. pneumoniae izolatinda
karbapenem direng genlerini (OXA-48, IMP, VIM, KPC, NDM) PZR yardimu ile arastirdi.
Gergeklestirilen bu ¢alismanin sonucunda izolatlarin % 58’1 OXA-48, %5°’1 NDM direng
geni tasidigr tespit edildi. Ayrica izolatlarin %34’ OXA-48+NDM diren¢ genlerini
beraber tasidig1 tespit edildi. Izolatlarin higbirinde KPC, IMP ve VIM karbapenem direng

geni tespit edilemedi. Geng ve dig. (2022) yaptiklar1 bir diger ¢alismada klinik 100 K.
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pneumoniae izolatinda karbapenem direng genlerini (OXA-48, IMP, VIM, KPC, NDM)
PZR yardimi ile arastirdi. Calisma sonucunda izolatlarin % 81.05’inin OXA-48, %
38.9’unun NDM, % 9.47’sinin KPC ve % 1.05’inin VIM tipi karbapenem diren¢ geni
tasidigini tespit edildi. Ayrica izolatlardan birinin OXA-48+KPC, ikisinin ise KPC+NDM

diren¢ genlerini beraber tasidigini belirledi.

Gergeklestirilen bu ¢alismada NDM-1 pozitif 53 izolatin 40’min (% 71.42) blaoxa.ss
pozitif oldugu tespit edildi. Hicbir izolat da KPC, VIM ve IMP tipi beta-laktamaz
belirlenemedi. Calismada 40 K. pneumoniae izolatinda NDM-1 ve OXA-48 tipi

karbapenemazin birlikte bulundugu tespit edildi.

Tiirkiye'de endemik olan bla oxa-4s pozitif izolatlarinin yani sira bla ypy’nin izole edildigi
bilinen bir gercektir. Pozitif izolatlarin endemik seviyelere ulasmaya baslamasi ve neden
olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotiklerin giderek sinirli hale
gelmesi bu durumun Oniine gecebilmeyi oldukca zorlastirmistir. Mevcut kat1 enfeksiyon
kontrol dnlemlerinin yani sira yogun bakim tinitesi gibi riskli boliimlerde K. pneumoniae
enfeksiyon yoOnetimi ig¢in tarama testlerinin yapilmast ve gerekli enfeksiyon konrol

sisteminin siki bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir (Geng ve dig., 2022).

K. pneumoniae'de tanimlanan MBL'lar esas olarak Japonya (IMP), Tayvan (IMP),
Hindistan alt kitass1 (NDM), Balkan iilkeleri (NDM) ve Yunanistan'dan (VIM)
bildirilmistir. Son bulgular, Balkan devletlerinin ve Orta Dogu'nun NDM-1 iireticilerinin
ikincil rezervuarlari olarak hareket edebilecegini gostermektedir. Avrupa Karbapenemaz
Ureten Enterobacteriaceae (EuSCAPE) arastirmasinda, Tiirkiye NDM karbapenemazlarim
varligi agisindan 1-5 (1: rapor edilen vaka yok; 5: endemik durum) 6l¢eginde evre 3 iilke
olarak smiflandirilmistir. Gelecekte K.pneumoniae ile olasi bir salgin ortaya ¢ikabilir. Bu
nedenle karbapenemaz iireten direngli mikroorganizmalarin erken teshisi salginlarin

onlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Hazirolan ve Karagoz, 2020).

Antibiyotiklerin yaygm kullanim1 6zellikle Enterobacteriaceae familyasindaki bakteriyel
patojenlerde ila¢ direncinin hizli artisina katkida bulunmustur. Bu hizli artisa bakteriyel
patojenlerin sahip oldugu plazmitler, transpozonlar ve integronlar aracilik eder ve direng
determinantlarmin bu patojenler arasinda transferini saglarlar. Integronlar, bir DNA
molekiiliinden digerine, homolog olmayan boélgelere entegre olmak suretiyle transloke

