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ONSOZ

Karbapenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonlari, yiiksek morbidite ve mortalite
oranlar1 goriilmesi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Yenidogan ve ¢ocuk
yogun bakim hastalar1 bu enfeksiyonlarin gelisimi agisindan risk altindadir. Bu izolatlar,
hastanelerde ve hastanelerin arasinda hizli bir yayilim gostermekte, antimikrobiyal direng
genlerinin hareketli genetik elemanlar ile bakteriler arasinda aktarilmasina neden olmakta
bunun sonucunda da, antimikrobiyal diren¢ oranlarinin yiikselmesine, salginlara, hastane
yatiglarinin uzamasina ve mortalitenin artisina neden olmaktadir. Bu calismada, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Yogun Bakim ve Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde
yatmakta olan hastalardan bir yillik stirede ¢esitli kiiltiir 6rneklerinden iireyen, karbapenem
direngli Klebsiella izolatlarinin molekiiler epidemiyolojik 6zelliklerinin  incelenmesi

amagclanmistir.

Uzmanlik egitimim boyunca ve tez ¢alismamda bilgi ve tecriibesinin yaninda manevi
destegiyle her zaman arkamda hissettigim degerli biiyliglim, danigmanim ve Anabilim Dali

Baskanimiz, Prof. Dr. Devran GERCEKER e,

Tez ¢alismamin her asamasinda destegini ve bilgisini esirgemeyen, bilimsellik ve etik

anlayisiyla meslek hayatimda 6rnek alacagim Prof. Dr. Alper TEKELI’ye,

Uzmanlik egitimim boyunca akademik bilgi ve tecriibelerini aktaran Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin tiim degerli Ogretim Uyelerine, birlikte
caligmaktan keyif aldigim Tibbi Mikrobiyoloji uzmanlik 6grencisi arkadaslarima, Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin biitiin personeline,

Yasamim boyunca destek ve sevgilerini hep yanimda hissettigim, beni yetistiren sevgili

aileme tesekkiir ederim.

Bu tez, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

TTU-2022-2374 proje numarasi ile desteklenmistir.

Dr. Ayse Hande TURK
Ankara 2023
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1. TURKCE OZET

AMAC: Bu calismada; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Yogun Bakim ve Yenidogan
Yogun Bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan Kasim 2020-2021 arasinda cesitli kiiltiir
orneklerinden tireyen ve karbapenem direngli Klebsiella izolatlarinin molekiiler epidemiyolojik
ozellikleri incelenmistir. Izolatlarin tasidig1 beta-laktam, aminoglikozit, kinolon grubu
antimikrobiyallere ve kolistine diren¢ olusumuna neden olan aktarilabilir antimikrobiyal direng
genlerinin ve kolistin direncine neden olan kromozomal mekanizmalarin agiga ¢ikarilarak, bu

izolatlarin epidemiyolojik iliskilerinin ortaya konmasi amag¢lanmistir.

GEREC VE YONTEM: Tanimlamas1t MALDI-TOF MS ile yapilan izolatlarin antimikrobiyal
duyarliliklarmin  belirlenmesinde disk diflizyon yontemi kullanilmigtir.  Karbapenem,
aminoglikozit ve kinolon minimum inhibitér konsantrasyonlarmin (MiK) saptanmasinda
gradiyent serit test ve kolistin duyarliliginin belirlenmesi icin sivi mikrodiliisyon yontemi
uygulanmistir. Karbapenemaz {iiretiminin fenotipik olarak belirlenmesi i¢in karbapenem
inaktivasyon yontemi (CIM) kullanilmistir. Beta-laktamlara dirence neden olan genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), AmpC beta-laktamaz ve karbapenemaz, aminoglikozit
direncine neden olan 16S rRNA metiltransferazlar, kinolon direncine neden olan plazmit aracili
kinolon direnci (PAKD) genleri, ve kolistin direncine yol acan mobil kolistin direnci genleri
polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) ile arastirilmistir. Kapsiiler polisakkarit tiplerini
belirlemek igin wzi geni dizilemesi yapilmistir. Izolatlarin arasindaki benzerlik ve farkliliklari
ortaya koymak igin pulsed field jel elektroforezi (PFGE) uygulanmistir. izolatlarin klonal

yayilimini belirlemek amaciyla multilokus sekans tiplendirme (MLST) yapilmistir.

BULGULAR: K. pneumoniae olarak tanimlanan 36 6rnegin tamami amoksisilin klavulonat,
piperasilin tazobaktam, sefotaksim, seftazidim ve sefepim direngliyken, 24’1 (%66,66)
sefoksitine, 31’1 (%86,11) ertapeneme, 21°1 (%58,33) imipeneme, 16’s1 (%44,44) meropeneme,
10’u (%27,77) amikasine, 28’1 (%77,77) gentamisine, 31’1 (%86,11) tobramisine, 29’u
(%80,55) siprofloksasine, 19’u (%52,77) levofloksasine, 11’1 (%30,56) kolistine direngli
oldugu saptanmistir. CIM testi OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarda pozitif tespit
edilirken NDM tipi karbapenemaz iireten bir izolatin karbapenemaz {iretimi negatif
bulunmustur. Ttim izolatlarda blasyv geni bulunurken; buna ek olarak 12 (%33,33) izolatta
blactx-m pozitif saptanmistir. On dokuz (%52,7) izolatta blasnv, blactx-m ve blatem birlikte

pozitif saptanmigtir. CIT grubu AmpC beta-laktamaz iki (%5,56) Ornekte bulunmustur.



Karbapenemaz genlerinden blaoxa-as 33 (%91,67), blanom 1 (%2,78) ve blakpc 1 (%2,78)
izolatta pozitif bulunurken, bir izolatta karbapenemaz geni bulunmamistir. 16S rRNA
metiltransferaz genleri armA ve rmtC sirasiyla, 3 (%8,33) ve 2 (%5,56) izolatta saptanmustir.
PAKD genlerinden gnrB 19 (%52,78), gnrS 6 (%16,67), qnrB ve gnrS iki (%5,56) izolatta
pozitif bulunmustur. Aktarilabilir kolistin direncine neden olan mcr genleri saptanmazken,
kolistine direngli tiim izolatlarda kromozomal mgrB geni mutasyonlar1 bulunmustur. izolatlarda
dokuz farkli kapsiil tipi belirlenirken en sik K2 bulunmustur. PFGE ile 15 farkli patern
saptanmis, 17 izolatin (%47,22) tek bir paternde toplandig1 goriilmiistiir. MLST ile 18 (%50,00)
izolat ST 14 olarak belirlenmistir. 3 izolat (%8,33) ST 2096, 3 (%8,33) izolat ST 661, ikiser
izolat ST 147 ve ST 985, birer izolat ise; ST 37, ST 152, ST 101, ST 17, ST 307 ve ST 39 olarak

bulunmustur.

SONUC: Karbapenem direngli K. pneumoniae suslari, ¢ok sayida aktarilabilir antimikrobiyal
diren¢ genini bir arada tasimakta ve yiiksek riskli klonlarinin yayilimi nedeniyle yenidogan ve
cocuk yogun bakim hastalarinda 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. K. pneumoniae
izolatlarmin antimikrobiyal direng 6zelliklerinin ve klonlarinin yayilimlarinin belirlenmesi;
tedavi se¢imine yol gosterebilecek, enfeksiyon kontrol onlemlerinin etkin bir sekilde

uygulanmasina ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine 151k tutabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Klebsiella pneumoniae, karbapenemaz, coklu ilag direnci,
molekiiler epidemiyoloji, saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlar, ¢ocuk yogun bakim fiinitesi,

yenidogan yogun bakim iinitesi.



2. ABSTRACT

AIM: In this study, molecular epidemiological characteristics of carbapenem resistant
Klebsiella isolates grown in various cultures of patients hospitalized in Ankara University
School of Medicine Neonatal and Pediatric Intensive Care Units were investigated. It is aimed
to demonstrate the transferable antimicrobial resistance genes harbored by isolates which cause
resistance to beta-lactam, aminoglycoside, quinolone group antimicrobials and colistin also to
determine the chromosomal mechanisms that cause colistin resistance. In addition, it is aimed

to search epidemiological relationships among the isolates.

MATERIALS AND METHODS: Antimicrobial susceptibility tests of the K. pneumoniae
isolates, identified by MALDI-TOF MS were performed using disk diffusion method.
Minimum inhibitory concentrations (MIC) for carbapenems, aminoglycosides and quinolones
were determined using gradient strip test and broth microdilution method was used for colistin
susceptibility. Carbapenemase production was screened phenotypically by carbapenemase
inactivation (CIM) method. Extended spectrum beta-lactamase (ESBL), AmpC beta-lactamase
and carbapenemase enzymes causing resistance to beta-lactams, 16S rRNA methyltransferases
causing resistance to aminoglycosides, plasmid mediated quinolone resistance (PMQR) genes
causing quinolone resistance, and mobile colistin resistance genes causing colistin resistance
were investigated by polimerase chain reactions (PCR). In order to determine the types of
capsular polysaccharides, wzi gene sequencing was performed. Pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) was performed to find out similarities and differences among the isolates. Multilocus
sequence typing (MLST) was used to determine the clonal spread of the isolates and their

antimicrobial resistant genes.

RESULTS: All 36 isolates identified as K. pneumoniae were resistant to amoxicillin
clavulanate, piperacillin tazobactam, cefotaxime, ceftazidime and cefepime. Resistance rates to
cefoxitine, ertapenem, imipenem, meropenem, amikacin, gentamicin, tobramycin,
ciprofloxacin, levofloxacin and colistin were 66.67% (n=24), 86.11% (n=31), 58.33% (n=21),
44.44% (n=16), 27.78% (n=10), 77.78% (n=28), 86.11% (n=31), 80.56% (n=29), 52.78%
(n=19) and 30.56% (n=11), respectively. OXA-48 like carbapenemase producing isolates were
found to be positive with CIM test while single isolate producing NDM type carbapenemase
was negative. blasyv gene was detected in all isolates, in addition, 12 (33.33%) isolates were

harboring blactx-m. Nineteen (52.7%) isolates were blastv , blactx-m and blatem positive. CIT



group AmpC beta-lactamase was found in two (5.56%) isolates. The carbapenemase genes
blaoxa-4s was found in 33 (91.67%) isolates, blanom in one (2.78%) and blakpc in one (2.78%)
isolate. No carbapenemase gene was detected in one of the isolates. The 16S rRNA
methyltransferase genes armA was found in three (8.33%) and rmtC in two (5.56%) isolates.
The PMQR genes gqnrB was found in 19 (52.78%), qnrS in six (16.67%), and gnrB and gnrS in
two (5.56%) isolates. No mcr genes causing transferable colistin resistance were detected in
any of the isolates while chromosomal mgrB gene mutations were found in all colistin resistant
isolates. Nine different capsule types with K2 being the most prevalent one were determined in
the isolates. PFGE revealed 15 different pattern for the isolates. Seventeen (47.22%) isolates
had one single pattern. MLST showed 18 (50.00%) isolates were ST14, three (8.33%) isolates
were ST2096. Two isolates were observed as ST661, ST147 and ST985 and only one isolate
was identified as ST37, ST152, ST101, ST17, ST307 and ST39.

CONCLUSIONS: Carbapenem resistant K. pneumoniae strains cause important health
problem in neonatal and pediatric intensive care units due to their ability to harbor multiple
transferable resistance genes and spread of high risk clones. Determining the antimicrobial
resistance properties and the clonal spread of the isolates will guide the treatment choice,
effective implementation of infection control measures and the development of new

antimicrobial strategies.

KEY WORDS: Klebsiella pneumoniae, carbapenemase, multidrug resistance, molecular
epidemiology, healthcare associated infections, pediatric intensive care unit, neonatal intensive

care unit.



3. GIRIS VE AMAC

Klebsiella tiirleri, birgok canli tiirlinde kommensal ve/veya patojen olarak bulunmakta
ayn1 zamanda cevresel Orneklerden de izole edilmektedir. Bu tiirlerin arasinda, klinik
orneklerde en sik Klebsiella pneumoniae hastalik etkeni olarak tanimlanmaktadir (1, 2). K.
pneumoniae siklikla saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlar ile karsimiza ¢gikmaktadir. Bu nedenle,
yenidogan ve ¢ocuk yogun bakim hastalar1 bu enfeksiyonlar acisindan risk altindadir (3).
[zolatlar arasinda artmakta olan coklu ilag direnci bu patojenin yayilimindan endise
duyulmasina sebep olmaktadir. Ozellikle hareketli genetik elemanlar iizerinde bulunan direng
genlerinin, bakteriler arasinda hizli bir sekilde aktarilabilmesi, yayilimlarinin dikkatli bir
sekilde takip edilmesini gerektirmektedir. K.pneumoniae suslarinin prevalanst ve cografi
dagilimi farklhilik gosterir. Bazi1 sekans tiplerinin, ulusal ve uluslararasi salginlarda
saptanmalari, ayn1 zamanda ¢ok sayida antimikrobiyal diren¢ genini birlikte tasiyabilmeleri

nedeniyle onemlidir (4).

K.pneumoniae, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde siklikla tercih edilen beta-laktam
grubu antibiyotiklere, 6zellikle beta-laktamaz liretimi ile direng gosterir. Bu enzimleri kodlayan
genler plazmitler araciligiyla aktarilabilmekte ve bu nedenle hizla yayilabilmektedir (5).
Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ve AmpC beta-laktamaz enzimlerinin iiretimi ile
sefalosporinlerin etkisiz kalmasiyla tedavide karbapenem grubu antimikrobiyaller yerini
almistir. Giiniimiizde, o6zellikle karbapenemaz iiretimi nedeniyle karbapenemler de bu
enfeksiyonlarin tedavisinde yetersiz kalmaktadir (6). Karbapenem direngli K. pneumoniae
izolatlarinin 6nemli bir 6zelligi de, diger antimikrobiyal gruplarina da dirence neden olan
aktarilabilir direng genlerini bir arada bulundurabilmesidir (3). Aminoglikozitlere kars1 direng
olusumuna neden olan 16S rRNA metiltransferaz enzimleri ve kinolonlara kars1 dirence neden
olan plazmit aracili kinolon direng genleri de karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda

bulunabilen aktarilabilir antimikrobiyal direng genlerindendir (7, 8).

Coklu ila¢ direngli K. pneumoniae izolatlarinin tedavi segeneklerini nefrotoksik etkisi
bakimindan kisitlamast nedeniyle kullanimi terk edilmis olan kolistin yeniden kullanilmaya
baslanmistir. Ancak, 6zellikle lipopolisakkarit sentezini kontrol eden kromozomal genlerden
mgrB’deki degisiklikler ile K. pneumoniae bu antimikrobiyal ajana da direngli hale
gelmektedir. Kolistin direncine neden olan ve aktarilabilen mobil kolistin direng genlerinin

(mcr) tanimlanmast, direncin yayilimini hizlandiracagindan endise olusturmaktadir (9).



Coklu ilag direncine sahip olan yiiksek riskli K. pneumoniae klonlari, diinyada hizla
yayilmaktadir (4). Hastanelerde yer alan klonlarin tasidigi genetik belirteclerin 6zelliklerinin
aragtirilmasi ile; bu klonlarin yerel ve uluslararasi yayilimlart belirlenebilecek, segilen
tedavilere yon verilebilecek, yeni antimikrobiyal ve enfeksiyon kontrol stratejilerinin

gelistirilmesine yol gosterilebilecektir (5).

Bu calismada amag; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Yogun Bakim ve
Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan bir yillik siirede gesitli kiiltiir
orneklerinden elde edilen karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin tasidig1 aktarilabilir
antimikrobiyal diren¢ genlerini ve kolistin diren¢ mekanizmalarini bu izolatlarin

epidemiyolojik iliskilerini de g6z 6niinde bulundurarak arastirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda;

1. Izolatlarin beta-laktam, aminoglikozit, florokinolon ve kolistin duyarlilik kategorileri
fenotipik antimikrobiyal duyarlilik testleri ile belirlenmistir.

2. lzolatlarda, plazmit ile aktarilabilen; GSBL, AmpC beta-laktamaz, karbapenemaz, 16S
rRNA metiltransferaz, plazmit aracili kolistin direng genleri ve mcr genlerinin varligt
arastirilmistir.

3. Kaolistin direncine neden olan mgrB geni degisiklikleri belirlenmistir.

4. Izolatlarin kapsiiler polisakkarit tipleri belirlenmistir.

5. Pulsed field jel elektroforezi ve multilokus sekans tiplendirme ile izolatlarin klonal

iliskisi arastirilmastir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Klebsiella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesinin tiyesi olan Klebsiella cinsi bakteriler; fakiiltatif anaerop,
polisakkarit yapida kapsiil bulunduran, oksidaz testi negatif, sporsuz, hareketsiz, gram negatif
basillerdir. Boyutlar1 0,3-1 um genisliginde ve 0,6-6 pm uzunlugundadir. Glukozu fermente
ederek metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testlerinde tanimlamaya yardimci son {irlinler

olustururlar, 18-47°C, pH 4,0-8,0 ve %0-5 tuz konsantrasyonu araliginda iireyebilirler (1).

Klebsiella cinsi, adin1 19.yiizyi1lda yasamis Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’ten
almistir. Bu basil; Carl Friedlander tarafindan da agir, genellikle 6liimciil pndmoni etkeni olan

Friedlander basili olarak tanimlanmistir (2).

Klebsiella cinsinin siniflandirilmasina iligskin gesitli yontemlerle yapilmis ve halen devam
eden ¢ok sayida ¢alisma vardir. Bu cins, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granulomatis, K.
variicola, K. singaporensis ve K. alba olmak tizere alt1 tiir icermektedir (2). Drancourt ve ark.
2001 yilinda, Klebsiella tiirlerinin 16S r RNA ve rpoB (bakteriyel RNA polimeraz beta-alt
tinite’yi kodlayan gen) dizilerinin analizini yaparak bu cinsin {i¢ kiime olusturdugunu
gostermistir. Kiime I’de K. pneumoniae subspecies pneumoniae, K. pneumoniae subspecies
rhinoscleromatis, K. pneumoniae subspecies ozoenae ve K. granulomatis; kiime II’de K.
ornithinolytica, K. planticola, K. trevisanii ve K. terrigena; kiime III’te K. oxytoca yer
almaktadir. Calismada; kiime II, Raoultella cinsi olarak ayrilmistir (10). Granier ve ark, K.
oxytoca’y1 0xy-1 ve oxy-2 genetik gruplarina karsilik gelen iki gruba ayirmistir (11). Son olarak,
bitkiler ve topraktan izole edilen {i¢ yeni gevresel tiir; K. variicola, K. singaporensis ve K. alba

Klebsiella cinsine eklenmistir (12-14).