olabilen (yer degistirebilen) DNA elementleridir. Integronlarin genetik organizasyonu,
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farkli gen kaset kombinasyonlari ile oldukga ¢esitli olabilir. Her biri ayr1 bir integraz genini
kodlayan 5 farkli integron smifi vardir. Sinif-1 integronlar, Enterobacteriaceae'nin klinik
izolatlarinda bulunan en yaygin integron tirddir. Simif-1 integronlar Tn2l gibi
transpozonlar {izerinde tespit edilmislerdir ve prototip sayilirlar. Simif-1 integronun
yapisinda bir 5°- ve 3’- korunmus segment (5’-CS ve 3’-CS) ve bir de degisken bolge
vardir. 5°-CS, intl geni (integraz) ve eklenen gen(ler)in ekspresyonu i¢in kullanilan bir
promoter bolge icerirken, 3’-CS defektif kuaterner amonyum direng geni gacEAl ve
siilfonamide diren¢ saglayan sull geni icerir. ki korunmus boélge arasinda bulunan
degisken bolge, antibiyotik direng gen kasetlerinin girmesi i¢in rekombinasyon yeridir.
Enterobacteriaceae'de Simif-1 integronlar iginde en sik tanmimlanan gen kasetleri,
streptomisin (aadA) ve trimetoprim'e (dfrA) direnci kodlayanlardir. Bunun yanisira
aminoglikozitler, B-laktamlar, kloramfenikol, trimetoprim, eritromisin ve rifampisin gibi
farkli antibiyotik ailelerine diren¢ kazandiran 130°dan fazla  farkli gen kaseti
tanimlanmistir (Levesque ve dig., 1995; Schmitz, 1999; Bennett, 1999; Li ve dig., 2013).
Calismamizda 53 K. pneumoniae izolatinin 41 (% 73.2)’inde Smif-1 integron varhigi tespit
edildi. Integronlarin gen igerikleri incelendiginde tiim izolatlarin integron In27 (aadA2-
orfF-dfrA12) smifinda oldugu tepit edildi. Klebsiella spp.'deki Simif 1 integronlar. genis
capta incelenmistir ve ¢esitli tipte gen kasetleri tagidigi bulunmustur. Yapilan ¢alismalar en
yaygin direng genlerinin aadA ve dfrA ile iligkili oldugunu gosterilmisdir. Ancak dfrAl-
orfC ve dfrAl12-orfF-aadA2 gibi gen kaseti profilleride birgok Klebsiella spp. izolatinda
tespit edilmisdir (Li ve dig., 2013; Fursova ve dig., 2015).

Singha ve dig. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Mart 2013-Subat-2014 tarihleri arasinda
Hindistan’1n Silchar Tip Fakiiltesi Hastanesinin ¢esitli kliniklerine basvuran hastalardan 71
K. pneumoniae izole ettiler. Gergeklestirilen ¢alisma sirasinda K. pneumoniae izolatlarinin
44’{iniin Smif-1 integron tasidigr tespit edildi. integron gen kasettleri incelendiginde 5
farkli profile sahip olduklar1 ve bu profillerden birininde dfrAl2-orfF-aadA2 oldugu tespit
edildi. Lev ve dig. (2018) Rusya’da yaptiklar1 bir diger ¢alismada ise Burdenko Beyin
Cerrahisi Enstitlisii ve Moskova Enfeksiyon Hastanesine basvuruan hastalarin cesitli klinik
orneklerinden 148 K. pneumoniae izole edildi. Izolatlarin % 38’i Siif-1 integron varlig
bakimindan pozitif bulundu. Siif-1 integron gen igerikleri incelendiginde izolatlarin 6
farkli gen profiline sahip oldugu ve dfrAl2-orfF-aadA2 profilinin bu profillerden biri

oldugu tespit edildi. Literatiir incelendiginde, Simif-1 integron igeren K. pneumoniae
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izolatlarinda dfrA12-orfF-aadA2 gen profilinin Rusya, Cin, Hindistan, Uruguay, iran,
Giliney Afrika gibi diinyanin birgok yerinde yaygin olarak tespit edildigi gortilmektedir
(Wu ve dig., 2012; Li ve dig., 2013; Firoozeh ve dig., 2019; Papa-Ezdra ve dig., 2021;
Madni ve dig., 2021) .

Viriilans, bir mikroorganizmanin konag1 enfekte etme ve bir hastaliga neden olma yetenegi
olarak tanimlanir. Viriilans faktorleri, bakterinin konagi enfekte etmesine yardimci olan
molekiillerdir. K. pneumoniae enfeksiyonlarinin klinik &zelliklerindeki farkliliklar viriilans
faktorlerinin nitelikleri ve sayilart ile iligkilidir. K. pneumoniae’nin viriilansinda rol
oynayan faktorler arasinda kapsiiler polisakkaritler, lipopolisakkaritler, fimbrial adezinler,

hipermukoviskozite, toksinler ve sideroforlar yer alir (Serbest, 2022).

K. pneumoniae, siklikla pndmoni, menenjit, kan dolasimi ve idrar yolu enfeksiyonu gibi
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan yaygin firsatgr bir patojendir. Ayrica K.
pneumoniae, saglikli bireylerde karaciger apsesi, endoftalmi ve menenjit gibi toplumla
iliskili enfeksiyonlara neden olma potansiyeline sahiptir. Endoftalmi ile birlikte karaciger
apsesine neden olan benzersiz bir K. pneumoniae vakasi ilk kez 1980'lerde Tayvan'da rapor
edildi ve etken organizma hiperviriilent K. pneumoniae (hvKP) olarak tanimlandi. O
zamandan beri hvKP, klasik K. pneumoniae'ye (KKP) ek olarak hiperviriilans nedeniyle
yiiksek patojenite ve mortalite ile iliskili dolasimdaki baska bir patotip olarak kabul
edilmistir (Zhu ve dig., 2021). Ozellikle kKP’lerde nadiren goziiken hipermukoviskozite
fenotipi hvKP varyantlarinda siklikla tanimlanmis ve bu varyantlar hiperviriilans ile
iliskilendirilmistir. Ilk basta mukus koloniler iiretmeleri ile karakterize edilen K1 ve K2
kapsiiler serotipleri insanlar i¢in oldukca patojenik olarak tanimlandi ve hiperviriilans
klonlar daha sik olarak bu fenotiple iligkilendirildiler. K. pneumoniae'nin neden oldugu ilk
invaziv enfeksiyon vakalar1 bildirildikten sonra, hipermukoviskoz fenotip, hipervirulansin
bir belirteci olarak kabul edildi. Bununla birlikte “hipermukoviskoz fenotip,
hipervirulansin bir gostergesi midir?” sorusu hala net olarak agikliga kavusturulmamis bir

sorudur. (Catalan-Najera ve dig., 2017).

Gergeklestirilen bu tez caligmasinda hipermukoviskozite ozelligi string test ile tespit
edilmistir. Sonuglar 53 KDKp izolatinin 5’inin (% 9.43) hipermukoviskoz fenotipe sahip
oldugunu gostermistir. Zhan ve dig. (2017) gerceklestirdikleri calismada 140 KDKp

izolatlar1 arasinda 21’inin string test sonuglarinin pozitif oldugunu tespit etmiglerdir ve
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izolatlarin % 15 orani ile hiperviriilant olduklarim1 sdylemislerdir. Zhou ve dig. (2021)
yaptiklari bir diger ¢alismada 1081 K. pneumoniae izolatinin 341’ini (% 31.5) karbapenem
direngli olarak tespit etmislerdir. Hipermukoviskozite 6zelligini string test ile incelenmisler
ve KDKp izolatlarinin 39’unun (% 11.4) hipermukoviskoz fenotipe sahip oldugunu
belirlemiglerdir. Literatiir sonuglar1 incelendiginde karbapenem direngli K. pneumoniae
izolatlart arasinda string test ile hipermukoviskozite fenotipini belirlenmesi sonuglart bu

tez ¢alismasi ile uyumludur.

Hipermukoviskozite hiperviriilansi destekleyen ancak kanitlayamayan bir fenotiptir. String
testi nicel bir test degildir ve kiiltiir kosullarindan, koloni yasindan ve kullanici tekniginden
etkilenebilmektedir (Yiirek, 2021). Bu ylizden gergeklestirdigimiz bu tez ¢aligmasinda hv
izolatlarin belirlenmesi igin string test sonuglart kullanilmamistir. Bununla birlikte,
literatiirdeki son bulgular hipermukoviskoz fenotipin kendi basina bir hiperviriilans i¢in
yeterli olmadigimi gostermektedir. Hipermukoviskoz fenotipine sahip olmadigi halde
invaziv enfeksiyonlara neden olabilen hvKP varyantlart tanimlanmistir. Bu nedenle,
hipermukovikozitenin olmamasi, hipervirulansi dislamak i¢in uygun bir yol degildir

(Catalan-Najera ve dig., 2017).

Literatiirdeki bir¢ok farkli ¢alismada hiperviriilant izolatlar1 tanimlamak i¢in farkl viriilans
faktor genlerinin varhigini kullanmistir. Bazi ¢alismalar string test sonucunda >5mm
uzayan kolonilere sahip izolatlar1 (Rastegar ve dig., 2019), bazi ¢aligmalarda ise aerobaktin
gen varlig1 (Zhang ve dig., 2016) hiperviriilant izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir.
Bunun yanisira literatiirdeki son bulgular K. pneumoniae’de var olan yaklasik 219 kb
biiyiikliigiindeki pLVPK plazmitinin viriilans bir plazmit oldugu ve hiperviriilans ile bu
plazmiti tasiyan izolatlar arasindaki korelasyonu dogrulanmistir (Gu ve dig., 2019). Bu
plazmit tizerinde Kkapsiiler polisakarit diizenleyici genler (rmpA ve rmpA2) ve birkag
siderofor gen kiimesi bulunur ve bu genlerin hvKP'nin hastalik olusturma etkisine temel
katki sagladigi kabul edilir (Xu ve dig., 2019). Son zamanlarda, Russo ve dig. (2018),
birka¢ pLVPK'den tiiretilen lokusun hvKP'yi dogru bir sekilde ayirt edebildigini ve

bunlarin hvKP i¢in potansiyel biyobelirtecler olarak hizmet edebileceklerini gosterdi.