Tiim genom dizileme yonteminin kullanima girmesi, biyokimyasal ve proteomik analizler
ile K. pneumoniae olarak tanimlanan izolatlarin 6nemli bir boliimiiniin aslinda K. pneumoniae
ile %95-96 oraninda niikleotit benzerligi paylasan yakin iligkili tiirlere ait oldugunu agiga
cikarmigtir (15-17). Resmi bir taksonomik isimlendirmesi bulunmasa da diger Klebsiella tiirleri
ile ortalama %90 niikleotit benzerligi bulunan bakterileri Wyres ve ark. K. pneumoniae tiir
grubu ( K. pneumoniae species complex) olarak isimlendirmislerdir, bu gruptaki klinik
izolatlarin yaklasik %85’ K. pneumoniae sensu stricto olarak tanimlanirken grubun diger

tiyeleri, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, K. quasipneumoniae subsp.
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quasipneumoniae, K. quasivariicola, K. africana, K. variicola subsp. tropica, K. variicola

subsp. variicola’dir (3) .

Klebsiella cinsi bakteriler; hasta hizmeti veren klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
Enterobacteriaceae iiyelerinin iiretilmesinde kullanilan besiyerlerinde (6rn. Adi agar, koyun
kanl1 agar, MacConkey agar, EMB agar) 37°C’de inkiibe edildiginde kolay iirer. Ilk izolasyon
plaklarinda biiyiikk mukoid koloniler varliginda Klebsiella’dan siiphelenilmelidir ancak tiim
suslart mukoid degildir. MacConkey agarda, biiyiik, mukoid, laktoz fermentasyonu ve asit
tiretimini gosteren pembe renkli koloniler olustururlar. Klebsiella tiirleri hareketsizdir ve ornitin
dekarboksilasyonu yapmazlar. Cogu suslari iireyi yavas hidroliz eder. Triptofan aminoasitinden
indol tiretimi K.pneumoniae’de negatif, K. oxytoca’da pozitiftir. Farkli tiirlere ait biyokimyasal
ozellikler Tablo 3.1°de gosterilmistir (2, 5).

Tablo 4.1. Klebsiella tiirlerini ayirt eden biyokimyasal 6zellikler

L K. pneumoniae K. pneumoniae subsp. | K. pneumoniae subsp.
Biyokimyasal Test subsp.. 0zaenae rhinoscleromatis K.oxytoca
pneumoniae

indol - - - +
Metil kirmizisi - + + +/-
Voges-Proskauer + - - +
Sitrat + +/- - +
Ureaz + - . +
Lizin + +/- - +
Ornitin - - - -
D-galaktoridaz - - - -
Malonat + - + +

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in ticari tanimlama sistemleri laboratuvarlarda artan siklikta
kullanilmaktadir. Geleneksel, modifiye besiyerleri ve kromojenik substratlart kullanarak
mikroorganizma tanimlamasini saglayan sistemlere API 20E (bioMeriéux, Fransa), BBL
Crystal Enteric/NonFermenter ID Sistemi (Becton Dickinson Microbiology Systems, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)), RapID onE Sistemi (Thermo Fisher Scientific Inc., ABD), Biolog
GN2 Microplate (Biolog,ABD), MicroScan Sistemi (Beckman Coulter, ABD), Sensititre
Sistemi (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, ABD) 6rnek verilebilir. Floresan temelli
yontemleri kullanan MicroScan Walkaway (Beckman Coulter, ABD), Vitek Sistemi
(bioMeriéux, Fransa), Sensititre Gram-Negatif Otomatik Tanimlama Sistemi (Thermo Fisher

Scientific Inc., ABD), Phoenix Sistemi (Becton Dickinson Microbiology Systems, ABD) ve



karbon kaynagi kullanim testi ile bakteri tanimlamasini gerceklestiren OmniLog ID Sistemi

(Biolog, ABD) yar1 ve tam otomatize tanimlama sistemleridir (2).

Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/lyonizasyon Ugus Zamani Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ile tiir tamimlamasi, immiinolojik veya biyokimyasal
yontemlere gore daha hizli, dogru ve ucuzdur (17). Bu yontemde, arastirilan mikroorganizmaya
ait koloni bir plaka tizerine yayilir ve {izeri kristalize molekiilerden olusan matriks ile kaplanir.
Kurutulan 6rnegin iizerine matriks kristalleri hedeflenerek lazer atis1 yapilir. Lazer enerjisini
emen matrikste pargalanma ve proton eklenmesiyle iyonizasyon gergeklesir. Matriks, eklenen
protonu incelenen mikroorganizmanin molekiillerine ileterek analitin yiiklii hale gelmesini
saglar. Bu islemden sonra ortaya ¢ikan iyonlar, ndtral bir molekiil ve eklenmis veya ¢ikarilmisg
bir iyon seklinde olacaktir. Yiik ve kiitle zeminine sahip iyonize matriksi ayiran bir kolon
tizerinde yolculuk eden kiitle spektrumlari, yolun sonunda bir sinyal kalibi olusturan bir
dedektore ulasir. Olusturulan kiitle spektrumlari, bu sisteme 6zgii bir yazilim ile incelenir ve
veri tabaniyla karsilastirilir. Bu yontem, Enterobacteriaceae iiyelerinin tanimlanmasinda

biyokimyasal yontemlere gore belirgin bir listlinlikk saglamaktadir (2).

4.2. Klebsiella Enfeksiyonlari

Klebsiella tiirleri birgok canli tiirlinde kommensal veya patojen mikrorganizmalar olarak
bulunabildigi gibi toprak ve sudan da izole edilebilir (1). Insanlarda kolonize olan ve hastalik

etkeni olarak kabul edilen tiirlerin yol agtig1 enfeksiyonlar asagida siralanmistir.

K. pneumoniae, klinik Orneklerde en sik izole edilen Klebsiella tirii olarak
nitelendirilmektedir (2). Sindirim ve solunum sisteminde kolonizasyonu yaygin olmakla
birlikte prevalansi; yas grubu, cografi bolge ve yakin zamanlh saglik hizmeti varhigi ile
degismektedir. ABD ve Avusturalya’da yapilmis c¢aligmalara gore bagirsak kolonizasyonu
toplumda %4-6 arasinda bulunmus; ABD, Avusturalya ve Ingiltere’de yakin zamanli saglik
hizmeti almis bireylerde %25’e ulasabildigi gosterilmistir (18-21). Kore, Japonya, Singapur,
Tayvan ve Malezya’da ise saglikl eriskinlerde kolonizasyon oranlar1 %18-87 arasindadir (22,
23). K. pneumoniae 'nin bagirsak kolonizasyonunun siiresi tam belirlenememis olsa da Lohr ve

ark. 12 ay1 gecebildigini bildirmistir (24).

Genellikle saglik hizmeti iligkili olarak karsimiza ¢ikan K. pneumoniae enfeksiyonlari,
siklikla pnémoni, iiriner sistem, yara enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi seklinde goriilmektedir (3).

Bu enfeksiyonlar klasik K. pneumoniae enfeksiyonlari olarak da adlandirilmaktadir. Risk
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altindaki hasta gruplari; yenidoganlar, yashlar, immiin diiskiin, protez ve medikal cihazlar
bulunan kisilerdir. Bu hastalarda, kommensal K. pneumoniae’nin immiinolojik kontroliiniin
yetersizligi nedeniyle bakterinin asir1 iremesi sonucu enfeksiyon olustugu diistiniilmektedir.
Bagirsak kolonizasyonu enfeksiyon gelisiminde anahtar risk faktoriidiir; yogun bakim ve
onkoloji hastalarinda bagirsak kolonizasyonu varliginda enfeksiyon riskinin dort kat arttigi

gosterilmistir (18). K. pneumonie ayn1 zamanda neonatal sepsisin en sik etkenlerinden biridir

(3).

K. pneumoniae enfeksiyonlari saglik hizmeti almis kisilerde daha ¢ok goriilmekle birlikte,
alkolizm, diabetes mellitus, kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi altta yatan kronik
hastaliklarin varliginda akciger enfeksiyonlarinin goriilme siklig1 artabilir. Pndmoni goriiliirse
yaygin nekroz ve hemoraji ile yikici olma egilimindedir. Bu hastalarda; mukoid, tugla kirmizisi
balgam goriilebilir. Akciger apsesi, kronik kaviter hastalik, internal hemoraji, hemoptizi ise agir
hastalarda goriilebilir, ayrica plorit de siklikla eslik etmektedir (25). K.pneumoniae ayni
zamanda enterit, menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari, sepsis gibi cesitli ekstrapulmoner

hastaliklara da neden olabilir (2).

Russo ve ark., son yillarda K. pneumoniae’nin hiperviriilan klinik varyantinin (hvKP)
ortaya ¢iktigini belirtmektedir (26). Uzak alanlara metastaz yapan piyojenik karaciger apsesi
seklinde ortaya ¢ikan toplum kaynakli K. pneumoniae enfeksiyonlari, ilk olarak Asya-Pasifik
iilkelerinde raporlanmakla birlikte, giiniimiizde diinyanin diger bolgelerinde de goriilmektedir
(27, 28). Bu enfeksiyonlar klasik K. pneumoniae enfeksiyonlarinin aksine; hastane ortaminin
disinda, saglik hizmeti iliskili enfeksiyon risk faktorlerini tasimayan saglikli bireylerde gelisen
firsatg1 olmayan enfeksiyonlar olarak ortaya cikmistir, yaygin toplum kaynakli hvKp
enfeksiyonlart; endoftalmit, pndmoni, nekrotizan fasiit, non-hepatik apse, menenjit ve biliyer
sistem enfeksiyonu olmadan ortaya ¢ikan piyojenik hepatik apselerdir (28, 29). Bu
enfeksiyonlara siklikla bakteriyemi ve metastatik yayilim da eslik etmektedir (26).

K. pneumoniae’nin alt tiirleri olarak tanimlanan K. 0zoenae ve K. rhinoscleromatis nadir
goriilen enfeksiyonlara neden olmaktadir. K. 0zoenae, ozena ad1 verilen atrofik rinit ve nazal
mukozanin piiriilan enfeksiyonu ile iligkilidir (2). Janda ve ark (1985) ise aynu tiire bagli korneal
apse vakasi da tanimlamislardir (30). Bu alt tiiriin ayn1 zamanda, kan, idrar, yumusak doku
orneklerinden de izole edilmesi hastalik spektrumunun daha genis oldugunu diisiindiirmektedir

(31). Ikinci alt tiir olan K. rhinoscleromatis ise respiratuvar mukoza, orofarenks, burun ve
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paranazal siniisleri etkileyen ve graniilomatdz bir hastalik olan rhinoskleromaya neden

olmaktadir (2).

K. oxytoca, antibiyotik iligkili hemorajik kolit etkeni olarak gosterilmistir (32). Kanli ishal
ve siddetli abdominal kramplara neden olan bu tiire bagl enfeksiyonlar penisilin, kinolon ve
sefalosporin  kullanim1 ile iliskilendirilmistir (33). Bu hastalarda, kolonoskopide
psddomembranlar olmadan yaygin hemoraji ve lamina proprianin inflamasyonu goriiliir.
Tekrarlayan non-steroid antiinflamatuvar ilag kullanim1 hastaligin riskini arttirirken, antibiyotik

kesilmesinden sonra hizla spontan iyilesme gerceklesir (2).
4.3. Klebsiella pneumoniae’de Antimikrobiyal Diren¢ Sorunu

Mikroorganizmalarda goriilen antimikrobiyal direng ti¢ farkli tip olarak tanimlanmustir.
Bunlar, ¢oklu ilag direnci (CID), yaygin ila¢ direnci (YID) ve pan-ilag direnci (PID) olarak
isimlendirilmistir. Bu tiplerin tanimlar1 arasinda farkli yayimlarda degisiklikler bulunmakla
beraber, Magiorakos ve ark. tarafindan ortak tanimlar olusturulmustur, buna gore, ¢oklu ilag
direnci, ii¢ ya da daha fazla tedaviyle ilgili antimikrobiyal grubundan en az bir ajana direng;
yaygin ilag¢ direnci, bir ya da ikisi disinda tim tedaviyle ilgili antimikrobiyal gruplarindan en
az bir ajana direng; pan-ilag direnci ise tedaviyle ilgili tiim antimikrobiyal ajanlara direng olarak

tanimlanmastir (34).

Antimikrobiyal ajanlara kars1i direng, ilacin hedef proteinlerinin mutasyon ile
degistirilmesiyle, farkl: tiirlerden ilaca daha az duyarli hedef protein genlerinin edinilmesiyle,
ilacin hiicre icine veya hedefe ulagsmasinin engellenmesiyle ya da ilacin enzimatik
inaktivasyonuyla ortaya ¢ikabilir (35). Direng mekanizmalarmin ¢ogu, yatay yolla aktarilan
edinilmis antimikrobiyal direng genleri ile iligkilidir. Bu genlerin aktarilabilir olmas1 bakteriler

arasinda hizl bir sekilde yayilmasina neden olmaktadir (3).

Diinya Saglik Orgiitii, halk saghig1 i¢in genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten ve
karbapenem direngli K. pneumoniae’yi kritik dneme sahip bir tehdit olarak tanimaktadir (36).
Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (The Infectious Diseases Society of America)
tarafindan da, ¢oklu ila¢ direncli ve saglik hizmeti iligkili enfeksiyon etkenleri olan ESKAPE
patojenlerinden (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp.) biri olarak
belirlenmistir (37). Coklu ilag direngli K. pneumoniae suslari, Avrupa’da yilda, 90,000’den

fazla enfeksiyona, 7,000’den fazla 6liime neden olmaktadir (38).
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K. pneumoniae enfeksiyonu tanisi kesinlestiginde tedavi antimikrobiyal duyarlilik testi
sonucuna gore belirlenmektedir. Uygun antimikrobiyal tedavi sec¢iminde, ilag direngli
patojenlerle enfekte olma riskini ortaya koyan bolgesel bakteriyel duyarlilik paternleri ve hasta
risk faktorleri de gbéz Oniinde bulundurulmaktadir. Ancak, ¢oklu ila¢ direng¢li suslarin
antimikrobiyallere yanitsizlig1 nedeniyle tedavi karmasik hale gelmekte, antibiyotik secenekleri

kisitlanmakta ve sonugta ampirik tedavi yetersiz kalmaktadir (5).

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde siklikla beta laktam grubu antibiyotikler tercih
edilmektedir. 1960-1970lerde Enterobacteriaceae ailesinde genis spektrumlu beta-
laktamazlarin tanimlanmasiyla ikinci ve {igiincii kusak sefalosporinler tedavide yerini almigtir
(5) . Ancak, diinyada ve Tiirkiye’de devam etmekte olan siirveyans raporlar1 incelendiginde
beta laktam grubu antibiyotiklere diren¢ oraninin yiiksekligi goriilebilmektedir. 2020 EARS-
Net raporuna gore tiglincii kusak sefalosporinlere direngli invaziv K. pneumoniae izolatlarinin
orani ¢ogu Avrupa tilkesinde %25’in, 6zellikle Dogu ve Giiney Avrupa’da %50 nin tizerindedir
(39). Ulkemiz Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) 2016 verilerine
gore ise invaziv K. pneumoniae izolatlarinda ti¢iincii kusak sefalosporin direnci %68,5’dir (40).
Sefalosporinlere direngli K. pneumoniae’nin yayilmasi tedavide karbapenemlerin yaygin olarak
kullanilmasina yol agmistir. Ancak, 2020 EARS-Net raporuna gére Avrupa’da karbapenem
direngli invaziv K. pneumoniae izolatlarinin oran1 %10 iken; 2016 UAMDSS raporuna gore
Tiirkiye’de direng oran1 %40,1°dir (39, 40).

Karbapenem direngli K. pneumoniae suslar1 beta-laktam antibiyotikler disinda farkli
antimikrobiyal ajanlara da direngli olma egilimindedir (15). Invaziv K. pneumoniae
izolatlarinda ¢oklu ilag¢ direnci Tirkiye’de %46,1 olarak saptanmis, ayn1 siirveyans raporunda
florokinolon direncinin %62,7; aminoglikozit grubu antibiyotiklerden gentamisin direncinin

%49,2; tobramisin direncinin %79; amikasin direncinin %30 oldugu belirtilmistir (40).

Coklu ilag direngli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisi fosfomisin, tigesiklin
gibi son segenek antibiyotiklere bagimli hale gelmis, giiniimiizde tedavi seceneklerinin
kisithiligi nedeniyle, terk edilmis olan kolistin de tekrar kullanilmaya girmistir. Ancak, bu
antibiyotikler de diren¢ gelisimi nedeniyle etkisiz kalabilmektedir (3). K. pneumoniae
enfeksiyonlarimi tedavi etmekte kullanilan tiim ilag gruplarina kars1 direncli izolatlarin varlig
gosterilmistir. Coklu ilag direngli ve 6zellikle karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinin
artis1, klinikte tedavi segeneklerini kisitli olmasi nedeniyle biiylik 6neme sahiptir (3, 41). Bu

bakterilerin artis1 az sayida antibiyotigin etkili olmasi ve bunlarin da yaygin ilag direngli veya
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pan-ilag direngli gram negatif bakterilere etkisiz olmasi nedeniyle hem yerel hem de uluslararasi

tedavide sorunlara neden olmaktadir (5).

4.4. K. pneumoniae’de Antimikrobiyal Diren¢c Mekanizmalari

4.4.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

K. pneumoniae’de aktarilabilir beta-laktam direnci; beta-laktamaz enzimlerinin beta-

laktam halkasinin peptit bagini hidrolize ederek ilaci etkisiz kilmasiyla olugsmaktadir (42).

4.4.1.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar

Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) enzimleri, oksiimino beta laktam
bilesikleri (sefuroksim, 3 ve 4.kusak sefalosporinler ve aztreonam) dahil olmak iizere ¢ogu
penisilin ve sefalosporini pargalayan enzimlerdir, ancak sefamisinler ve karbapenemleri
etkilemezler (43). Cogu GSBL, Ambler sinif A enzimlerdir, aktif bolgede serin igerirler; beta-
laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) ve diazabisiklooktanonlar
(avibaktam) tarafindan inhibe edilirler (44). Bush-Jacoby-Medeiros fonksiyonel

siiflandirmasinda grup 2be’de yer alirlar (45).

GSBL iireten bakteriler ilk olarak 1983’te iiclincii kusak sefalosporinlerin kullanilmaya
baslanmasindan kisa siire sonra tanimlanmistir ve diinya capinda raporlanmaktadir. Bu
bakteriler, ilk olarak hastanelerde ardindan bakimevlerinde goriilmiis ve 2000li yillardan
itibaren toplumda rastlanmaya baslanmistir. Bu enzimi iireten mikroorganizmalarin klonal
yayilimi ve plazmitler araciligiyla yatay gen transferi GSBL iireten bakterilerin artisinda 6nemli
faktorlerdir. En 6nemli GSBL gruplari, 2000°1i yillarin basinda ortaya ¢ikan CTX-M, ardindan
SHV ve TEM tiirevlerinden olusan GSBL’lerdir (46-49).

GSBL iretimi ¢ogunlukla Enterobacteriaceae’de goriilmektedir. E. coli ve K.
pneumoniae, GSBL iiretimine en sik rastlanan tiirlerdir. Klinik izolatlarda, GSBL tipi dagilim1
cografi degiskenlik gostermekte Ozellikle, Asya iilkeleri, Yunanistan, Tiirkiye ve Amerika

Birlesik Devletleri yiiksek risk iceren endemik alanlar kabul edilmektedir (5, 43).

[k tanimlanan genis spektrumlu beta laktamaz, Temoneria (TEM)-1 ve kisa siire sonra
siifidril degiskeni (SHV)-1’dir. Bu enzimler, penisilinlere diren¢ olusumuna neden olurken

sefalosporinleri etkilemezler. Ancak, kisa siire sonra TEM ve SHV’den tiireyen GSBL tipleri
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tanimlanmistir ve bu tipler mindr aktif alan degisikliklerine sahip olmalari nedeniyle oksiimino-
beta-laktam antibiyotikleri par¢alayabilmektedir. blasnv geni K. pneumoniae’de kromozomal
olarak bulunmasinin yani sira plazmit {izerinde de tasinabilirken, blactx-m ve blatem genleri
plazmid {izerinde yer alir, bu durum kolay aktarilabilir olmalarini saglar (5). Sik goriilen beta-
laktamazlar TEM ve SHV tipindeyken, yillar igerisinde 6zellikle CTX-M beta-laktamaz
prevalansi artmaktadir (43). Bu enzimlerin, ifade diizeyleri, spesifik beta-laktamlara karsi
aktiviteleri ve diger diren¢ mekanizmalarmin birlikteligi; GSBL pozitif izolatlarin farkl

fenotiplerde ortaya ¢ikmasina neden olur (43, 50)

Klinik izolatlarda GSBL varligi, enfeksiyon kontrolii amaciyla arastirilmaktadir.
Enterobacteriaceae izolatlarinda indikator oksiimino sefalosporinlere direng varligi

durumunda fenotipik veya genotipik testlerle GSBL varlig1 kesinlestirilmektedir (43).

K. pneumoniae’de sefotaksim ya da seftazidim; artmis dozda duyarli (I) ya da direngli (R)
kategorisinde ya da sefpodoksim duyarliligt R kategorisinde ise GSBL tanisinin
kesinlestirilmesi gereklidir. Bu amagla, GSBL’nin in vitro inhibisyonunu temel alan fenotipik
yontemler kullanilabilir. Bu yontemler, kombinasyon disk testi, ¢ift disk sinerji testi, GSBL
gradiyent test, s1vi mikrodillisyon ve kolorimetrik testtir (43). Otomatize sistemler (VITEK®2
ESBL test, bioMerieux, Fransa; Phoenix ESBL test, Becton Dickinson, ABD; MALDI-TOF
MS) GSBL tanisinda kullanilabilmektedir . Molekiiler teknikler; polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR), gercek zamanli PZR, yeni nesil dizileme teknolojileri, mikroarray yontemi de
kullanilabilir. Molekiiler tekniklerden o6zellikle PZR, GSBL kodlayan genlerin tespitinde
kullanilan standart yontemdir (43).

4.4.1.2. AmpC Beta-Laktamazlar

Beta laktam grubu antimikrobiyallerden penisilinler, sefalosporinler (4. kusak harig) ve
monobaktamlart AmpC tipi sefalosporinazlar pargalar, bu enzimler Ambler siniflamasinda C
sinifinda bulunurken Bush fonksiyonel siniflamasinda grup 1°de yer alirlar (43-45). AmpC tipi
beta-laktamaz enzimleri, klavulanik asit gibi klasik GSBL inhibitorleri tarafindan zayif inhibe
edilirler (51).

Edinilmis AmpC tasiyan izolatlar ilk olarak 1980°li yillarda tanimlanmustir. Izolatlarin
klonal yayilimi ve AmpC’nin plazmid aracili yatay transferi ile tiim diinyaya yayilmistir.
Tasmabilir AmpC genlerinin kaynagi, bu enzimin dogal treticileridir. Giiniimiize kadar birkag

AmpC enzim ailesi tanimlanmistir. Bu aileler; Enterobacter grubu (MIR, ACT), Citrobacter
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freundii grubu (CIT: CMY-2-benzeri, LAT, CFE), Morganella morganii grubu (DHA), Hafnia
alvei grubu (ACC), Aeromonas grubu (CMY-1-benzeri, FOX, MOX) ve Acinetobacter
baumannii grubu (ABA)’dir. CMY-2-benzeri enzimler prevalansi en yiiksek ve en yaygin
gruptur. Bunun yan sira indiiklenebilir DHA-benzeri beta-laktamazlar ve bazi diger AmpC

enzimleri de yaygmlasmistir (51).

K. pneumoniae kazanilmis AmpC enzimlerinin ana iireticilerinden biridir (51). AmpC
enzimleri yaygin olarak goriilmelerine ve ¢oklu merkezli caligmalarda iiclincii kusak
sefalosporin direngli izolatlarda raporlanmalarina ragmen prevalanslart GSBL’lerin ¢ok

altindadir (52).

Dogal AmpC {ireticileri, bu enzimi siirekli eser miktarda ya da indiiklenerek iiretebilirler.
Genetik degisimler sonucunda dogal AmpC’nin derepresyonu ya da artmis iiretimi sonucunda
yiiksek diizey sefalosporin ve beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii direnci ortaya g¢ikar.
Edinilmis AmpC genleri, birkac indiiklenebilir tip disinda siirekli ifade edilir ve dogal AmpC
tireticilerinin dereprese ya da asirt AmpC iireten mutantlarina benzer direng paterni olustururlar.
Direng diizeyi, enzimin ifade diizeyine ve diger diren¢ mekanizmalarinin varligina baghdir (51-

53).

Izolatlarda, sefoksitin direncinin yaninda sefotaksim ya da seftazidim direnci
saptandiginda edinsel AmpC enzimlerinin arastirilmas: onerilmektedir (54). Fenotipik AmpC
tan1 testleri kloksasilin ya da boronik asit kullanilarak AmpC’nin inhibe edilmesi temeline
dayanmaktadir (55). ‘In-house’ yontemler ya da Mast ‘AmpC Detection Disc Set’, bioMérieux
AmpC gradient test, sefotaksim-kloksasilin ve seftazidim-kloksasilin igeren Rosco tabletleri
kullanilabilecek ticari kitlerdir (56-59). Edinilmis AmpC varligi, PZR temelli yontemler veya

DNA-mikrodizilimi temelli yontem ile tanimlanabilir (60, 61).

4.4.1.3. Karbapenemazlar

Karbapenemazlar; penisilinleri, ¢ogunlukla sefalosporinleri ve degisken miktarlarda
karbapenemleri ve monobaktamlar1 parcalayan enzimlerdir. Monobaktamlar metallo-beta-
laktamazlar tarafindan hidrolize edilmez. Ambler sinif A, B ve D’de yer alan karbapenemazlar
tanimlanmistir (44). Avrupa’da karbapenemazlarin yayilmasi, 1990’larin ikinci yarisinda
Akdeniz iilkelerinde 6zellikle P. aeruginosa’da baslamistir. 2000’lerin basinda Yunanistan’da
ilk olarak Verona integron-encoded metallo-beta-laktamaz (VIM) ardindan, K. pneumoniae
karbapenemaz (KPC) ireten K. pneumoniae salgini ortaya c¢ikmistir (62). OXA-48
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karbapenemaz iireten bakteriler ise Avrupa iilkelerinde hizla yayilmaktadir (6, 63). Hindistan
ve Orta Dogu’da yiiksek prevalansa sahip New-Delhi metallo-beta-laktamazlar (NDM) da
sorun olusturan karbapenemaz tiplerindendir, IMP karbapenemazlar, bazi bolgelerde yaygindir
(64).

Karbapenemazlarin  ¢ogu, plazmid iizerinde kodlanan edinsel enzimlerdir.
Karbapenemazlarin ekspresyon diizeyleri, tiplerinin biyokimyasal 6zellikleri ve spesifik beta-
laktamlara kargi aktiviteleri degiskenlik gostermektedir. Diger diren¢ mekanizmalari ile
birliktelik gosterdiklerinde ¢ok farkli direng fenotipleri olusumuna neden olmaktadirlar (65).
Karbapenemaz {ireticilerinin ¢ogu genislemis spektrumlu sefalosporinlere de direncglidir
bununla birlikte OXA-48-benzeri enzimleri iiretenler sefalosporinlere tamamen duyarli olabilir.
Ancak, karbapenemaz ireticilerinin ¢ogu ayni zamanda CTX-M gibi sefalosporinleri

pargalayan enzimleri de tasidigindan sefalosporin direnci de eslik etmektedir (66).

Enterobacteriaceae ailesinde karbapenem direncinin bir diger mekanizmas1 GSBL veya

AmpC enzimleriyle birlikte porin degisiklikleri ile hiicre gegirgenliginin azalmasidir (67).

Karbapenemaz iiretiminin taranmasinda, en iyi duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmasi
nedeniyle meropenemin epidemiyolojik sinir degerleri (epidemiological cut off value, ECOFF)
kullanilmaktadir. Imipenem ve ertapenem daha diisiik dzgiilliige sahiptir. Tarama testinde,
meropenem MIK degeri >0,12 pg/mL ya da zon ¢ap1 25 mm altinda ya da meropenem (10 pg)
zon ¢ap1 25-27 mm arasindayken piperasilin tazobaktam/temosilin direnci bulunan izolatlar
karbapenemaz {iretimi agisindan degerlendirilmelidir. Bu amacla, meropenem ve farkli
inhibitorleri iceren kombinasyon disk testi (MAST, Ingiltere; Rosco, Danimarka),
karbapenemlerin hidrolizi temeline dayanan kolorimetrik testler (Carba NP, Blue-Carba test, 3
CARBA test™), karbapenem hidrolizini tespit eden karbapenem inaktivasyon yontemi (CIM),
MALDI-TOF MS ve immiinokromatografik lateral akim testleri kullanilir (43, 66).

4.4.2. Aminoglikozit Grubu Antimikrobiyallere Diren¢

Aminoglikozitlere direng olusumuna neden olan mekanizmalar; kromozomal ya da
plazmit lizerinde tasinan aminoglikozit degistirici enzimler (aminoglikozit fosforil transferaz;
aph, aminoglikozit asetil transferaz; aac, aminoglikozit niikleotidil transferaz; ant), ribozomal
baglanma bolgelerinin degisikligine neden olan ve plazmitlerle taginan edinsel 16S rRNA

metiltransferaz enzimleri, porin genlerinin ifadesinin azalmasi ve disa atim pompalaridir (7).
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Bu mekanizmalarin arasinda, en sik aminoglikozit degistirici enzimlere bagli direng

goriilmektedir. Bu enzimlerin arasinda aac(3)-11 ve aac(6’)-1b K. pneumoniae’de ilk siradadir

(7).

Diger bir énemli diren¢ mekanizmasi olan 16S rRNA metiltransferazlar, ilk olarak
1990larin sonunda ortaya ¢ikmis ve Enterobacteriaceae ailesinde tiim diinyada tanimlanmustir.
armA, rmtA-rmtH ve npmA tanimlanan 16 S rRNA metiltransferaz enzimlerini kodlayan
genlerdir (7, 68). Bu enzimler, klinikte kullanilan tiim aminoglikozitlere ytliksek diizey direng
olusumundan sorumludur. 16 S rRNA metiltransferazlar diinyanin farkli bolgelerinde degisen
oranlarda saptanmaktadir (69). Enterobacteriaceae ailesinde bu oran, Belgika’da %0,12 iken;
Cin’de %3,9°dur (70, 71). armA ve rmtB Asya’da en yaygin genlerdir, ingiltere ve irlanda’da

armA, rmtC ve rmtF en sik goriilenlerdir (68).

4.4.3. Kinolon Grubu Antimikrobiyallere Kars1 Direng

Kinolon direncinin mekanizmalari; plazmit aracili direng genlerinin varligi, disa atim
pompalari, porinler veya hedef enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile iliskilidir.
Enterobacteriaceae ailesinde ii¢ tip plazmid iliskili kinolon diren¢ mekanizmasi
tamimlanmistir. Bu mekanizmalar, topoizomeraz koruma proteinleri (qnrA, gnrB, qnrS),
asetilasyon enzim varyanti (aac(6’)-1b-cr) ve ¢oklu ilag direnci efluks pompasidir(gepA) (72-
74).

Bu genler minimum inhibitér konsantrasyon degerlerinin altinda, diisiik diizey kinolon
direnci olustururlar. Bu durum, klinik olarak direng olusturmasa da bu genetik bolgeler GSBL
genleri ile ayni plazmid iizerinde bulunduklarindan ve yatay olarak yayilabildikleri icin

prevalanslart 6nemlidir (8, 75).

Plazmit aracili mekanizmalardan, qepA, disa atim pompalarib1 ifade ederek
florokinolonlarin hiicre disina atilmasimi saglar (74). aac(6’)-1b-cr, kinolonlari, piperazinil
halkasindaki amino azotu asetile ederek inaktive eder (73). gnr ise topoizomerazlara baglanarak

onlar1 kinolonlarin etkisinden korur (72).

Cocuk hastalarda kikirdak tlizerindeki etkisi nedeniyle kullanimi sinirlandirilmis olsa da
florokinolon direng genleri ¢ocuk yas grubundaki hastalardan izole edilen Enterobacteriaceae
tiyelerinde de siklikla bulunmaktadir (76).
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4.4.4. Kolistine Kars1 Diren¢

Karbapenem direngli  Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisinde ciddi
nefrotoksisiteleri nedeniyle terk edilmis olan polimiksin grubundan kolistin, ¢oklu ila¢ direnci
nedeniyle ¢cocuk yas grubunda da siklikla kullanilmaya baglanmistir. Kolistine karsi direng
olusumunda en yaygin mekanizma lipopolisakkarit degisiklikleri ile bakteriyel dis membranin
degisiklik gostermesidir. Disa atim pompalarinin ifadesinin artmasi ve kapsiil polisakkariti

sentezinin artmasi ile porin kayb1 diger mekanizmalardir (9).

Lipopolisakkarit degisiminde bir¢ok gen ve operon rol alir. Bunlar; lipopolisakkarit
degisikliginde dogrudan rolii olan enzimleri kodlayan pmrC, pmrE genleri ve pmrHFIJKLM
operonu; diizenleyici iki komponent sistemleri PmrAB ve PhoPQ, PmrAB sistemini diizenleyen
crrAB, iki komponent sistemlerinin negatif diizenleyicisi mgrB, plazmit iliskili mobil kolistin
direnci (mcr) genleri, kapsiil biyosentezinin artisin1 diizenleyen Cpx ve Recs ve disa atim

pompasi aktivatori KpnEF’dir (77-81).

mgrB geninin inaktivasyonu K. pneumoniae’de kolistin direncinin gelisiminde en yaygin
mekanizma olarak goriilmektedir. Kirk yedi aminoasitlik kiigiik bir transmembran proteinini
kodlayan bu genin, mutasyon/inaktivasyonu phoPQ operonunun aktivitesini artirarak
pmrHFIJKLM operonunun aktiflesmesine neden olur ve katyonik L-arabinozaminin lipit A’ya
eklenmesi sonucunda lipopolisakkarit degisimi ile kolistin direnci olusur (82, 83). Bu gende,
delesyon, nonsense, missense ve insersiyonel mutasyonlar raporlanmistir. mgrB geninin farkli

noktalarina insersiyon sekansi yerlesmesiyle inaktivasyonu siklikla gosterilmistir (83-86).

Plazmit iligkili kolistin diren¢ geni mcr, tek aktarilabilir kolistin diren¢ mekanizmasidir,
bu durum direncin bakteriler arasinda yayilimini kolaylastirmaktadir. Bu plazmit iliskili genler
ilk olarak 2015°te Cin’de domuzlardan izole edilmistir (87). mcr geninin ifadesi ile lipit A’ya
katyonik fosfoetanolamin eklenir ve lipopolisakkarit degisimi kolistin direnci olusur. mcr-1
genini tagtyan izolatlarin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin 4-8 kat arttig1
caligmalarda gosterilmistir. Aktarilabilir kolistin direnci Avrupa, Asya, Amerika ve Afrika’da
gosterilmis ve Klebsiella cinsi dahil birgok Enterobacteriaceae iiyesinde tanimlanmistir (9).
mcr-1 genini tagiyan bazi plazmitlerin {izerinde beta-laktam, aminoglikozit, kinolon,
sulfonamidler, tetrasiklinler ve fosfomisin direnci ile iliskili genler de gdsterilmistir. Giiniimiize
kadar, mcr-1 varyantlart (mcr-1.0 — mcr-1.30), mcr-2 varyantlari (mer-2.1 — mer-2.7), mcr-3
(mer-3.1 — mer-3.41), mer-4 (mcr-4.1- mer-4.6), mer-5 (mcr-5.1 — mer-5.4), mer-6 (mcr-6.1),
mcr-7 (mcr-7.1), mer-8 (mcr-8.1 — mer-8.5), mer-9 (mer-9.1 — mcr-9.3) ve son olarak mcr-10
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(mcr-10.1) varyanti tanimlanmustir. Bu plazmit iliskili mcr gen varyantlarinin sayisindaki hizl
artig, son birka¢ yilda ciddi bir halk saglig1 sorunu olusmasina yol agmistir. mcr-1 disindaki

mcr genlerinin dagilimi ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir (9).