Gergeklestirilen bu tez calismasinda 53 KDKp izolatinin viriilans gen igerigi
tanimlanmustir. Hiperviriilans izolatlar viriilans plazmiti pLVPK-tiirevi lokuslariin (iutA,

rmpA, iroN) varligini kullanilarak tanimlanmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasi sonucunda
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53 KDKp izolatinin 32’si (% 60.37) iutA, rmpA ve iroN genlerini beraber igerdigi tespit

edilmis ve bu izolatlar hiperviriilant olarak degerlendirilmistir.

Kapsiil konak¢1 bagisiklik tepkisini noétralize ettigi ve istilaci bakterileri fagositozdan
korudugu i¢in en onemli viriilans faktoriidiir (Paczosa ve Mecsas, 2016). Calismamizda
kapsiil olusumu ile ilgili magA, wcaG ve rmpA genleri PZR yardimu ile belirlendi. Kapsiil
serotipini belirlemek i¢in wzi geni PCR ile ¢ogaltildi ve sekanslandi. Yaptigimiz kapsiil
tipini belirleme ¢alismalarinda izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun (46 izolat, % 82) wzi64
(K14.64) kapsiil tipine sahip oldugu belirlendi. Literatiirde yapilan son ¢alismalar
incelendiginde bir¢ok calismada karbapenem direngli ve hiperviriilant olduklar1 tespit
edilen K. pneumoniae izolatlarinda wzi64 kapsiil tipinin yaygin oldugu goriiliir. Zhu ve dig.
(2022) 2009-2018 yillar1 arasinda Cin’de 3. Basamak bir hastanede gergeklestirdikleri
calismada 1.181 KDKp izolat1 topladi. izolatlarda en yaygin kapsiil serotipi % 48.69 oram

ile wzi64 olarak belirlendi.

Demir bakterilerin biiylimesi, cogalmasi ve konakta kalici infeksiyon olusumunda temel
rol alir. Patojen bakteriler konaktaki proteinlere bagli demiri kullanabilmek icin cesitli
mekanizmalar gelistirmistir. Bunlarin i¢inde en bilineni sideroforlardir. Sideroforlar demir
baglama yetenegi olan diisik molekil agirlikli bilesiklerdir (Kaleli ve dig., 2006).
Calismamizda K. pneumoniae’nin enfeksiyonu ig¢in son derece Onemli olan demir
alinimindan sorumlu bazi viriilans genler (iutA, ybtA, entB, kfuBC, fepA, fyuA. iroD,
iroN) PZR yardimu ile arastirildi.

Calismamizda enterobaktin siderofor proteini entB ve spesifik resopror proteini fepA
calisildi ve izolatlarin timii entB geni bakimindan pozitif olarak tespit edilirken, sadece
14’1 spesifik reseptor geni fepA pozitif olarak tespit edildi. Sonuglar izolatlarin tiimiiniin
enterobaktin sideroforunu olusturabildiklerini fakat bazi izolatlarin sideroforun hiicre igine
alim1 i¢in gerekli olan spesifik reseptdr proteini fepA’y1 tasimadiklarini gosterdi. Zhao ve
dig. (2019) yaptiklar1 calismada izolatlarin tiimiinii entB geni agisindan pozitif tespit

ederken bazi izolatlarin fepA geni icermediklerini tespit ettiler.

Diger bir siderofor olan salmoklein KDKp izolatlarinda incelendiginde izolatlarin 33’iinde

salmoklein spesifik reseptorii olan iroN’yi tasidiklar tespit edilirken, 6’siin salmoklein

siderofor olusumunda rol oynayan iroD’yi tasidigi tespit edildi. KDKp izolatlarinin