K.pneumoniae’de kolistin direnci Tiirkiye’de ilk kez 2012 yilinda tanimlanmustir (88).
UAMDSS 2016 siirveyans raporuna gore iilkemizde karbapenem direngli 1229 K.pneumoniae

izolatinda kolistin direnci % 31,7 olarak saptanmistir (40).
4.5. K. pneumoniae’nin Kapsiil Ozellikleri

K. pneumoniae’nin polisakkarit yapisindaki kapsiilii major bir viriilans faktorii ve
epidemiyolojik belirtecidir. Hiicrenin en disinda yer alan polisakkarit kapsiil, bakteriyi
kuruluktan, faj ve protistalardan korur (89). Hayvan deneylerinde kapsiilsiiz suslarin enfeksiyon
olusturamadigi gosterilmistir (90, 91). Ek olarak, kapsiil konagin immiin yanitin1 baskilamakta;
antimikrobiyal immiinpeptitlere, kompleman aracili dldiirmeye, fagositoza direng
saglamaktadir (92-95). Seroloji ile belirlenmis, immiinolojik olarak farkli 77 Klebsiella kapsiil
tipi (K-tipi) bulunmaktadir (96-98). Serolojik tiplendirmenin her yerde ulasilabilir olmamasi ve
0zel teknikler gerektirmesi nedeniyle kapsiil tiplendirme nadiren yapilmaktadir. Dahasi, K.
pneumoniae izolatlarmin %10-70’i daha 6nce tanimlanmamis bir kapsiil eksprese etmeleri ya
da kapsiilsiiz olmalar1 nedeniyle serolojik olarak tiplendirilebilir degildir. Bu durum, kapsiil

epidemiyolojisine iliskin bilginin de yetersizligine yol agmaktadir (99, 100).

Kapsiil sentezi ile iligkili genler kapsiil sentezi lokusunda (K-lokus) bulunmaktadir. Bu
lokusun ug¢ kisimlarinda kapsiil biyosentez mekanizmasini1 kodlayan bir dizi ortak gen (6rn.
galF, wzi, wza, wzb, wzc, gnd, ugd) bulunur. Lokusun merkezi kismi ise olduk¢a degiskendir.
Kapsiile 6zgii seker sentezi ile iligkili proteinleri, disa atim proteinlerini, ¢ekirdek montaj

bilesenleri olan flippazi (wzx) ve kapsiil tekrarlayan {inite polimerazi (wzy) sentezler (101).

Giintimiizde 77 K-tipi referans susu da dahil olmak iizere birgok K. pneumoniae izolatinin
K-lokusunun niikleotit dizisine ulasilabilmektedir (102). Serolojik tanimlamaya gore teknik
olarak daha kolay ve ayirt edici bir dizi molekiiler kapsiil tiplendirme yontemi de
tanimlanmistir. Bu yontemlerden bazilari; restriction fragment length polimorfism (RFLP), wzi
ve wzc tiplendirme, PZR temelli kapsiile 6zgii wzy tiplendirmedir (103-105). wzi semasinda
alleller spesifik K-tipleri ile iliskilendirilmistir (104). wzc semasinda ise, K-tipleri referans bir
diziye benzerlik diizeyine gore belirlenir (105). Bu yontemlerden hicbiri yaygin olarak

benimsenmese de wzi ve wzc tiplendirme semalart ilgi gormektedir (106-108) Ancak, bu
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yontemlerle de izolatlarin biiyiik bir boliimii tiplendirilemediginden K. pneumoniae’nin kapsiil
cesitliligi bilinememektedir. Tiim genom dizileme analizleri, K-lokusunun tiimiinii ortaya
cikararak K. pneumoniae’nin epidemiyolojik
olmaktadir (109).

stirveyansinin  belirlenmesine yardimci

4.6. Epidemiyolojik Tiplendirme Yontemleri

Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri, izolatlarin klonal iligkisini, kaynagini ve yayilim
seklini saptamada Onemlidir. Fenotipik ve genotipik tiplendirme yontemleri Tablo 4.2°de

Ozetlenmistir (110).

Tablo 4.2. Epidemiyolojik Tiplendirme Y ontemleri

Fenotipik

Yéntemler Genotipik yontemler

Plazmit temelli tiplendirme Kromozomal DNA temelli tiplendirme yOntemleri

Biyotiplendirme
Serotiplendirme
Bakteriyofaj
tiplendirmesi
Bakteriyosin
tiplendirmesi
Antibiyotiplendirme
Multilokus enzim
elektroforezi
Kiitle spektrometri
Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel
elektroforezi

yontemleri

Plazmit-‘restriction fragment
length polimorfism (RFLP)’
Plazmit uyumsuzluk
tiplendirmesi
(incompatibility typing)
Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) temelli replikon
tiplendirme

Plazmit temelli multilokus
sekans tiplendirme (pMLST)

Restriction fragment length polimorfism (RFLP)
Ribozomal DNA RFLP analizi (ribotiplendirme)
Pulsed field jel elektroforezi (PFGE)
PZR temelli tiplendirme yontemleri:
-PZR-RFLP
-*Arbitrary primed’-PZR (AP-PZR)
-‘random amplified polymorphic DNA’ (RAPD)
-rep-PZR
-‘Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus’ (ERIC)
-‘DNA amplification fingerprinting’ (DAF)
-‘Amplified fragment length polymorphism’
(AFLP) PZR
Dizi temelli tiplendirme yontemleri:
-*Single-nucleotide polimorphisms’ (SNPs)
-“Single-Locus Sequence Typing’ (SLST)
-‘Multilocus Sequence Typing’ (MLST)
-‘High-Density DNA array’ ve DNA ¢ipleri
-Tiim genom dizileme

K. pneumoniae izolatlarinin genetik tiplendirmesi; salgin arastirmalarinda, kaynagin
arastirtlmasinda, bulas yollarinin anlasilmasinda ve hastane enfeksiyonlarinin yonetiminde
onemlidir. Bu amagla, fenotipik ve molekiiler yontemler kullanilabilir. Fenotipik yontemler
gecmiste uzun siire kullanilmistir. Giintimiizde hala degisik diizeylerde kullanilmaktadir.
Ancak, agir1 i yiikii, uzun zaman alma, degisken sonuglar verme ve ayrim giiclerinin
yetersizligi gibi onemli eksiklikleri bulunmaktadir. Bu sorunlar nedeniyle 1980°’li yillardan
itibaren molekiiler yontemler bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilmaya baglanmistir.
Tiplendirmede kullanilacak ideal bir yontem yoktur. Yontemin epidemiyolojik olarak iligkili

suslar1 ortak bir klonda, iliskisiz olanlar1 6zgiin DNA profilinde siiflandirabilme yetenegi
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(ayrim giicii) ile sonuclarinin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi,
kullanilan gdstergenin zaman igerisindeki degisim hizi, yontemin gegerli ve giincel olmasi,
sonuglarimin uluslararast veri bankalarinda depolanabilmesi ve ufak degisikliklerle degisik
mikroorganizmalara uygulanabilmesi bu yontemler tercih edilirken dikkate alinmasi gereken

baz1 6zelliklerdir (111).

Tiplendirme yontemlerinden pulsed field jel elektroforezi (PFGE)’nin ayrim giicii
yiiksektir ve Klebsiella izolatlarinin karakterize edilmesinde kullanilan altin standart yontemdir
(112). PFGE yonteminin dezavantaji, tekniginin zor olmasidir. Multilokus sekans tiplendirme
(MLST) izolatlarin tiplendirilmesi ve klonal iligkilerinin belirlenmesinde agik ve
karsilastirilabilir sonuclar elde edilmesini saglar. MLST sonuglar1 sayisal olarak tanimlanir.
MLST yonteminde K. pneumoniae’ye ait yedi ‘housekeeping’ gen bolgesi ¢ogaltilir ve bu
dizilerdeki degisiklikler 6zgiin alleller olarak tanimlanir. Bu yedi allel, izolatin sekans tipi (ST)
olarak bilinen allelik profilini olusturur (113). Bu yontemin dezavantaji, salgin analizinde
yeterince tanimlayici olmamasidir ancak kiiresel epidemiyolojinin degerlendirilmesinde

yardimcidir (5).

4.6.1. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

PFGE ilk kez 1983 yilinda tarif edilmis ve kisa bir siirede molekiiler epidemiyolojik
analizler arasinda "altin standart" haline gelmistir (112). PFGE yonteminde geleneksel DNA
eldesi yontemlerinden farkli olarak kirilmamais biitiin kromozomal DNA kullanilir. Biitiin DNA
elde etmek amaciyla; bakteriler diisiik erime sicakligina sahip agaroz ile karistirilarak kalip
olusturulur. Agaroz kalib1 hazirlandiktan sonra bakterilerin hiicre duvarlari, enzim ve
deterjanlarin yardimiyla parcalanir. Agaroz igerisinde saf ve bir biitiin halinde kalan
kromozomal DNA, restriksiyon enzimi kullanilarak kesilir. Bakteriler arasindaki
epidemiyolojik iliskinin degerlendirilebilmesi i¢in enzim DNA’y1 uygun bir say1 (10'dan az 25-
30'dan fazla olmamali) ve biiyiikliikte kesmelidir. Kesme isleminden sonra agaroz dilimleri
tarak disine yerlestirilir ve ¢evresine jel dokiiliir. Hazirlanan elektroforez jeli, belirli araliklarla
yonii degistirilen elektrik akimini saglayan elektroforez diizenegine konularak 10-2000 kb
uzunlugundaki DNA pargalarinin ayrilmasi saglanir. Elektroforez isleminden sonra jel, etidyum

bromidle boyanarak, bant profilleri goriiniir hale getirilmektedir (114).

Tenover ve ark. ¢alismalarina gore, PFGE sonuglari, elde edilen paternlerdeki bant sayisi
farki ve yerlesim yerine bakilarak yorumlanmakta ve izolatlarin epidemiyolojik iliskileri
degerlendirilmektedir. Buna gore izolatlar; ayn1 izolat, yakin iliskili izolat, muhtemelen yakin
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iliskili izolat wve iliskisiz izolat olarak simiflandirilmaktadir; izolatlar arasi iliskinin
degerlendirilmesinde gozle degerlendirme saglayan Tenover kriterleri ve c¢esitli yazilim

programlari kullanilmaktadir (112):

Aym izolat: PFGE’de say1 ve biiyiikliikleri ayn1 bant paterni sergileyen bakterilerin
genetik olarak aynmi ve epidemiyolojik olarak iliskili olduklar1 kabul edilmektedir. Tek bant

farklilig1 gosteren izolatlarin da klonal olarak iligkili olduklar1 gdsterilmistir.

Yakin iliskili Tzolat: Tek bir nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon olusmasi
nedeniyle aralarinda 2-3 bant farki olusan izolatlar yakin iliskili olarak degerlendirilmekte ve

epidemiyolojik olarak salginin bir parcasi olduklar1 kabul edilmektedir.

Muhtemel iligkili izolat: Insersiyon veya delesyon ile restriksiyon bolgelerinin kazanimi
veya kayb1 gibi iki bagimsiz genetik degisiklik meydana geldiginde aralarinda 4—6 bant farki
olan izolatlar olusmaktadir. Cok sayida hastanin kullanildigir ve 3-6 aydan uzun bir siireyi
kapsayan ¢aligmalarda bu gibi izolatlar siklikla gdzlenebilmektedir. Bu tiir izolatlar muhtemel
iligkili izolatlar olarak degerlendirilmektedir. Ancak genetik olarak yakin iligkili kabul

edilmediklerinden, epidemiyolojik olarak iliskili olma olasiliklar1 daha diisiiktiir.

Iliskisiz izolat: DNA’sinda meydana gelen ii¢c ya da daha fazla genetik degisiklikten
dolay1 7 ya da daha fazla bant farki sergileyen bakteriler epidemiyolojik olarak iligkisiz izolatlar

olarak kabul edilmektedir.

4.6.2. Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST)

MLST, bakteri izolatlar1 arasindaki genetik iliskileri ortaya koymak i¢in kullanilan
niikleotit dizisi tabanli bir yontemdir (115). Cok kullanicili uluslararasi veri tabanlarinin

uygulanmasina izin veren acik ve tasinabilir veriler saglar (116, 117).

Primer c¢iftleri, yedi ‘housekeeping’ geninin i¢ boliimlerinin PZR ile ¢ogaltilmasi ve
dizilenmesi i¢in tasarlanmistir. Bu genler, kromozom {izerinde birbirlerine uzak bolgelerde
bulunmalari, PZR primerlerinin mevcut olmast veya tonB i¢in bilinen niikleotid
varyasyonlarina gore secilmistir. Bu lokuslarda her farkli diziye farkli bir allel numarasi

verilmis ve her allel kombinasyonuna ayr1 bir sekans tipi (ST) numarasi verilmistir (113).
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K. pneumoniae suslarinin molekiiler karakterizasyonu ile yaygmn coklu ilag direngli
klonlar tanimlanmistir. Coklu ilag direnci yiizlerce farkli K. pneumoniae klonunda ortaya
¢ikmigtir. Bu klonlarin bazilart sadece bir saglik hizmeti merkezinde salgin olusturarak yerel
sorunlara yol agarken, bazi klonlar kiiresel sorun haline gelmistir. Diinyada genis yayilim
gosteren ve ¢oklu ilag direngli salginlara yol agan kokenlerden CG (klonal grup) 15,
CG20(CG17), CG29, CG37, CG147, CG101(CG43) ve CG307 bu klonal gruplara drnektir.
Uciincii kusak sefalosporin ve/veya karbapenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinin
biiyiik bir kismi1 az sayida klon tarafindan olusturulmaktadir. Ornegin, Avrupa’da karbapenem

direngli K. pneumoniae’nin %57’si ST11, ST15, ST101 veya ST258/ST512 klonlarina aittir
(4).

Coklu ila¢ direncli suglar hastane igerisinde yerlestikten sonra, hastane iginde ve
hastaneler arasinda ¢ogalarak yayilabilir. Coklu ila¢ direncli izolatlarda, diren¢ genlerinin
molekiiler karakterizasyonu ve izolatlarin molekiiler tiplendirilmesi, giiniimiizdeki direng
profilleri ve bulas yollarinin belirlenmesine 151k tutacaktir. Yerel klonlarin genetik belirtegleri
kazanmasi ya da yayilim gosteren uluslararasi klonlarin tanimlanmasiyla K. pneumoniae
izolatlarinda ¢oklu ilag direncinin artis1 tedavinin olumsuzluguna yol agmaktadir. K.
pneumoniae’de bulunan direng genlerinin gesitliligi ve sayisinin artmasi, biiyiiyen direng geni
havuzunun gostergesidir. K. pneumoniae epidemiyolojisi ve klinikle iliskili genetik
varyasyonlarinin  evriminin  anlasilmasi, patojenite/virillans ve ¢oklu ilag direnci
mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in yapilan ¢aligmalarin planlanmasi, yorumlanmasi ve etkili

kontrol stratejilerinin olusturulmasi i¢in 6nemli bir anahtardir (5).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Bakteri izolatlarinin Elde Edilmesi, Tiplendirilmesi ve Saklanmasi

Calismamizda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklar1 Yogun Bakim ve
Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinden gonderilen klinik &rneklerden iiremis ve MALDI-TOF
MS (Becton Dickinson, ABD; VITEK MS, BioM¢érieux, Fransa) ile Klebsiella tiirleri olarak
tanimlanmis izolatlarin molekiiler epidemiyolojik 6zellikleri aragtirilmistir. Etik kurul onay
tarthinden itibaren (12/11/2020) Cebeci Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen 6rneklerden iireyen izolatlarin belirlenmesine ve

saklanmasina baslanmis, bir y1l slireyle 6rnek toplanmistir.

Klebsiella tiirleri olarak tanimlanan izolatlardan asagidaki Ol¢iitlere uyanlar ¢alismaya

dahil edilmistir:

1. Ornek alindid1 sirada hasta, Cocuk Hastaliklart Yogun Bakim ya da Yenidogan Yogun
Bakim Unitesinde yatryor olmalidir.

2. Disk difiizyon testi sonuglarina gore ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem
(10 pg) disk zon caplarindan herhangi biri European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) Antimikrobiyal Duyarlilik Sinir Degerlerine gore
direngli kategoride olmalidir ya da disk difiizyon testi sonucuna gére karbapenemler
duyarli kategoride olsa da EUCAST tarafindan karbapenemaz iiretimi agisindan
taranmasi Onerilen izolatlar (Meropenem (10 ng) diski zon ¢ap1 25 mm altinda olanlar
ya da meropenem (10 pg) diski zon ¢api 25-27 mm olmasimin yaninda piperasilin-

tazobaktam direnci bulunanlar) grubunda bulunmalidir (43, 118).

Calisma ol¢iitlerine uygun bakteri kolonileri %5 koyun kanli agarda (KKA) (Becton
Dickinson, ABD) iiretilmis, 1ml %10 gliserol ilave edilmis buyyonda -20°C’de saklanmustir.

5.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Calismaya dahil edilecek izolatlar belirlendikten sonra, bu izolatlarin penisilin ve
sefalosporin duyarliliklart disk diflizyon yontemi ile, karbapenem, aminoglikozit ve kinolon

minimum inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) gradiyent serit testi ile, kolistin MIK degerleri s1v1
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mikrodilityon yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar, EUCAST Antimikrobiyal Duyarlilik Sinir

Degerleri tablosu kullanilarak yorumlanmig ve duyarlilik kategorileri belirlenmistir (118).

5.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

KKA kullanilarak canlandirilan izolatlar, fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde nefelometre
(Biosan, Tiirkiye) ile 0,5 McFarland bulanikligina gore ayarlanmis, Miiller Hinton agar (Becton
Dickinson, ABD) iizerine ekiivyon ile ii¢ yonde yayilmis, lizerine antimikrobiyal diskleri
(Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirilmistir (Tablo 5.1). 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda koyu renk zemin iizerinde ve yansitilmis 1sikla aydimnlatilmis
ortamda disk zon caplar1 6l¢ililmiistiir. Disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zon ¢aplarina
gore izolatlar; duyarli (S), artmis dozda duyarl (I) ve direngli (R) olarak EUCAST tarafindan

belirlenen oneriler dogrultusunda degerlendirilmistir (118, 119).