yersiniabaktin ve aerobaktin igerigi incelendiginde 34 izolatin yersiniabaktin olusumu i¢in
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gerekli olan ybtA geni ve yersiniabaktin spesifik reseptorii olan fyuA genini beraber
icerdigi tespit edildi. Bunun yanisira tiim izolatlarin aerobaktin sideroforu spesitk reseptor
proteini iutA’y:r tasidigr tespit edildi. Hiperviriilant K. pneumoniae’de toplam siderofor
iretiminin yaklasik %90’1 aerobaktin sideroforu oldugu gosterilmistir. Aerobaktinin
deneysel kosullar altinda hiperviriilansa katki saglayan baskin siderofordur. Aerobaktin,
enterobaktin ve yersiniabaktin ile karsilastirildiginda hvKP’larda daha fazla bulundugu ve
daha spesifik oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda aerobaktin varligi her zaman bir
hiperkapsiil ile iliskillendirilmistir. Bu iligki, aerobaktin sentezi ve spesifik reseptor
proteinini olusturan genlerin kapsiil iiretiminin bir arttiricis1 olan rmpA geni ile birlikte
ayni virlilans plazmiti izerinde taginmasi gerceginden kaynaklanir (Zhu ve dig., 2021).
Gergeklestirdigimiz bu tez calismasinda KDKp izolatlarinda Kpl158 izolat1 hari¢ diger
timiinde iUtA ve rmpA genleri beraber tespit edildi. Bu veriler bize KDKp izolatlarinin
neredeyse tamaminda aerobaktin ve kapsiil liretimi arttiricisi rmpA geninin ayni viriilans
plazmit tizerinde oldugunu diisiindiirmektedir. Caligmamizdaki taranan siderofor viriilans
genleri géz Oniine alindiginda; KDKp izolatlarinin en az bir siderofor tasiyabilecegi

diistiniilmektedir.

Hiperviriilant K. pneumoniae susu NTUHK2044'in genomik sekans analizi sonucunda
kromozom tizerinde lokalize olan ve klasik K. pneumoniae suslarina kiyasla yaygin olan ek
bir demir tagima sistemi olan kfu sistemi tanimlanmigdir (Lin ve dig., 2008). Calismamizda
kfu sisteminde yer alan ve ferrik demir alinimi ABC transporter proteinini kodlayan kfuBC
gen varligi incelendiginde tiim izolatlarin kfuBC geni agisindan pozitif oldugu tespit edildi.
Bu ozellikler calismamizda kullanilan KDKp izolatlarinin hiperviriilant suslar oldugunu

kanitlar niteliktedir.

Literatiirdeki ¢aligsmalar incelendiginde Kus ve dig. (2017) Hastane enfeksiyonu etkeni 53
K.pneumoniae susunda siderofor mekanizmasi ile ilgili entB, iutA, irp-1, irp-2, ybtS, fyuA,
iroN virulans genlerini incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda enterobaktin sideroforu
incelenen sideroforlar arasinda en fazla bulunani oldugu gosterilmistir. Yu ve dig. (2018)
gerceklestirdigi calismada 163 KDKp izolatinda viriilans gen igerigi arastirmislardir.
Izolatlarin 97’si ABD’ de 2013 yilinda New Jersey ve New York City'deki 9 hastaneden,
66’s1 ise 2014 ve 2016 yillar1 arasinda dogu Cin'deki iki hastaneden izole edilmistir.
Calisma sonucunda ABD’den izole edilen higbir izolatta rmpA/rmpA2, iutA, iiti genlerine

rastlamazken, Cin’den izole edilen 66 izolatin 32’sinde (48,5) rmpA/rmpA2 ve iutA,
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10’unda ise (%15.2) iitii geni pozitif bulundu. Zhao ve dig. (2019) yaptig1 calismada Cin'de
kapsamli bir egitim hastanesinin Mart 2017'den Ocak 2018'e kadar yogun bakim {initesine
kabul edilen sekiz hastadan 29 K. pneumoniae izole etmislerdir. Izolatlarin PZR yardimiyla
siderofor olusumu ve reseptér genlerini taranmistir. Calisma sonucunda izolatlarin
enterobaktin, aerobaktin ve yersiniabaktin siderofor mekanizmalar1 i¢in gerekli olan
genleri igerdikleri, fakat salmoklein mekanizmasi igin gerekli olan genleri ¢ogunlukla
tasimadiklar1 tespit edilmistir. Literatiirdeki sonuglar gergeklestirilen bu tez calismasi ile
uyumlu oldugu tespit edilmistir. Bu tez calismasinda da siklikla aerobaktin, yersiniabaktin
ve enterobaktin siderofor mekanizmasi ile ilgili genler pozitif olarak tespit edilirken
salmoklein siderofor mekanizmasi igin gerekli olan genler yogun olarak negatif

bulunmustur.