Tablo 5.1. Disk diflizyon yonteminde Enterobacterales takimi i¢in kullanilan antimikrobiyal

duyarlilik testi zon ¢aplar1 sinir degerleri

Antimikrobiyal simfi A“"m‘kr"b‘yaz :‘;)' vediskicerigh | gquyarly> | R(direneli)<
Beta laktam-Beta laktamaz Amoksisilin-klavulonat (20-10) 19 mm 19 mm
inhibitérii kombinasyonlari Piperasilin-tazobaktam (30-6) 20 mm 20 mm

Sefoksitin (30) 19 mm 19 mm

] Sefotaksim (5) 20 mm 17 mm
Sefalosporinler —

Seftazidim (10) 22 mm 19 mm

Sefepim (30) 27 mm 24 mm

5.2.2. Gradiyent Serit Test Yontemi

KKA kullanilarak canlandirilan izolatlar FTS igerisinde nefelometre (Biosan, Tiirkiye)
ile 0,5 McFarland bulanikligina gére ayarlanmis, Miiller Hinton agar (Becton Dickinson, ABD)
tizerine ekiivyon ile {i¢ yonde yayilmis, iizerine antimikrobiyal seritler (Bioanalyse, Tiirkiye)
yerlestirilmistir (Tablo 5.2). 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda, koyu renk zemin {iizerinde ve yansitilmis 1sikla aydinlatilmig ortamda inhibisyon
zonunun seridi kestigi yerdeki MIK degeri okunmustur. MIK degerlerine gore izolatlar; S, | ve

R olarak EUCAST tarafindan belirlenen MIK degerleri kullanilmistir (Tablo 5.2) (118).
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Tablo 5.2. Enterobacterales takimi i¢in kullanilan minimum inhibitor konsantrasyon sinir

degerleri
Antimikrobiyal simifi Antimikrobiyal ad1 S> (ng/mL) R< (ug/mL)

Ertapenem 0,5 0,5

Karbapenemler Imipenem 2 4
Meropenem 2 8

Kinolonlar Siprofloksasin 0,25 0,5
Levofloksasin 0,5 1
Amikasin 8 8

Aminoglikozitler Tobramisin 2 2
Gentamisin 2 2

5.2.3. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

KKA kullanilarak canlandirilan izolatlar, FTS icerisinde nefelometre (Biosan, Tiirkiye)
ile 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanmistir. Sensititre Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth
w/TES (Thermo Fisher Scientific, ABD) besiyerine 10 pL aktarilmis ve Sensititre FRCOL
mikroplak (Thermo Fisher Scientific, ABD) {izerindeki kuyucuklara 50 pL olacak sekilde
dagitilmistir. 37°C’de 18 saat, atmosferik kosullarda inkiibasyon sonrasinda kuyucugun iginde
iireme goriilmeyen en diisiik kolistin konsantrasyonu (mg/L), MiK degeri olarak belirlenmistir.
Duyarlilik kategorilerinin belirlenmesi i¢in MIK degerleri EUCAST antimikrobiyal duyarlilik
sinir degerleri tablosuna gére MiK>4 pg/ml R, MIK<4 pg/ml S olarak degerlendirilmistir
(118).

5.3. Karbapenemaz Uretiminin Taranmasi

Izolatlarm karbapenemaz iiretiminin taranmasinda, karbapenem inaktivasyon metodu
(CIM) kullanilmistir (120). Meropenem (10 pg) diski (Bioanalyse, Tiirkiye) ile bir 6ze dolusu
test edilen bakteri, 450 pL distile su igerisinde steril tiipte 2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Nefelometre cihazi (Biosan, Tiirkiye) kullanilarak 0,5 McFarland standardina uygun
meropeneme duyarli Escherichia coli ATCC 25922 susunun, Miiller Hinton agara (Becton
Dickinson, ABD) ekiivyonla yogun ekimi yapilmistir. Bakteri ile inkiibe edilmis olan
meropenem diski tiipten ¢ikarilarak bu agarmn ortasina yerlestirilmis, 18 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Test sonucuna goére karbapenemaz iiretimi saptanmayan (meropenem diski
cevresinde inhibisyon zonu olusumu goriilen) ve karbapenem zon c¢aplar1 duyarli (S)

kategorisinde olan izolatlar ¢alismanin ilerleyen asamalarina dahil edilmemistir.
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5.4. Klebsiella pneumoniae Suslarindan DNA Elde Edilmesi

K. pneumoniae’nin her izolati stoktan KKA besiyerine tek koloni diisiirme teknigi ile
pasajlanarak 37°C’de 18 saat inkiibe edilmis, DNA eldesi ve saflastirma islemi QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak iiretici firmanin &nerileri dogrultusunda yapilmistir. Islem
sonunda elde edilen DNA’nin miktar1 nanofotometre (Implen, Almanya) ile 6l¢iilmiis ve DNA

1,5 mI’lik steril mikrosantrifiij tiiplerinde -20°C’de saklanmistir.

5.5. Antimikrobiyal Ajanlara Direncten Sorumlu Gen Bélgelerinin PZR ile Saptanmasi

PZR reaksiyon karigimlarinda, Taq DNA polimeraz (Taq DNA polymerase 500U, 5U/uL,
Thermo Fisher Scientific, ABD), Taq tamponu (10X Taq Buffer with (NH4)2SO4, Thermo
Fisher Scientific, ABD), MgCl, (25 mM MgClz, Thermo Fisher Scientific, ABD) dNTP
karistmi (10mM dNTP mix, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve primerler (Sentebiolab
Biyoteknoloji, Tiirkiye) kullanilmistir. PZR reaksiyonlari 1s1 dongii cihazinda (TC412, Techne,
Birlesik Krallik) gerceklestirilmistir.

5.5.1. GSBL Genlerinin PZR Yontemi ile Saptanmasi

Beta laktam antibiyotiklere dirence yol agan GSBL genleri; blasnv, blatem, blactx-m; i¢in
ic ayr reaksiyon gergeklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan primerler ve iirlinlerinin

biiytikliikleri Tablo 5.3’te verilmistir (121,122).

Tablo 5.3. GSBL igin kullanilan primer dizileri ve elde edilen triinlerin biiytikliikleri

Enzim tipi Oligoniikleotit dizisi (5°-3”) b¢

TEM/F: GAA GAC GAA AGG GCC TCG TG
TEM 1074 bg
TEM/R: GGT CTG ACA GTT ACC AAT GC

SHV/F: CGC CGG GTTATT CTT ATT TGT CGC
SHV 1016 bg
SHV/R: TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA
CTX-MA: CGCTTT GCG ATG TGC AG

CTX-MB: ACCGCG ATATCGTTG GT

Not: Tasli ve ark. ve Bonnet ve ark.’nin ¢alismasindan alinmustir. (121,122).

CTX-M 550 be

Her bir PZR igin reaksiyon karisimlar1 ve dongii kosullar1 asagida verilmistir.
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SHYV icin PZR reaksivon karisimi

dH,0--- 35,7 ul

Tag tamponu--- 5 ul

MgClz--- 5 ul

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
SHV/F primer (10 pmol)--- 1 ul
SHV/R primer (10 pmol)--- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

TEM icin PZR reaksivon karisimi

dH20--- 35,7 ul

Taq tamponu--- 5 pl

MgClz--- 5 pul

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
TEM/F primer (10 pmol)--- 1 pl
TEMI/R primer (10 pmol)--- 1 pul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

CTX-M icin PZR reaksiyon karisimi

dH20--- 35,7 ul

Taq tamponu--- 5 ul

MgCl--- 5 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
CTX-M/F primer (10 pmol)--- 1 pl
CTX-M/R primer (10 pmol)--- 1 pl
DNA--- 1 pl

Toplam hacim--- 50 ul
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SHYV icin PZR programi

Baglangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 5 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 30 sn

Primer yapismasi--- 66 °C, 30sn
Uzama--- 72 °C, 50 sn

Son uzama--- 72 °C, 10 dk

TEM icin PZR programi

Baglangi¢ denatiirasyonu--- 94°C, 5 dk
Denatiirasyon--- 94°C, 1 dk

Primer yapigmasi--- 55°C, 1 dk
Uzama--- 72°C, 1 dk

Son uzama--- 72°C, 10 dk

30 dongii

CTX-M icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 10 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 1 dk

Primer yapigmasi--- 60 °C, 1 dk
Uzama--- 72 °C, 1 dk

Son uzama--- 72 °C, 7 dk

30 dongii

5.5.2. AmpC Beta Laktamaz Genlerinin PZR Yoéntemi ile Saptanmasi

30 dongii

Beta laktam antibiyotiklere dirence yol agcan AmpC genleri multipleks PZR reaksiyonu

ile aragtirilmistir. Bu reaksiyonda kullanilan primerler ve iirtinlerinin biiytikliikleri Tablo 5.4’te

verilmistir.
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Tablo 5.4. AmpC beta laktamaz genleri i¢in kullanilan primer dizileri ve elde edilen iiriinlerin

biiytkliikleri
Enzim tipi Oligoniikleotit dizisi (5’-3”) b¢ Kaynak
MOX-1, MOX-2, MOXMEF: GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 520 bg
CMY-1, CMY-8-11 |[MOXMR: CAC ATT GAC ATAGGT GTG GTGC
LAT1-4, CMY-2-7, CITMF:. TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 462 bg
BIL-1 CITMR: TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC
DHA-1 DHA-2 DHAMF: AACTTT CACAGG TGT GCT GGG T 405 be
' DHAMR: CCGTACGCATACTGGCTT TGC
ACC ACCMF: AAC AGC CTC AGCAGCCGGTTA 346 bg
ACCMR: TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC
MIR-1T. ACT-1 EBCMF: TCG GTA AAG CCGATGTTG CGG 302 bg
' EBCMR: CTT CCACTG CGG CTGCCAGTT
FOX-1-5b FOXMF: AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 190 be
FOXMR: CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

Not: Pérez-Pérez ve ark.’nin ¢alismasindan alinmistir (60).

AmpC icin multipleks PZR reaksivon karisimi

dH20--- 16,7 pl

Taq tamponu--- 5 ul

MgClo--- 5 pl

dNTP karigimi--- 3 ul

Tag DNA polimeraz---0,3 ul
MOXMEF primer (100 pmol)--- 1,5 pl
MOXMR primer (100 pmol)--- 1,5 ul
CITMF primer (100 pmol)---1,5 pl
CITMR primer (100 pmol)---1,5 ul
DHAMEF primer (100 pmol)--- 1,5 ul
DHAMR primer (100 pmol)--- 1,5 pl
ACCMF primer (100 pmol)--- 1,5 ul
ACCMR primer (100 pmol)--- 1,5 ul
EBCMF primer (100 pmol)--- 1,5 ul
EBCMR primer (100 pmol)--- 1,5 pl
FOXMF primer (100 pmol)--- 1,5 pul
FOXMR primer (100 pmol)--- 1,5 pul
DNA--- 2 ul

Toplam hacim--- 50 ul
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AmpC icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 3 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 30 sn

Primer yapismasi--- 54 °C, 30 sn
Uzama--- 72 °C, 1 dk

Son uzama--- 72 °C, 7 dk

25 dongii

5.5.3. Karbapenemaz Genlerinin PZR Yoéntemi ile Saptanmasi

Karbapenemaz genleri ii¢ ayr1 multipleks PZR reaksiyonu ile aragtirilmistir.

Reaksiyonlarda kullanilan primerler ve iirlinlerinin biiyiikliikleri Tablo 5.5’te verilmistir.

Tablo 5.5. Karbapenemaz i¢in kullanilan primer dizileri ve elde edilen tiriinlerin biiyiiklikleri

Enzim tipi Oligoniikleotit dizisi (5°-3) be

| OXA-F: GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC
OXA-48 benzeri 438 be
OXA-R: CAT CAAGTT CAACCCAACCG

KPC-F: CGT CTAGTTCTGCTGTCT TG 798 b
KPC ¢

KPC-R: CTT GTCATCCTT GTT AGG CG

NDM-F: GGT TTG GCG ATC TGG TTT TC
NDM 621 be
NDM-R: CGG AAT GGC TCA TCA CGA TC

AIM-F: CTGAAGGTGTACGGAAACAC

AIM 322 be
AIM-R: GTTCGGCCACCTCGAATTG

DIM-F: GCTTGTCTTCGCTTGCTAACG

DIM 699 bg
DIM-R: CGTTCGGCTGGATTGATTTG

BIC-F: TATGCAGCTCCTTTAAGGGC

BIC 537 bg
BIC-R: TCATTGGCGGTGCCGTACAC

IMP IMP-F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC -
IMP-R: GGTTTAAYAAAACAACCACC ¢

SPM-F: AAAATCTGGGTACGCAAACG
SPM 271 be
SPM-R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

VIM-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA

VIM 390 be
VIM-R: CGAATGCGCAGCACCAG

GIM-F: TCGACACACCTTGGTCTGAA

GIM 477 be
GIM-R: AACTTCCAACTTTGCCATGC

SIM-F: TACAAGGGATTCGGCATCG

SIM 570 be
SIM-R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG

Not: Poirel ve ark.’nin ¢alismasindan alinmigtir (123).

31



1.multipleks PZR reaksiyvon karisimi

dH20--- 31,7 pl

Tag tamponu--- 5 ul

MgClz--- 3 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
OXA-F primer (10 pmol)--- 1 ul
OXA-R primer (10 pmol)--- 1 ul
NDM-F primer (10 pmol)--- 1 pul
NDM-R primer (10 pmol)--- 1 ul
KPC-F primer (10 pmol)--- 1 pul
KPC-R primer (10 pmol)---1 pl
BIC-F primer (10 pmol)--- 1 pul
BIC-R primer (10 pmol)--- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

2. multipleks PZR reaksivon karisimi

dH20--- 33,7 ul

Taq tamponu--- 5 pl

MgClz--- 3 ul

dNTP karigimi--- 1 pl

Tag DNA polimeraz--- 0,3 ul
VIM-F primer (10 pmol)--- 1 pl
VIM-R primer (10 pmol)--- 1 pul
IMP-F primer (10 pmol)--- 1 pl
IMP-R primer (10 pmol)--- 1 pul
SPM-F primer (10 pmol)--- 1 pul
SPM-R primer (10 pmol)--- 1 pul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul
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3. multipleks PZR reaksivon karisimi

dH20--- 31,7 ul

Tag tamponu--- 5 ul

MgClz--- 3 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
AIM-F primer (10 pmol)--- 1 ul
AIM-R primer (10 pmol)--- 1 ul
GIM-F primer (10 pmol)--- 1 ul
GIM-R primer (10 pmol)--- 1 pl
SIM-F primer (10 pmol)--- 1 ul
SIM-R primer (10 pmol)--- 1 pl
DIM-F primer (10 pmol)--- 1 ul
DIM-R primer (10 pmol)---- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94°C, 10 dk
Denatiirasyon--- 94°C, 30 sn

Primer yapigmasi--- 56°C, 40 sn
Uzama--- 72°C, 50 sn

Son uzama--- 72°C, 5 dk

5.5.4. Aminoglikozitlere Diren¢ Genlerinin PZR Yéntemi ile Saptanmasi

36 dongii

Aminoglikozit direnci olusturan ve plazmit ile aktarilan 16S rRNA metiltransferaz genleri

polimeraz zincir reaksiyonlar: ile arastirilmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan primerler ve

tiriinlerinin biiytikliikleri Tablo 5.6’da verilmistir.
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Tablo 5.6. 16S rRNA metiltransferaz genleri i¢in kullanilan primer dizileri ve elde edilen

iriinlerin biiyiikliikleri

Hedef gen Oligoniikleotid dizisi (5°-3°) b¢

armA-F: ATT CTG CCT ATC CTA ATT GG
armA 315 bg
armA-R: ACCTATACTTTATCGTCGTC

rmtB-F: GCT TTC TGC GGG CGA TGT AA
rmtB 173 be
rmtB-R: ATG CAA TGC CGC GCT CGT AT

rmtC-F: CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG
rmtC 711 bg
rmtC-R: ATC CCA ACATCT CTCCCACT

F: ATT CAT CTG GGC TGC GTG CGAC
rmtF 338 bg
R: ACC AGC TCG TCCGAC ACCGTAA

Not: Doi ve ark. ve Taylor ve ark. calismasindan alinmistir (124, 68).

armA, rmtB, rmtC icin multipleks PZR reaksivon karisimi

dH.0--- 33,7 ul

Taq tamponu--- 5 pl

MgClz--- 3 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
armA-F primer (10 pmol)--- 1 pl
armA-R primer (10 pmol)--- 1 pul
rmtB-F primer (10 pmol)--- 1 ul
rmtB-R primer (10 pmol)--- 1 pl
rmtC-F primer (10 pmol)--- 1 ul
rmtC-R primer (10 pmol)--- 1 pl
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

armA, rmtB, rmtC icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 96 °C, 5 dk
Denatiirasyon--- 96 °C, 30 sn

Primer yapismasi--- 55 °C, 30 sn
Uzama--- 72 °C, 1 dk

Son uzama--- 72 °C, 5 dk

30 dongii
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rmtF icin PZR reaksivon karisimi

dH20--- 35,7 ul

Tag tamponu--- 5 ul
MgClz--- 5 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
F primer (10 pmol)--- 1 ul

R primer (10 pmol)--- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

rmtF icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 96°C, 5 dk

Denatiirasyon--- 96°C, 30 sn
Primer yapismasi--- 55°C, 30 sn
Uzama--- 72°C, 1 dk

Son uzama--- 72°C, 5 dk

5.5.5. Plazmit Aracili Kinolon Diren¢ Genlerinin PZR Yontemi ile Saptanmasi

Kinolon grubu antibiyotiklerde dirence yol agan plazmit iligkili kinolon direng genleri

(gnrA, gnrB, gnrC, gnrS, gepA) varhig: aragtirtlmigtir. Bu reaksiyonlarda kullanilan primerler

ve lirtinlerinin biiytikliikleri Tablo 5.7°de verilmistir.
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Tablo 5.7. Plazmid aracili kinolon direng genleri i¢in kullanilan primer dizileri ve elde edilen

iriinlerin biiyiikliikleri

Hedef gen Oligoniikleotit dizisi (5°-3”) be

F: ATT TCT CAC GCC AGG ATT TG
gnrA 468 bg
R: TGC CAG GCACAG ATCTTG AC

F: CGA CCT KAG CGG CAC TGA AT
gnrB 513 bg
R: GAG CAACGAYGCCTG GTAGYTG
F: GGG TTG TAC ATT TAT TGA ATC G

gnrC 307 be
R: CACCTA CCCATT TATTTT CA
F: ACT GCA AGT TCATTG AAC AG
gnrS 431 bg
R: GAT CTA AAC CGT CGA GTT CG
F: AACTGC TTG AGC CCG TAG AT
gepA R: GTC TAC GCC ATG GACCTC AC 596 be

R: CTCGAATGCCTGGCGTCTTT
Not: Jacoby ve ark. ve Kim ve ark.’nin ¢alisgmasindan alinmstir (125,126).

anrA, gnrB ve gnrS icin multipleks PZR reaksivon karisimi

dH20--- 17 ul

PCR Master Mix--- 25 ul
gnrA F primer--- 1 pl
gnrA R primer--- 1 ul
gnrB F primer--- 1 pl
gnrB R primer--- 1 pl
gnrS F primer--- 1 pl
gnrS R primer--- 1 pl
DNA---2 ul

Toplam hacim--- 50 ul

gnrA, gnrB, anrS icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 95 °C, 10 dk
Denatiirasyon--- 95 °C, 1 dk

Primer yapigmasi--- 54 °C, 1 dk
Uzama--- 72 °C, 1 dk

Son uzama--- 72 °C, 10 dk

35 dongl
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gepA icin multipleks PZR reaksivon karisimi

dH20--- 35,7 ul

Tag tamponu--- 5 ul

MgCl--- 5 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul

F primer (10 pmol)--- 1 ul

R primer (10 pmol)--- 1 ul

DNA--- 1 pl

Toplam hacim--- 50 ul

gepA icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 96 °C, 1 dk
Denatiirasyon--- 96 °C, 1 dk

Primer yapismasi--- 60 °C, 1 dk
Uzama--- 72 °C, 1 dk
Son uzama---72 °C, 5 dk

5.5.6. Tasmabilir Kolistin Diren¢ Genlerinin PZR Yontemi ile Saptanmasi

30 dongii

Aktarilabilir kolistin diren¢ genlerinden en sik saptanan mcr-1 ile dort direng genine

yonelik multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. Bu reaksiyonlarda kullanilan primerler

ve lirtinlerinin biiytikliikleri Tablo 5.8’de verilmistir.

Tablo 5.8. mcrl-5 i¢in kullanilan primer dizileri ve elde edilen iriinlerin biiyiikliikleri

Multi mer-5Rv: GAA TGT TGA CGT CAC TAC GG

Hedef gen Oligoniikleotit dizisi (5’-3°) be
Multi mer-1-/2-Fw: TAT CGC TAT GTG CTA AAG CCT G
mcr-1 - 1139 bg
Multi mer-1Rv: CGT CTG CAG CCACTG G
) Multi mer-1-/2-Fw : TAT CGC TAT GTG CTA AAG CCT G 216 b
mcr-
Multi mcr-2Rv: AAA ATA CTG CGT GGC AGG TAG C ¢
5 Multi mer-3Fw: CAA TCG TTA GTT ACA CAA TGA TGA AG .
mcr-
Multi mcr-3Rv: AAC ACA TCT AGC AGG CCC TC ¢
Multi mer-4Fw: ATC CTG CTG AAG CAT TGA TG
mcr-4 - 405 bg
Multi mer-4Rv: GCG CGC AGT TTC ACC
Multi mer-5Fw: GGT TGA GCG GCT ATG AAC
mcr-5 207 bg

Not: Jousset ve ark.’nin ¢alismasindan alimmgtir (127).
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mcrl-5 icin multipleks PZR reaksiyvon karisimi

dH20--- 3 pul

PCR Master Mix--- 25 ul

Multi mcr-1-/2-Fw primer (10 pmol)--- 4 ul
Multi mer-1Rv primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mer-2Rv primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mcr-3Fw primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mcr-3Rv primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mer-4Fw primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mer-4Rv primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mcr-5Fw primer (10 pmol)--- 2 ul
Multi mer-5Rv primer (10 pmol)--- 2 ul
DNA--- 2 ul

Toplam hacim--- 50 ul

mcrl-5icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 5 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 30 sn

Primer yapismasi--- 56 °C, 1 dk
Uzama--- 72 °C, 1 dk

Son uzama--- 72 °C, 5dk

25 dongi

5.5.7. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Saptanmasi

Yapilan her PZR sonrasi, ¢alisilan gen bdlgesinin varliginin belirlenmesi i¢in agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Jel hazirlanmasinda, molekiiler grade agaroz (Axygen, Almanya) ile,
0,5x TBE (tris-borat-EDTA)(Biotek, Tiirkiye) kullanilarak hacim tamamlanmis ve %1
konsantrasyonunda ¢o6zelti hazirlanmistir. Bu ¢ozelti mikrodalga firinda agaroz tamamen
eriyinceye kadar isitilmistir. Cozelti sogutulduktan sonra {iizerine %1 etidyum bromid
(AppliChem, ABD) soliisyonundan 0,5 mikrolitre ilave edilmistir. Uygun tarak yerlestirilen jel
tabagina dokiilmiis ve donmasi beklenmistir. Jel, jel tabagiyla birlikte elektroforez tankina
(Thermo Scientific, ABD) yerlestirilmistir ve tanka 0,5x TBE doldurulmustur. Tarak
cikarildiktan sonra 7 pL PZR {irlinii, 3 pL yikleme tamponuyla (Sigma-Aldrich, Almanya)
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kanigtirilip kuyucuklara yiiklenmistir. 100 V elektrik akiminda 1 saat ylriitiilmiis ve UV
transilluminator (VilberLourmat, Fransa) ile 312 nm’de elde edilen bantlar degerlendirilmis ve
fotograflannistir ~ (Canon  PowerShot G5, Kanada). Uriinlerin  biiyiikliiklerinin
degerlendirilebilmesi i¢in 100 bg¢ DNA biiyiikliik belirteci (Bioron, Almanya; GeneRuler,
ABD) kullanilmistir.

5.6. mgrB Kromozomal Gen Mutasyonunun Saptanmasi

K.pneumoniae’de kromozomal kolistin direnci olusumundan en sik sorumlu olan mgrB
genindeki mutasyonlarin arastirtlmasi igin, s1vi mikrodiliisyon ile direngli bulunan izolatlarda
gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilmistir (Tablo 5.9). PZR reaksiyonu, 1s1 dongii cihaz1 (TC412,
Techne, Birlesik Krallik) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 5.9. mgrB gen bolgesini ¢ogaltmaya yonelik polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan

primerler

Hedef gen Oligoniikleotit dizisi (5°-3’)
mgrB_ext_F: AAG GCG TTC ATT CTACCACC

mgrB_ext_R: TTA AGA AGG CCG TGC TAT CC
Not: Cannatelli ve ark.’nin ¢aligmasindan alinmstir (81).

mgrB

marB icin PZR reaksiyvon karisimi

AH20-----=mmmm e 37,7 ul
Taq Buffer---------------------—-—-- 5ul
MQClz---------=memm oo 3ul
ANTP mMix---------=-==-=-=nmmemm-- 1 ul
Taq Polimeraz--------------------- 0,3 ul

mgrB_ext_F primer (10 pmol)-- 1 ul
mgrB_ext_R primer (10 pmol)-- 1 pl

merB icin PZR programi, 30 dongii

Baslangi¢ denatiirasyonu--------- 95°C, 3dk
Denatiirasyon---------=-=----------- 95°C, 30 sn

Primer yapigmasi (annealing)---- 54 °C, 30 sn
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Sentez (uzama)--------------------- 72°C, 1dk 45 sn
Son uzama--------------------------- 72°C,5dk

%1 konsantrasyonunda agaroz jel hazirlanmis ve jel elektroforezi yapilarak PZR
iiriinlerinin dogrulugu kontrol edilmistir. Uriinler, ExoSap (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti
kullanilarak saflastirilmig, BigDye 3.1 floresan isaretli ddNTPler (Thermo Fisher Scientific,
ABD) eklenerek PZR gerceklestirilmis, Seqstudio (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda
dizi analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 Snapgene software programi ile goriintiilenmistir. Elde
edilen niikleik asit dizileri ile karsilik gelen aminoasit dizileri kolistin duyarli K. pneumoniae
NHS53 susuna (erisim no: KF852760) ait vahsi tip mgrB dizisi ve protein iiriinii BLAST® veri
tabani kullanilarak karsilagtirilmistir (128, 129).

5.7. Kapsiiler polisakkarit tiplerinin belirlenmesi

Kapsiiler polisakkarit tiplerinin belirlenmesi i¢in wzi geni polimeraz zincir reaksiyonu
yapilarak ¢ogaltilmistir. Hedef bolgeler, kullanilacak primer dizileri, baz ¢ifti boyutlar1 Tablo
5.10’da verilmistir. PZR reaksiyonu 1s1 dongii cihazi (TC412, Techne, Birlesik Krallik)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Uriinler, ExoSap (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti
kullanilarak saflastirilmig, BigDye 3.1 floresan isaretli ddNTPler (Thermo Fisher Scientific,
ABD) eklenerek PZR gerceklestirilmis, Seqstudio (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda
dizi analizi yapilmistir. Gen dizileri Snapgene software programi ile goriintiillenmis ve
degerlendirilmistir. FASTA formatindaki baz dizileri, BIGSdb-Pasteur Klebsiella pneumoniae

allel ve profil veri tabaninda aranarak eslesen alleller bulunmustur (130).

Tablo 5.10. wzi gen bdlgesini ¢ogaltmaya yonelik polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan

primerler
Hedef gen Oligoniikleotit dizisi (5°-37) be
) wzi_for2: GTG CCG CGA GCG CTT TCT ATCTTG GTATTCC 530 b
wzi
wzi_rev: GAG AGC CAC TGG TTC CAG AAC/T TTC/G ACC GC N

Not: Brisse ve ark.’nin ¢alismasindan alinmistir (104).

wzi geni icin PZR reaksivon karisimi

dH20--- 37,7 ul
Taq tamponu--- 5 pl
MgClz--- 3 pl
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dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
wzi_for2 (10 pmol)--- 1 ul
wzi_rev (10 pmol)--- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

wzi geni icin PZR programi

Baslangig¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 2 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 30 sn

Primer yapigmasi--- 55 °C, 40 sn
Uzama--- 72 °C, 30 sn

Son uzama--- 72 °C, 5 dk

30 dongii

5.8. Pulsed Field Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE)

Izolatlar arasindaki molekiiler epidemiyolojik benzerlik ve farkliliklari ortaya koymak,
izolatlarin ve sahip olduklar1 diren¢ genlerinin klonal dagilimini belirlemek i¢cin PFGE

kullanilmustir (131, 132).
5.8.1. PFGE Yonteminde Kullanilacak izolatlarin Hazirlanmasi

Bakteri izolatlari, KKA (Becton Dickinson, ABD) besiyerine ekilmis ve 37°C’de 18 saat
aerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Ureyen kolonilerden birer 6ze dolusu (0.1 ul’lik 6ze)
alintp, 3 ml beyin kalp infiizyon buyyonu (Biolife, Italya) igerisine koyulmus ve 18 saat
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben etiivden ¢ikarilan beyin kalp infiizyon
buyyonlarma 13,000 g’de 5 dk santrifligasyon islemi uygulandiktan sonra siipernatan atilmistir.
Elde edilen pellet tizerine 500 pl TE tamponu (10mM Tris, ImM EDTA, pH:7,5) eklenmis, 5
sn vorteks (HVD, Avusturya) uygulanmis ve nanofotometrede (Implen, Almanya) optik
dansiteleri 0.9-1.1 olacak sekilde ayarlanmistir. Bu siispansiyondan 400 pl alinip
mikrosantrifiij tiiplerine konulmus ve 50000 g’de 3 dakika santrifiigasyon (Eppendorf,
Almanya) islemi uygulanmistir. Santrifiigasyon isleminden sonra siipernatan uzaklastirilmis ve
pelletin tizerine 150 ul TE tamponu ve 20 ul proteinaz K (20 mg/mL, Sigma-Aldrich, Almanya)
koyulmustur.
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5.8.2. izolatlarin Agaroza Gomiilmesi

Diisiik erime sicakligina sahip agarozun (low melt, LMP (Bio Basic, Kanada) 0,375 gr’1,
25 mL TE ile mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) birkac defa kaynamasina izin verilerek iyice
eritilmistir. 55°C’lik su banyosuna konularak donmasi engellenmis, yukarida anlatildig: sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonu ile %1,5 LMP agaroz esit oranlarda (her ikisinden de 100’er
ul) pipetaj yapilarak karistirilmistir. Bu karigimdan pipet yardimiyla 100 pl alinip agaroz
kalibimin kuyucuklarina dagitilmig, kaliplar +4°C’de 10 dakika bekletilerek agarozun

katilagmas1 saglanmustir.

5.8.3. Agar Icerisindeki Hiicrelerin Parcalanmasi

Hazirlanan kaliplar 6ze yardimiyla jel tutucudan ¢ikartilmig, 5 mL lizis tamponu ( 50mM
Tris:50 mM EDTA, pH 8.0 + %1 Sarcosyl) igeren tiiplerin i¢ine konulmus ve 20 pl proteinaz
K eklenmistir. Tipler ¢alkalayicili su banyosuna (GFL, Almanya) yerlestirilmis ve bir gece
56°C’de inkiibe edilmistir.

5.8.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

Tiiplerin igerisindeki tampon dokiiliip, 5-10 ml TE tamponu ile 5 kez 30 dakika boyunca
calkalayicidda (HVD, Avusturya) yikama islemi gercgeklestirilmistir. Kesim enzimi ile

karsilagtirilincaya kadar 4 ml TE iginde +4°C’de saklanmustir.

5.8.5. DNA’nin Kesim Enzimiyle Kesilmesi

Kesim islemi i¢in kaliplar TE igeren tampondan ¢ikarilip tli¢te biri kalinliginda kesilmis,
180 pl distile su igeren mikrosantrifiij tiiplerine konulmus ve iizerine 20 pl Tango tamponu
(Thermo Scientific, ABD) eklenmistir. Yarim saat boyunca 37°C kuru blokta bekletilmistir.
Tampon su karisimi da uzaklastirilmis ve mikrosantrifiij tiiplerine enzim-tampon karigimi (3 pl
XBal (Thermo Scientific, ABD) (10 U/uL)+180 ul distile su + 17 pl Tango tamponu)
konularak, 30°C’de 1sitict blokta (HVD, Avusturya) 4 saat bekletilmistir. Stirenin sonunda

tampon-su-enzim karigimi uzaklastirilmis ve 1000 pl 0,5x TBE tamponu eklenmistir.
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5.8.6. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Taragin dislerinin ug¢ kisimlara bir tanesi bos birakilarak TBE tampondan ¢ikarilan
agaroz kaliplart yerlestirilmistir. Tarak oda sicakliginda tutularak agaroz kaliplarin taragin
ucuna yapismasi beklenildikten sonra jel, dokiilecek kasete yerlestirilmistir. Bu sirada, 1 gr
“’pulsed-field certified’’ agaroz (Bio-Rad, ABD) ve 100 mL 0,5x TBE kullanilarak %1’lik jel
hazirlanmistir. 45-50°C sicakliginda olan agaroz kasete dokiilmiistiir. Katilagsmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Lambda Ladder PFGE Marker (New England Biolabs,
Ingiltere) belirte¢ olarak kullanilmistir. Kalan bosluklar ayrilan 3-5 ml jel ile pipet yardimiyla
agaroz ile doldurulmustur. Tanka 1700 ml 0.5x TBE tamponu koyulmustur. Tabla ve tizerindeki

agaroz jel PFGE tankina yerlestirilmistir.
5.8.7. Elektroforez Sistemi

PFGE i¢in CHEFF-DR II cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforez uygulanmistir. Elektroforez sartlari asagida belirtildigi gibidir:

Baslangi¢ vurus siiresi: 2,2 sn
Bitis vurus stiresi: 63,8 sn
Akim: 6 V/cm?

Sicaklik: 14°C

Siire: 18 saat
5.8.8. Jelin Boyanmasi

Elektroforez sonrasinda jel, 30 ul %1letidyum bromid (AppliChem, ABD) i¢eren 300 ml
ultra saf su ile calkalayicida 30 dakika boyanmistir. Sonrasinda jel 300 ml ultra saf su igerisinde
45 dakika 2—3 kere suyu degistirilerek calkalayicida yikanmis, béylece DNA’ya baglanmamis
boya uzaklagtirtlmigtir. UV Transilliiminatér (Vilber-Lourmat TFX-20.M (ETX-20 M),

Fransa) altinda bantlarin fotografi (Canon Power Shot G5, Kanada) ¢ekilmis ve kayit edilmistir.
5.8.9. Sonuclarin Degerlendirilmesi

PFGE sonrasinda olusan DNA paternleri “Gel Compar II (Applied Maths, Belgika)
programi ile degerlendirilmistir. Benzerlik indeksi “Dice” katsayisi kullanilarak %0,5 tolerans,

%1 optimizasyon degerinde olusturulmus ve izolatlar arasi kiimelenme iligkisi aritmetik
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ortalamali agirliksiz ¢ift grup yontemi (unweighted pair group method of arithmatic averages-
UPGMA) yontemi kullanilarak gosterilmistir. Bu istatiksel analizde % 90-100 uyum gdosteren
izolatlar ayn1; % 80-90 aras1 uyum gdsterenler yakin iligkili; % 70-80 aras1 uyum gosterenler

muhtemel iligkili olarak degerlendirilmistir. % 70’in alt1 ise iliskisiz kabul edilmistir.

5.9. Multilokus Sekans Tiplendirme

Izolatlarin MLST tiplerinin belirlenmesi igin, yedi ‘housekeeping’ gen (gapA, infB, mdh,
pgi, phoE, rpoB, tonB) spesifik primerlerle Diancourt ve ark. tarafindan tanimlanan sekilde
PZR ile ¢ogaltilmistir (113). Hedef bolgeler, kullanilacak primer dizileri, baz ¢ifti boyutlar
Tablo 5.11°de verilmistir. PZR reaksiyonu 1s1 dongii cihaz1 (TC412, Techne, Birlesik Krallik
ve Primus 25 Thermal Cycler, MWG Biotech Inc, ABD) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. PZR
iiriinleri saflastirilmis ve dizi analizi yapilmistir. Uriinler, ExoSap (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kiti kullanilarak saflagtirilmig, BigDye 3.1 floresan isaretli ddNTPler (Thermo Fisher
Scientific, ABD) eklenerek PZR gerceklestirilmis, Seqstudio (Thermo Fisher Scientific, ABD)
cihazinda dizi analizi yapilmistir. Gen dizileri Snapgene viewer programi ile goriintiilenmis ve
degerlendirilmistir. FASTA formatindaki baz dizileri, BIGSdb-Pasteur Klebsiella pneumoniae
allel ve profil veri tabaninda aranarak eslesen alleller bulunmustur ve bu allelik profillere

karsilik gelen dizi tipleri de ayn1 veri tabaninda ortaya konmustur (130).