Tip 1 ve 3 fimbrialar, K. pneumoniae hiicre zarinin bilesenleridir ve hem biyolojik hem de
biyolojik olmayan ylizeylere baglanmaya aracilik ederek konakgi hiicreler, dokular ve
gevresel yiizeylerle bakteriyel etkilesimde 6nemli bir rol oynarlar (Gomez-Simmonds and
Uhlemann, 2017). K. pneumoniae Tip 1 fimbrianin u¢ kisminda bulunan ve fimH geni
tarafindan kodlanan FimH proteini ile ylizeylere yapismayir saglar. FimH mannoza
duyarlidir yani konak¢ida mannoz igeren glikoproteinlere baglanir. Tip 1 fimbria, idrar
yolu enfeksiyonunun ilk olusumu i¢in gereklidir (Paczosa ve Mecsas, 2016; Zhu ve dig.,
2021). mrkD geni tarafindan kodlanan Tip3 fimbrialar ise K. pneumoniae
enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu ve solunum epiteline, endotele, idrar kesesi

hiicrelerine ve kollajen tip V' e baglanma ile iliskilendirilmistir (Baykara, 2021).

Literatiirde bir¢ok klinik K. pneumoniae izolatinda hem Tipl hemde Tip 3 fimbrialarin
ekspres edildigi goriilmektedir (Ferreira ve dig., 2019). El Fertas-Aissani ve dig. (2013)
yaptiklar1 ¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen 54 K. pneumoniae izolatinin tiimiinde
fimH geni, %96.3’linde ise mrkD geni tespit etmislerdir. Candan ve Aksoz (2015)
yaptiklar1 caligmada klinik 6rneklerden izole edilen 34°t karbapenem direngli, 16’s1
karbapenem hassas olan toplamda 50 K. pneumoniae izolatinin 28’inin fimH, 29’unun
mrkD geni bakimindan pozitif oldugunu tespit ettiler. Kus ve dig. (2017) yaptiklar
calismada 2011-2013 yillar1 arasinda c¢esitli kliniklerde hastane enfeksiyonu tanisi almig
hastalara ait orneklerden izole edilen 53 adet K.pneumoniae izolatinda %83 mrkD gen
pozitifligi, %64.2 fimH gen pozitifligi tespit ettiler. Ferreira ve dig. (2019) yaptiklart
calismada Brezilya’daki yogun bakim iinitelerinden alinan cesitli klinik Orneklerden
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karbapenem direngli 25 K. pneumoniae izolatinin %88’ini fimH, %96’sin1 mrkD pozitif
olarak tespit ettiler. Gergeklestirdigimiz bu tez ¢aligmasinda izolatlarin timi fimH (Tip 1)
ve mrkD (Tip 3) fimbria yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Sonuglarimiz literatiir ile

uyumlu oldugu goriilmektedir.

KDKp izolatlarinin epidemiyolojik 6zellikleri, popiilasyon yapisi (MLST ve wzi dizilimi)
analizleri ile belirlendi. Gergeklestirilen MLST analizleri sonucunda izolatlarin 38’1 (%
71.69) ST2096 tipinde oldugu tespit edildi. ST2096 KDKp izolatlar1 arasinda en yaygin

olan epidemiyolojik tiptir.

ST2096 ilk kez 2019'da Hindistan'da bildirildi ve ST2096 klonlarinin ayrica rmpA2, iutA
ve iuc gibi karakteristik viriilans genleri {irettigi i¢in hiperviriilent oldugu rapor edildi
(Shankar ve dig., 2019; Wyres ve dig., 2020). Fransa’da gergeklestirilen bir ¢alismada ise
2013-2021 doneminde, Fransa'da OXA-232 iireten K. pneumoniae izolatlarinda 2 yiiksek
riskli Klonun, ST231 ve ST2096min asir1 temsil edildigi gosterildi. Calismada
gerceklestirilen SNP analiz sonuglart OXA-232 iireten K. pneumoniae ST2096 klonunun
ortaya ¢ikisinin ve hizli yayilmasiin tek veya birkag salginla baglantili olmadigini ileri
stirmiistiir. Caligmadaki 30 ST2096 K. pneumoniae izolatindan 29'u OXA-232 firetirken,
geri kalan izolat herhangi bir karbapenemaz tiretmemistir, bu da bu klonda yakin zamanda
blaOXA-232 edinildigini diisiindiirmiistiir (Emeraud ve dig., 2022). Yakin tarihli bir yayn,
ST2096 ile daha yiiksek bakteriyemi ve 6liim riski arasinda bir iliski oldugunu bildirmistir
(Isler ve dig., 2022).