Tablo 5.11. ‘Housekeeping” gen bolgelerini  ¢ogaltmaya yonelik polimeraz  zincir

reaksiyonunda kullanilan primerler

Hedef gen Oligoniikleotit dizisi (5’-3) be

VIC3: GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA
rpoB 501 be
VIC2: GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC

. gapA173: TGA AAT ATG ACT CCA CTC ACG G 4504
a
gap gapA181: CTT CAG AAG CGG CTT TGA TGG CTT ¢

mdh130: CCC AAC TCG CTT CAG GTT CAG
mdh 477 b
mdh867: CCG TTT TTC CCC AGC AGC AG

] pgi2F: CTG CTG GCG CTG ATC GGC AT 39h
I Y
& pgi2R: TTATAG CGG TTAATC AGGCCG T

HoE phoE604.1: ACC TAC CGC AAC ACCGACTTCTTC GG 120b
Y Y
P phoE604.2: TGA TCA GAA CTG GTA GGT GAT

B infB2F: ACT AAG GTT GCC TCC GGC GAA GC 318
In
infB1IR: CGC TTT CAG CTC AAG AACTTC ¢

tonB1F: CTT TAT ACC TCG GTA CAT CAG GTT

tonB 414 bg
tonB2R: ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG

Not: Diancourt ve ark.’nin ¢aligmasindan alinmistir (113).
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‘Housekeeping’ genler icin PZR reaksivon karisimi

dH20--- 37,7 ul

Tag tamponu--- 5 ul
MgClz--- 3 pl

dNTP karigimi--- 1 pl

Taq DNA polimeraz--- 0,3 ul
F primer (10 pmol)--- 1 ul

R primer (10 pmol)--- 1 ul
DNA--- 1 ul

Toplam hacim--- 50 ul

rpoB, mdh, pgi, phoE, infB icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 2 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 20 sn

Primer yapismasi--- 50°C, 30 sn
Uzama--- 72 °C, 30 sn

Son uzama--- 72 °C, 5 dk

35 dongii

gapA icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 2 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 20 sn

Primer yapigmasi--- 60 °C, 30 sn
Uzama--- 72 °C, 30 sn

Son uzama--- 72 °C, 5 dk

35 dongii

tonB icin PZR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu--- 94 °C, 2 dk
Denatiirasyon--- 94 °C, 20 sn

Primer yapigmasi--- 48 °C, 30 sn
Uzama--- 72 °C, 30 sn

Son uzama--- 72 °C, 5 dk

35 dongii
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6. BULGULAR

6.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Calismaya; 6’s1 yenidogan, 28’1 cocuk yogun bakim iinitesinde yatmakta olan hastalarin
kiiltiirlerinden bir yillik siirede izole edilmis toplam 36 karbapenem direngli Klebsiella izolati

dahil edilmis, bakterilerin tamami1 MALDI-TOF MS ile K. pneumoniae olarak tanimlanmustir.

Calismada; yenidogan yogun bakim iinitesinde yatmakta olan 3’i (%50,0) kiz, 3’1
(%50,0) erkek 6 hastadan 6 izolat; ¢ocuk yogun bakim iinitesinde yatmakta olan 15’1 (%53,57)
kiz, 13(%46,43)’1 erkek 28 hastadan 30 izolat toplanmistir. Hastalarin birden fazla kiiltiir
orneginde aym izolat iirediyse yalnizca elde edilen ilk drnek calismaya dahil edilmistir. ki
hastadan ilk izolatlarina gore fenotipik olarak farkli antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina sahip
birer izolat daha calismaya eklenmistir. Yenidogan yogun bakim ve ¢ocuk yogun bakim
iinitesinde yatmakta olan hastalarin yaglari sirasiyla 2 giin ile 1 ay 21 giin ve 1 ay 5 giin ile 16

yil 9 ay arasinda degismektedir.

Izolatlar; trakeal aspirat (TA), kan, idrar, kateter ucu, bronkoalveoler lavaj (BAL), dren

s1vis1 ve yara siirlintiisli 6rneginden elde edilmistir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1. K. pneumoniae izolatlarinin elde edildigi 6rneklerin dagilimi

izolasyon Yeri Ornek Sayisi Ornek Sayis1 (%)
Trakeal aspirat (TA) 13 36,11
Kan 12 33,33
idrar 5 13,89
Kateter 3 8,33
Bronkoalveoler lavaj (BAL) 1 2,78
Dren s1visi 1 2,78
Yara siiriintiisii 1 2,78

Calismaya alman K. pneumoniae izolatlarinin epidemiyolojik &zellikleri Tablo 6.2°de

goriilmektedir.
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Tablo 6.2. K. pneumoniae suglarinin epidemiyolojik 6zellikleri

Hasta [Sus | Tarih | Omek |AMC [PTZ [FOX [CTX |CAZ [FEP | ETP [IMP [MEM | AK | GN [ TOB | CIP | LEV |KOL | GSBL [AmpC | KPaz |PAKD | RMT |PFGE | ST
_ o _ _ _ _ _ | sAv, )
1 |c1 |1810200| TA | R | R | s | R | R | R |70 |72 | 705 150252025 120125 12025 | =05 | =2 |opy iy | o |OXAAB) g E | 985
S S S S S S S S S benzeri
TEM
2 |c2 |2410200| TA | R | R | R | R | R | R | 732|782 >32 | =32 | = =82 | >%2 | >3 | = C?'?(\-/I\’/I . |OXA48L s | D | 147
40 R R R R s R R R R [“1em benzeri | ¢
3 |3 (2810200 TA | R |[R | R | R | R | R |73 |82 >32 | =4 | =64 | =32 > | =2 =16 C?'?(\-/I\’/I . |OXAa8) - Fo| a7
" R R R S R R R R R ! benzeri
TEM
4 |ca|511200 | TA | R | R | R | R | R | R |32 |>82 >822 | =4 |>25 | =128 | >32 | >32 | =8 cii\./m . |OXAA8 e | D | 147
— R R R S R R R R R ' benzeri | 9
TEM
3 |¢s [10112020 | Yaa | R | R | R | R | R | R | 732 |>32 | >32 |>25 |>256 | =128 | >32 | >32 | =64 coom, | - {9248 s Lama | B |200
A R R R R R R R R R "1em benzeri | ¢
>32 | >32 | >32 | =05 | = =1 |=0,25 |=0,25 | =
5 |¢6 |14112020 [ Kan | R | R [ R | R [ R | R | 3 |3 | R S S S . ST | shv - |NDM | gnrs | - G | -
=16 | =2 | =4 | =8 |>256 | >256 | >32 | =16 | =4 | SHV,
6 |C7 (24122020 | Kan | R | R | R | R | R | R | 2° |7 : s - - - 2R losem |- - gre | - E | 985
=05 | =L | =05 | =8 |>256 | >256 | =16 | =8 | =1 | SHV, OXA-48
7 |cs 1022020 [ TA | R | R [ S | R | R | R |7 |7 3 A - - 5 2ol lomom | o oeri | a8 |- H |152
>32 | =8 | =16 | =32 |>256 | =82 | >32 | =16 |=16 | SHV, OXA-48
1 |9 7022021 | Kan | R | R | R | R | R |[R | |2 | . - . . = R lomem | o ooeri | S |- | -
SHV
>32 | >32 | >32 | =64 | =2 | =128 |=0,032|=0,064]| =32 ' OXA-48
8 [Cl0]3032021 | Kan | R | R | R | R | R | R ||| o S 5 S s | molemxem | - |SR el ams | - 3 | 661
TEM
9 |C11]| 8042021 | idrar | R R S R R R | L | 72 (70| =4 | >256] =128 =4 =05 ) =1 C'SIJ;'(\-/I\,/I . |OXAS8 g - A | 14
. a R S S S R R R S S ' benzeri | 9
TEM
=05 | =2 |=025| =4 | >256 | =128 | =4 | =05 |=05| SV OXA-48
10 |c12|16042021| TA | R | R | s | R | R | R * : ' PlCTXM, | - il - A | 14
S S S S R R R S S TEM benzeri
>32 | >32 | >32 | >256 | >256 | = =32 | =32 | =16 | SHV, OXA-48
11 |¢13/29042021 | Dren [ R | R | R | R | R | R | | 7| " - - o - SR oo | Loenaeri | ans |- K | 101
=1 | =2 | =0,25 | =4 | >256 | =64 | =4 | =05 |=05]| SHV, OXA-48
12 |¢14|5052021 | BAL| R | R | S | R | R|R| R |3 A s - 0 - Pl el ) I i - R A | 14
=1 | =2 | =025 | =4 | >256 | =64 | =4 | =05 | =05]| SHV, OXA-48
13 |ci5| 7052021 | TA | R | R | s | R | R|R| 5|73 A A - 0 - ST oo | | Seeri | a8 |- A | 14
SHV
=1 | =2 | =1 | =2 |>6| =64 | >32 | =4 |=05 ' OXA-48
14 |C16/15052021| Kan | R | R | S | R | R | R | & | & S A - 0 o gl e C'IT')E(’;/IM, - || anrB |- A | 14
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Tablo 6.2. K. pneumoniae suslarinin epidemiyolojik 6zellikleri (devami)

Hasta [Sus | Tarih | Omek |AMC |PTZ [FOX [CTX |CAZ [FEP | ETP [IMP [MEM | AK | GN | TOB | CIP | LEV |KOL | GSBL [AmpC | KPaz |PAKD | RMT |PFGE | ST
_ | _ _ N N . | SHV,
15 |C17]18052021| kan | R | R | s | R | R | R | T%° | 71 | 7025 | =82 | >256 | =256 | =0,125]=0125) =32 | ~py g | |OXA48) - L |17
S S S R R R S S R benzeri
TEM
16 |c18|31052021| TA | R | R | R | R | R | R | T4 | 72| 705 | =2 |>256| =64 | >3 | =4 | = cii;l(\-/M S |OXAA8l m | L | A | 14
09 R S S s R R R R S : benzeri | 9
TEM
= = = = =128 =64 = =0,5 = SHV, OXA-48
17 | 19| 1062021 [Kateter| R | R [ s | R | R | R | 2 | T | 3 < R 0 . el Il I R sl I A | 14
=8 |=32| =2 | =4 | >256 | =128 |=0,125|=0064] =05 | SHV OXA-48
18 |c20[14062021| Kn | R | R | R | R | R | R ' ' Sletxm, | - 8l . - A | 14
R R S S R R S S S benzeri
TEM
=1 | =4 | =4 | =8 |>:6| =128 | >32 | =16 |=05| 1V OXA-48
19 |c21|17062022| TA | R | R | s | R | R | R Sletxm, | - 8 gB | - A | 14
R | | S R R R R S benzeri
TEM
. =2 | =4 | =05 | =8 |26 | =128 | >32 | =16 | =2 | SHV OXA-48
20 | 2218062021 | idrar | R | R | R | R | R | R ' CTXM, | - 8 gB | - A | 14
R | S S R R R R S benzeri
TEM
532 | =2 | =4 | =2 |26 | =128 | »32 | =1 |=05]| SHV: OXA-48
21 2319062021 kn | R | R | s | R | R | R Sletxm, | - 8 gB | - A | 14
R S | S R R R | S benzeri
TEM
532 [>32| >32 | =2 | =05 | =32 | >32 | »32 | = OXA-48
22 |C24|26072021| Kan | R | R | R | R | R | R [ 732 [732] >3 < 2 S S S sy |- A - M| 14
vz | s | eosoons | ta | R | R | R | r | r | g | %32 |32 >32 |>256 | >256 | >256 | >32 | >32 | =8 | SP¥ | |oxa4s| | | & |00
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24 | v1 |21082021| Kan | R R | R R R | R | 732 |>82| >82 | =8 | >256 =128 | >32 | =1 |=05 c?i\-lﬁﬂ . |OxXA48L Ll | A | 14
St R R R s R R R [ S : benzeri | ¢
TEM
532 | 32 | >32 | >256 | >256 | >256 | >32 | >32 | =05| SHV, OXA-48
25 |¢26| 200200 | TA | R | R | R | R | R | R |77 - - - S TR S |l - |amA | B | 2008
532 [ >32| = =2 | >256 | =128 | =2 | =05 |=05]| sHV, OXA-48
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Tablo 6.2. K. pneumoniae suslarinin epidemiyolojik &zellikleri (devami)

Hasta [Sus | Tarih | Omek [AMC [PTZ [FOX [CTX |CAZ [FEP [ ETP [IMP [MEM | AK | GN | TOB | CIP_[ LEV |KOL | GSBL |AmpC | KPaz |PAKD |RMT [PFGE | ST
1 N [ . | shv, )
28 | v3|5002021 | idrar | R | R | R | R | R | R | 732 [ 782 =4 | =2 | >256 ] =64 | >822 | =2 | =1 \opy | . |OXA48) o | © | A | 14
R R | S R R R R S benzeri
TEM
. 532 | >32 | 32 | =1 | =05 | = = =1 [=05| SHV, OXA-48
29 | v4 |16002021 | fdrar | R | R | R | R | R | R [ 7|73 22 220 5 - ) R et (= 3 R B N P
532 | >32 | 32 | >256 | 256 | >256 | >32 | =8 |=05 OXA-48| qnrB,
30 |28(22002020| TA | R | R | R | R | R | R [ 732|732 >32 | >2%6 | >2 A 3 R || sy | o | Q) e | mie | e | o6t
532 [ >32 | 532 | =1 | =1 | =05 | 532 | 532 | =1
31 | Y5 | 9102021 |Kateter| R | R | R | R | R | R | 32 |732) 2% ) | 2 v 3 2l d ] sav | - | kec | amB | - | N[ 307
o . N N [, | shv, -
32 | v6 11102021 Kan | R | R | R | R | R | R | 716 [ 782 =2 | =2 | >256 | =82 | =16 | =2 | =2 |opy | . |OXA48) g | 1 A | 14
R R S S R R R R S benzeri
TEM
532 | >32 | 32 | >256 | >256 | >256 | >32 | =8 | =1 OXA-48| qnrB,
33 |29 |15102021 |Kateter| R | R | R | R | R | R [ 732|732 >32 | >2%6 | >2 A 3 R | | sav | am | QR e | e | e | o6t
=05 | =2 |=0064| =2 | =05 | =16 |=0064|=0064| =2 | SHV, OXA-48
34 |0 |15122021| TA | R | R | s | R [ R | R |72 2 (T84 22 | =0 : 2 sl Bl I A R (ot I | o | 39

C: ¢ocuk, Y: yenidogan, TA: trakeal aspirat, BAL: bronkoalveoler lavaj, AMC: amoksisilin klavulonat, PTZ: piperasilin tazobaktam, FOX: sefoksitin, CTX: sefotaksim, CAZ:
seftazidim, FEP: sefepim, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin, AK: amikasin, GN: gentamisin, TOB: tobramisin, KOL.:
kolistin, S: duyarli, I: artmis dozda duyarli, R: direngli, GSBL: genislemis spektrumlu beta-laktamaz, AmpC: AmpC beta-laktamaz, Kpaz: karbapenemaz, PAKD: plazmid aracili
kinolon direnci genleri, RMT: 16S rRNA metiltransferaz, PFGE: pulsed field jel elektroforezi, ST: sekans tipi



6.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Testlerinin Sonuclar:

6.2.1. Disk Difiizyon Yonteminin Sonuclar:

K.pneumoniae suslarmin disk diflizyon yontemiyle elde edilen zon g¢aplari EUCAST

2022 kriterlerine gore degerlendirilmistir. Amoksisilin Klavulanat, piperasilin tazobaktam,

sefoksitin, sefotaksim, seftazidim ve sefepim duyarliligi belirlenmistir.

Izolatlarin tamamu,

amoksisilin  klavulonat,

piperasilin tazobaktam,

sefotaksim,

seftazidim ve sefepime direngliyken, 12’si (%33,33) sefoksitine duyarli bulunmustur (Tablo

6.3).

Tablo 6.3. Disk difiizyon yontemi sonuglart

O;‘;ek AMC | PTZ | FOX | cTX | cAZ | FEP 0;‘(‘)"’" AMC | PTZ | FOX | cTX | cAZ | FEP
¢i1 | R | R|s|R|R|R|cO| R ]|R]| S| RI|IRI[|R
2 | R | RIR|R|R|R|C|R]|R|R|RI|RI|R
3 | R | RIR|R|R|R|c1|R]|R]|] S| RI|IRI|R
¢4 | R | R|R|R|R|R|C2Z]|R|R|R|R|R]|R
s | R | R|IR|R|R|R|B|R]|R]|]sSs|R|RI|R
6 | R | R|R|R|R|R|Ca| R|R|R|R|RI|R
¢7 | R | R|R|R|R|R|@|R]|R|R|R|RI|R
8 | R | R|s | R|R|R || R|R|R|RI|RI|R
e | R | RIR|R|R|R| | R|R|R|R|RI|R
c10 | R | R | R| R|R|R|2|R | R|R|R]|R|R
ci | R|R| s | R|R|R|®™|R|R|R|R|R]|R
cz2 | R | R| s | R|R|R|c]|R]|R|sS|R|R]|R
c3| R|R|R|R|R|R|YI]|R|R|R|R|R]|R
c4 | R | R| s | R|R|R|Y]|R|R|R|R|R]|R
c5 | R | R| s | R|R|R|YS|R|R|R|R|R]|R
c16 | R |R| s | R|R|R|Ya ]| R|R|R|R|R]|R
c7 | R |R| s | R|R|R| Y| R|R|R|R|R]|R
c8s | R |R| R|R|R|R| Y | R|R|R|R|R]|R

AMC: amoksisilin klavulanat, PTZ: piperasilin tazobaktam, FOX: sefoksitin, CTX: sefotaksim, CAZ: seftazidim,
FEP: sefepim, S: duyarli, R: direngli

6.2.2. Gradiyent Serit Test Yonteminin Sonugclari

K. pneumoniae izolatlarin; ertapenem, imipenem, meropenem, amikasin, gentamisin,

tobramisin, siprofloksasin ve levofloksasin MIK degerleri EUCAST 2022 kriterlerine gore

degerlendirilmis, buna gore duyarli bulunanlar yesil; artmis dozda duyarli bulunan izolatlar

sar1; direngli bulunan izolatlar kirmizi renk ile Tablo 6.4’te gosterilmistir. Ornek gradiyent serit

testi fotografi Sekil 6.1°dedir.
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Karbapenem grubu antibiyotiklerden ertapeneme bes (%13,89), imipeneme 13 (%36,11),
meropeneme 16 (%44,44) duyarli (S) izolat saptanirken; ertapeneme 31 (%86,11), imipeneme
21 (%58,33), meropeneme 16 (%44,44) direngli (R) izolat saptanmistir. imipenem icin iki
(%5,56), meropenem igin ise dort (%11,11) izolat artmis dozda duyarh kategorisinde (1) yer

almaktadir. On alt1 (%44,44) izolat her {i¢ karbapeneme de direngli saptanmustir.

Aminoglikozit grubu antimikrobiyallerden 26 (9%72,22) izolat amikasine duyarliyken, 10
(%27,78) izolatin direncli oldugu belirlenmistir. Gentamisine sekiz (%22,22) duyarli izolat, 28
(%77,78) direngli izolat saptanirken; tobramisine duyarli bes (%13,89) izolat, 31 (%86,11)

direngli izolat saptanmuistir.