Literatiirde gergeklestirilen ¢alismalar K. pneumoniae ST2096 klonlarinin hem hv hemde
CID tagidigin1 gostermektedir. Urooj ve dig. (2022) Pakistan’da yaptiklar calismada izole
ettikleri K. pneumoniae’nin ST2096 klon tipine sahip oldugunu belirlediler. Bu klonun
ayn1 zamanda kolistin direnci ile birlikte CID ve hipermukoviskoz ézellik gosterdigi, genis
antibiyotik diren¢ ve viriilans genlere sahip oldugunu tespit ettiler. Shankar ve dig. (2020)
Hindistan’da yaptiklart ¢aligmada bakteriyemili hastalardan izole edilen 9 K. pneumoniae
izolatinin hiperviriilant ve karbapenem direngli olduklarini tespit ettiler. Tiim izolatlarin
ST2096 klonal tipine ve wzi64 K-antijeni tipine sahip oldugu belirlendi. Hosbul ve dig.
(2021) Tirkiye’de yaptiklari bir arastirmada 38 K. pneumoniae izolatlariin OXA-48 ve
NDM tipi karbapenemaz direng profiline sahip oldugu ve 2 numarali merkezden alinan

orneklerin % 94’liniin ST2096 tipine sahip oldugunu belirlediler. Gergeklestirdigimiz bu
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tez c¢aligmasinda da KDKp izolatlarmin % 71.69’unda ST2096 tipi belirlenmistir. Bu
klonun kiiresel yayilma riski, klinikte son care olarak diisiiniilen karbapenem ve kolistin
gibi antibiyotiklere kars1 son derece yiiksek diren¢ oranlart nedeniyle simirli tedavi
secenekleri goz Oniline alindiginda ST2096 klonunun 6nemli bir tehdit olusturdugu

distiniilmektedir.

ST2096, ST14'in tek lokuslu bir varyantidir (Isler ve dig., 2022). Gergeklestirdigimiz bu
tez calismasinda, rep-PZR sonucunda ¢izilen dendograma gore Grup 2 kiimesinde ST2096,
ST324 ve ST14 klonal tipine sahip izolatlar birlikte grup olusturmuslardir. Bu sonuglar
ST2096 tipinin ST14’{in tek locus varyantinin oldugunu dogrular niteliktedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda 53 izolattan 38’inde ST2096 belirlenirken, 3 izolatta
ST101, 2’ser izolatta ST14, ST147, ST324, ST985, ST2237 ve 1 izolatta ST1561, ST5405
klonal tipleri belirlendi. Benzer sekilde Sundaresan ve dig. (2021) 153 K.
pneumoniae izolatinda 37 farkli ST tipi belirlemisler ve bunlar arasinda ST147, ST14,
ST2096 ve ST101 tiplerini tespit etmislerdir. Ayni zamanda c¢aligmadaki 153 K.
pneumoniae izolatinin K- tipi analizleri en yaygin kapsiil tipinin wzi64 ve wzi51
oldugunuda gdstermistir. Sundaresan ve dig. (2021) tarafindan elde edilen veriler bizim

sonuglarimiz ile uyumludur.

Gergeklestirilen bu tez calismasinda KDKp izolatlarinin kapsiil lokus tiplerinin (wzi)
dagilimi ST tipleri ile spesifik bir biliski gosterdigi belirlendi. Burada her kapsiil lokus tipi
sadece bir ST tipinde meydana geldigi ve ayn1 ST tipine ait tiim izolatlar i¢in ortak oldugu
goriildi. Calismamizda 38 ST2096, 2 ST147, 2 ST324, 2 ST14, 1 ST1561 tiplerine sahip
izolatlarin ayni1 zamanda wzi64 kapsiil tipini tasidigi, 3 ST101 izolatinin wzil37, 2 ST985
izolatinin wzi39, 2 ST2237 izolatinin wzil9, 1 ST5405 izolatinin wzi50 kapsiil tipinde
oldugu tespit edildi. Rodrigues ve dig. (2016) Portekiz’de gerceklestirdikleri ¢alismada
Ekim 2014 ve Kasim 2015 tarihleri arasinda karbapenem ftireten 20 K. pneumoniae izole
ettiler. Calismada izole edilen 20 izolatin 10’unu (%50) ST147 tipined oldugu belirlendi ve
bu izolatlarn wzi64 kapsiil tipinde oldugu bulundu. Yine Kuzey Portekiz’de
gerceklestirilen bir bagka ¢alismada Perdigao ve dig. (2020) klinik karbapenem direngli 30
K. pneumoniae izole ettiler ve bu izolatlarda en baskin ST tipini 17 izolatla ST147 olarak
belirlediler. Yaptiklar1 ¢alismada bizim sonuglarimiza benzer sekilde ST147 izolatlarinin

timiinde wzi64 kapsiil tipini belirlediler. Benulic ve dig. (2020) Slovenya’da yaptiklar1 bir
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calismada, 32 KDKp izolat1 elde ettiler. Izolatlarin OXA-48 ve NDM-1 tipi karbapenamaz
icerikleri, ST tipleri ve wzi kapsiil tiplerini belirlediler. Yapilan calisgma sonucunda
izolatlarin 5’inin ST147, 4’iinilin ise ST101 tipinde oldugunu buldular. ST147 izolatlarinin
biri hari¢ wzi64 kapsiil tipinde oldugunu, ST101 izolatlarinin wzil37 Kkapsiil tipinde
oldugunu gosterdiler. Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi ile literatiirdeki ¢aligmalar
incelendiginde; ST tipi ile kapsiil tipi arasinda korunmus bir iliskinin oldugunu gosterir.
Hemde literatiirde hemde bizim ¢alismamizda ST147 tipi wzi64 ile, ST101 tipi wzil37 ile

yakin iliskilidir ve sonuglarimiz literatiir ile uyumludur.

Gergeklestirdigimiz bu tez calismasinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Egitim ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvart stoklarindan alinan 53 KDKp izolatinin
antibiyotik diren¢ genlerinin ve viriilans genlerinin molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda izolatlarin klonal benzerlikleri DNA parmak izi
yontemlerinden biri olan rep-PZR ile epidemiyolojik olarak klonal benzerlikleri ise MLST
analizleri ile gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen bu tez calismasinin bazi kisith yonleri
bulunmaktadir. Bunlardan biri izolatlarin sadece Kirsehir ili ve gevre ilgelerindeki bir
bolgeden gelen orneklerden izole edilen izolatlar ile gerceklestirilmesidir. Fakat Kirsehir
ozellikle komsusu oldugu Ankara, Kayseri ve Kirikkale gibi biiyiik sehirlerden siirekli
olarak bir insan hareketliligine maruz kalmaktadir. Kirsehir ili i¢in belirlenen izolatlarin
ozellikleri 6zellikle yakin metropol illerde durum hakkinda da bilgi vermektedir. Ayrica
Kirsehir ili iilkemizde gurbet¢i orani ¢ok yiiksek olan iller arasindadir. Yaz aylarinda
sehirin niifusu gelen gurbetciler ile artmaktadir. Bu gurbetci hareketliligide bize potansiyel
bir ulus 6tesi izolatlar hakkinda bilgi verebilir. ikinci olarak bu tez ¢alismasinda KDKp
izolatlarin hiperviriilans 6zelligi pLVPK benzeri lokuslarin (iutA, rmpA ve iroN) varligi
ile belirlenmistir. Calismamizda KDKp izolatlarinin plazmit DNA sekanslar1 yeni nesil
dizileme teknikleri ile elde edilebilir ve izolatlarin plazmit karakterizasyonlar1 daha iyi
anlagilabilir. Bunun yanisira, hiperviriilant olarak degerlendirilen izolatlarin in-vivo
denemeleri (gerek hayvan, gerekse Galeria melonella) gergeklestirilerek patojenite

ozellikleri ve hiperviriilanslar1 hakkinda daha ayrintili bilgiler elde edilebilir.

Bu kisith yonlere ragmen gerceklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda klinik KDKp
izolatlarinin tiimiiniin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu ve % 32’sinin hiperviriilant oldugu
tespit edilmistir. Bu durum hem hastane kaynakli enfeksiyonlar hemde toplum kaynakli

enfeksiyonlar i¢in ¢ok ciddi bir durumdur. Coklu ilag direngli hvKP izolatlar1 iki farkli
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mekanizma ile olusabilir. Bunlardan ilki hvKP suslar1 direng genlerini yatay veya
horizontal gen transferi yoluyla kabul edebilir. Ikinci olarak ¢oklu ilag direngli suslar
pLVPK gibi viriilans plazmitleri elde ederek hiperviriilant susa doniisebilirler. Yapilan
calismalar ikinci segenegin K. pneumoniae'lerde daha yaygin oldugunu goéstermektedir
(Riwu ve dig., 2022). CID sahip hvKp suslarinin tedavisi zordur ve daha yiiksek 6liim
orani ile iliskilidir. Karbapenem ve kolistin gibi hekimlerin son ¢are olarak diisiindigi
antibiyotiklerde dahil olmak iizere ¢oklu ilag direncine sahip hvKP suslarinin yayilmasi,
halk saglig1 i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Son zamanlardaki hvKp izolatlari, hem
CID hem de viriilans determinantlarim kodlayan mozaik plazmidi barmndirdigindan, bu
patojenlerin evriminin arastirilmasima ihtiya¢ vardir. CID-hvKP'lerin olas1 evrim yolunun
izlenmesi, bu siiper mikroplarin uygun sekilde izlenmesine ve yonetilmesine biiyiik 6lciide
yardimci olacaktir. Gergeklestirdigimiz bu tez caligmasi Tiirkiye icin KDKp izolatlarinin
virillans ve diren¢ mekanizmasimin ayrintili olarak calisildigi ayrica epidemiyolojik

benzerliklerin agiga ¢ikarildigi ilk calismadir.
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