Florokinolon grubu antimikrobiyallerden siprofloksasin igin duyarh yedi (%19,44) izolat,
29 direngli (%80,56) izolat; levofloksasin i¢in duyarli 14 (%38,89) izolat, 3 artmis dozda
duyarli (%8,33) izolat, 19 direngli (%52,78) izolat saptanmustir.

Sekil 6.1. Gradiyent serit test yontemi

6.2.3. Sivi Mikrodiliisyon Yonteminin Sonuclari

Sivi mikrodiliisyon yontemi ile 11 (%30,56) izolat kolistine direngli saptanmistir.

izolatlarin MIK degerlerinin dagilimi1 Tablo 6.4’te verilmistir.
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Tablo 6.4. Gradiyent serit test ve sivi mikrodiliisyon y&ntemi ile belirlenen MiK sonuglar:

Ornek no ETP IMP MEM AK GN TOB CIP LEV KOL
(ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ng/mL)

Cc1 =0,25 =2 =05 =0,25 =0,25 | =0,125 | =0,25 =05 =2
C2 >32 >32 >32 =32 =1 =32 >32 >32 =8
Cc3 >32 >32 >32 =4 =64 =32 >32 =2 =16
C4 >32 >32 >32 =4 >256 =128 >32 >32 =8
C5 >32 >32 >32 >256 >256 =128 >32 >32 =64
C6 >32 >32 >32 =05 =1 =1 =0,25 =0,25 =2
Cc7 =16 =2 = >256 >256 >32 =16 =4
C8 =0,5 =1 =05 = >256 >256 =16 = =1
(6} >32 =8 =16 =32 >256 =32 >32 =16 =16
C10 >32 >32 >32 =64 = =128 | =0,032 | =0,064 =32
Cc11 =1 =2 =0,25 = >256 =128 = =05 =1
C12 =0,5 =2 =0,25 = >256 =128 = =05 =0,5
C13 >32 >32 >32 >256 >256 = =32 =32 =16
C14 =1 =2 =0,25 = >256 =64 = =05 =0,5
C15 =1 =2 =0,25 = >256 =64 = =05 =0,5
C16 =1 =2 = = >256 =64 >32 = =0,5
C17 =05 =1 =0,25 =32 >256 =256 | =0,125 | =0,125 =32
C18 =4 =2 =05 = >256 =64 >32 = =1
C19 =2 =1 = = =128 =64 = =05 =1
C20 =8 =32 = = >256 =128 | =0,125 | =0,064 =0,5
21 =1 =8 >256 =128 >32 =16 =0,5
C22 =2 =05 =8 >256 =128 >32 =16 =2
C23 >32 =2 =2 >256 =128 >32 =0,5
C24 >32 >32 >32 =2 =05 =32 >32 >32 =8
C25 >32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 >32 =8
C26 >32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 >32 =0,5
27 >32 >32 = >256 =128 = =05 =0,5
C28 >32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 = =0,5
29 >32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 = =1
C30 =05 = =0,064 =2 =05 =16 =0,064 | =0,064 =2
Y1 >32 >32 >32 =8 >256 =128 >32 =0,5
Y2 = >32 =1 =4 >256 =64 =0,25 | =0,125 =0,5
Y3 >32 >32 =2 >256 =64 >32 =2 =1
Y4 >32 >32 >32 =1 =05 =1 =2 =0,5
Y5 >32 >32 >32 =1 =1 =05 >32 >32 =1
Y6 =16 =32 =2 =2 >256 =32 =16 =2 =2

C: cocuk, Y: yenidogan, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikasin, GN: gentamisin,
TOB: tobramisin, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin, KOL: kolistin
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6.3. Karbapenemaz Uretimi Tarama Sonuclari

K. pneumoniae izolatlarinin  karbapenemaz  iretiminin  fenotipik  olarak
degerlendirmesinde karbapenem inaktivasyon yontemi (CIM) kullanilmig, 16-20 saatlik
inkiibasyon sonunda zon caplar1 degerlendirilmistir. Izolatlarm 34’iinde (%94,44) meropenem
diskinin cevresinde zon olusumu goézlenmemistir dolayisiyla, bu izolatlarin karbapenemaz
tiretimi pozitif olarak belirlenmistir. C6 ve C7 numarali izolatlarda ise disk gevresinde 25 mm

zon ¢ap1 Ol¢iilmiis, bu iki izolatin karbapenemaz tiretimi negatif olarak degerlendirilmistir.

6.4. Antimikrobiyal Diren¢ Genlerini Saptamaya Yonelik PZR Sonuglari

6.4.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz PZR Sonuclar:

SHV, CTX-M ve TEM beta-laktamazlara yonelik yapilan PZR’ye gore; tiim izolatlarda
blaskv geni bulunurken; 12 (%33,33) izolatta blactx-m ve blasky birlikte pozitif saptanmustir.
On dokuz (%52,78) izolatta blasnv, blactx-m ve blatem birlikte pozitif saptanmustir. blasny,
blacTx-m Ve blatem elektroforez goriintiisii Sekil 6.2, 6.3 ve 6.4’tedir. izolatlarin GSBL dagilim

Tablo 6.5’te verilmistir.

C21 C22 C23 C24 C25 Y1 C26 C27 M Y2 Y3 Y4 C28 Y5 Y6 C29 C30

+ 1000 be
& 500bc

C: cocuk, Y: yemidogan, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CIP: siprofloksasin, LEV:
levofloksasin, AK: amikasin, GN: gentamisin, KOL.: kolistin
M: molekiiler biiyiikliik belirteci (100bp plus DNA ladder, GeneRuler, ABD), blasny :1016 bg

Sekil 6.2. blashv elektroforez goriintisii
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C26 C27 Y2 Y3 M Y4 C28 Y5 Y6 C29 C30

& 1000 bg

M: molekiiler biiyiikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron Almanya), blacrx-m: 550 bg

Sekil 6.3. blactx-m elektroforez goriintiisii

C13C14 CI5 M C19 C20 C21 C22 C23 C24 (25

5 1000bg

& 500 bg

M: molekiiler bityiikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron Almanya), blatem: 1074 bg

Sekil 6.4. blatem elektroforez goriintiisii
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Tablo 6.5. K. pneumoniae izolatlarinin GSBL dagilimi

Ornek no

>
<
O

PTZ

_n
O
X

(@]
=
ol

O
>
N

T
m
o

blaskv

blactx-m

blatem

C1

+

C2

+

C3

+

C4

Cs

C6

C7

Cs

C9

C10

c11

C12

C13

Cl4

C15

C16

C17

C18

C19

C20

C21

C22

23

C24

C25

C26

C27

C28

C29

C30

Y1

Y2

Y3

Y4

Y5

J||(O|lO0V|OV|OV|OV|V|V|AO|AO|OVD|OV|OV|OVD|OV|OV|AO|OV|OV|OD(OVD|OVD|OVD|VD|V|AOV|OD|OD|OD|OVD|OD|OD|O|0

J|I| |00V |OV|O|V|OV|AO|XV|OV|OV|V V|V |OVD|AO|VD|AOV|OVD OOV O|O|(OD| OOV |O|ODO

DDAV ||| DDA D|ADD|w|Aln|lA n|lduvunjlunlunlwnn|ld ou ||l wnu|D|A0 000|740 n

J|I| ||V V||V |OV|AM|XV|OV|AV|OV| V|V V|OVD|O|OVD|OD|O|OVD|OD|PV|OD|O|OD|OVD|O|D|OD|O|O|DO

J|| V||V |OV|O|OV|OV|AM|V|OV|V|OVD| V|V VD|OD|PW|OVD|AO|O|OVD|OVD|PV|OD|O|OW|OD|O|D|OVD|O|O|D

J|I| ||V |OV|O|V|OV|AO|XV|OV|AO|OV V||V |OVD|O|OVD|AOV|OOVD|AOVD|OV|OVD|O|O|OD| OO0 |O|OD

+

Y6

R

R

R

R

R

R

+

+

+

C: cocuk, Y: yenidogan, AMC: amoksisilin klavulanat, PTZ: piperasilin tazobaktam, FOX: sefoksitin, CTX:

sefotaksim, CAZ: seftazidim, FEP: sefepim, S: duyarli, R: direngli
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6.4.2. AmpC Beta-Laktamaz PZR Sonuclari

Multipleks PZR sonucuna gore CYBU’nde yatmakta olan hastalardan elde edilmis 2
(%5,55) izolatin (C28 ve C29) CIT grubu AmpC beta laktamaz kodlayan gen tasidigi
goriilmiistiir. Arastirilan diger AmpC beta laktamazlar ise tiim izolatlarda negatif saptanmustir.

Jel elektroforezi goriintiisii Sekil 6.5°te gosterilmistir.

M €20 C21 C22 C23 C24 C25Y1 C26 C27 M Y2 Y3 Y4 C28 Y5Y6 C29 C30 C9

- 1000 bg

& 500 be

M: molekiiler bitytikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron, Almanya), CIT grubu AmpC beta-laktamaz: 520 bg

Sekil 6.5. AmpC beta-laktamaz elektroforez goriintiisii

6.4.3. Karbapenemaz PZR Sonuclar:

Multipleks PZR ile arastirilan 11 karbapenemaz geninden; blaoxa-4g 33 (%91,67), blanpm
ve blakec birer (%2,78) 6rnekte pozitif bulunmustur. Diger karbapenemaz genleri ya da gen
birliktelikleri bulunmamustir. Bir izolatta (C7) karbapenemaz geni varlig1 gosterilmemistir. Jel
elektroforezine ait goriintii Sekil 6.6°dadir. Izolatlarin karbapenemaz dagilimi Tablo 6.6’da

verilmistir.
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Cl1C2 C3 C4C5 C6 CI M C2 C3 C4 C5 C6 PK

—+ 1000 b

M: molekiiler biiytikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron, Almanya) 1-5.sira OXA-48 benzeri (blaoxa-4s benzeri:
438 be) pozitif ornekler, 6.sira NDM (blanom: 621 bg) pozitif 6rnekler, 7,9-13.sira VIM, IMP, SPM negatif
ornekler, 14.sira OXA-48 pozitif kontrol.

Sekil 6.6. Karbapenemaz elektroforez goriintiisii

Tablo 6.6. K.pneumoniae izolatlarinin karbapenemaz dagilimi

Ornek no AMC | PTZ | FOX | CTX | CAZ | FEP ETP IMP MEM KPaz
C1 R R S R R R =0,25 =2 =05 OXA-48-benzeri
C2 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C3 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C4 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C5 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C6 R R R R R R >32 >32 >32 NDM
C7 R R R R R R =16 =2 -
C8 R R S R R R =05 = =05 OXA-48-benzeri
Cc9 R R R R R R >32 =8 =16 OXA-48-benzeri
C10 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C11 R R S R R R =1 =2 =0,25 OXA-48-benzeri
C12 R R S R R R =05 =2 =0,25 OXA-48-benzeri
C13 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
Cl14 R R S R R R =1 =2 =0,25 OXA-48-benzeri
C15 R R S R R R =1 =2 =0,25 OXA-48-benzeri
C16 R R S R R R =1 =2 =1 OXA-48-benzeri
C17 R R S R R R =05 =1 =0,125 OXA-48-benzeri
C18 R R R R R R =4 =2 =05 OXA-48-benzeri
C19 R R S R R R =2 =1 =1 OXA-48-benzeri
C20 R R R R R R =8 =32 =2 OXA-48-benzeri
C21 R R S R R R =1 OXA-48-benzeri
C22 R R R R R R =2 =05 OXA-48-benzeri
C23 R R S R R R >32 =2 OXA-48-benzeri
C24 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C25 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C26 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C27 R R R R R R >32 >32 =2 OXA-48-benzeri
C28 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C29 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
C30 R R S R R R =05 =2 =0,125 OXA-48-benzeri
Y1 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
Y2 R R R R R R =4 >32 =1 OXA-48-benzeri
Y3 R R R R R R >32 >32 OXA-48-benzeri
Y4 R R R R R R >32 >32 >32 OXA-48-benzeri
Y5 R R R R R R >32 >32 >32 KPC
Y6 R R R R R R =16 =32 =2 OXA-48-benzeri

C: ¢ocuk, Y: yenidogan, AMC: amoksisilin klavulanat, PTZ: piperasilin tazobaktam, FOX: sefoksitin, CTX:
sefotaksim, CAZ: seftazidim, FEP: sefepim, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, Kpaz:
karbapenemaz
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OXA-48 benzeri tip karbapenemaz iireten izolatlarin besi (%15,15) (C1, C8, C12, C17,
(30) karbapenemlere duyarli saptanirken, altis1 (%18,18) (C11, C14, C15, C16, C18, C19)
yalnizca ertapeneme direncli, dordii (%12,12) (C20, C27, Y2, Y6) ertapenem ve imipeneme
direngli, kalan 4 (%42,42) izolat ise her ii¢ karbapeneme de direngli bulunmustur. NDM tipi
(C6) ve KPC tipi (Y5) karbapenemaz iireten iki izolatin ertapenem, imipenem ve meropenem

MIK degerleri >32 pg/mL olarak belirlenmistir.

blanom genine sahip oldugu gosterilen C6 numarali izolatin CIM testi ile karbapenemaz
iiretimi negatif saptanmistir yine karbapenemaz iiretimi fenotipik olarak negatif bulunan C7
numarali izolatin genotipik olarak da karbapenemaz geni varlig1 gosterilmemistir. Bu izolatta,

beta-laktamaz genlerinden blasnyv ve blactx-m bulundugu gosterilmistir.

6.4.4. Aminoglikozit Diren¢ Genlerinin Saptanmasina Yonelik PZR Sonuglari

16S rRNA metiltransferaz genlerinden armA ve rmtC ¢ocuk yogun bakim {initesinden
sirastyla 3 (%8,33) ve 2 (%5,56) izolatta saptanirken, rmtB ve rmtF genleri her iki yogun bakim
tinitesi izolatlarinda da bulunmmustir. Jel elektroforezi goriintiisii Sekil 6.7°dedir. 16S rRNA

metiltransferaz genlerinin dagilimi1 Tablo 6.7’de verilmistir.

M C5 C25 C28 C29 (26

- 1000 bg

M: molekiiler biiyiikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron, Almanya), armA: 315 bg, rmtC: 711 bg

Sekil 6.7. 16S rRNA metiltransferaz jel elektroforezi
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armA saptanan ii¢ izolatin (C5, C25, C26) ve rmtC saptanan iki izolatin (C28 ve C29)

aminoglikozit MiK degerleri >256 pg/mL bulunmustur. 16S rRNA metiltransferaz genleri

pozitif saptanan bes izolatin tamami blaoxa-4s benzeri karbapenemaz geni tagimaktadir.

Tablo 6.7. K. pneumoniae izolatlarinin 16S rRNA metiltransferaz genlerinin dagilimi

Ornek nu. AK GN TOB armA rmtB rmtC rmtF
C1 =0,25 =0,25 =0,125 - - - -
C2 =32 = =32 - - - R
Cc3 =4 =64 =32 - - - i
C4 = >256 =128 - - . .
Cs5 >256 >256 =128 + - - -
C6 =05 = = - - . .
C7 =8 >256 >256 - - - -
Cs8 = >256 >256 - - ; -
¢9 =32 >256 =32 - - - -
C10 =64 =2 =128 - - . R
C11 = >256 =128 - - - -
C12 =4 >256 =128 - - - -
C13 >256 >256 = - - - -
C14 =4 >256 =64 - - - -
C15 =4 >256 =64 - - - -
C16 =2 >256 =64 - - . R
C17 =32 >256 =256 - - - -
C18 = >256 =64 - - . R
C19 = =128 =64 - - . R
C20 =4 >256 =128 - - - -
C21 =8 >256 =128 - - - -
C22 =8 >256 =128 - - - -
C23 =2 >256 =128 - - - -
C24 = =05 =32 - - - -
C25 >256 >256 >256 + - - -
C26 >256 >256 >256 + - - -
C27 = >256 =128 - - - -
C28 >256 >256 >256 - - + -
C29 >256 >256 >256 - - + -
C30 =2 =05 =16 - - - -
Y1 = >256 =128 - - - -
Y2 = >256 =64 - - - -
Y3 = >256 =64 - - - -
Y4 = =05 =1 - - - ]
Y5 = =1 =05 - - - ]
Y6 =2 >256 =32 - - - -

C: ¢ocuk, Y: yenidogan, AK: amikasin, GN: gentamisin, TOB: tobramisin
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6.4.5. Plazmit Aracili Kinolon Diren¢ Genlerinin Saptanmasina Yonelik PZR Sonuclar

Izolatlarda arastirilan plazmit aracili kinolon diren¢ genlerinden qnrB 19 (%52,78)
izolatta tek basina pozitif saptanmis, bu izolatlarmn 18’1 (%94,73) siprofloksasine, sekizi
(%47,36) levofloksasine direngli bulunmustur. gnrS 6 (%16,67) izolatta tek basina pozitif
bulunmustur, bunlarin dérdiiniin (%66,66) siprofloksasine ve levofloksasine direngli oldugu
goriilmiistiir. qnrB ve gnrS birlikteliginin goriildiigii iki (%5,56) izolatta siprofloksasin MiK
degeri >32 pg/mL ve levofloksasin MIK degeri 8 pg/mL bulunarak her ikisinin de direngli
kategorisinde oldugu belirlenmistir. Tiim orneklerde gnrA, gqnrC ve gepA negatiftir. gnr
tasimayan izolatlarin, besi (%55,55) siprofloksasine, ti¢ii (%33,33) levofloksasine direngli
saptanmistir. Jel elektroforezi goriintiisii Sekil 6.8’dedir. Izolatlarin plazmit aracili kinolon
diren¢ genlerinin dagilim1 ve florokinolon grubu antimikrobiyallerle iligkisi Tablo 6.8’de

verilmistir.

blaoxa-48 benzeri tastyan izolatlarin 17°si (%51,51) qnrB, 5’1 (%15,15) gnrsS, 2’si (%6,06)
gnrB ve gnrS tasimaktadir. blanpm tasiyan bir izolat ayn1 zamanda gnrS, blakpc tasiyan bir

izolat da ayn1 zamanda qnrB geni tasimaktadir.

C20 C21 C22C23C24C25 Y1 C26 M C27 Y2 Y3 Y4 C28 Y5 Y6 C30

& 1000 b

& 500 bg

M: molekiiler biiyiikliik belirteci (100bp DNA ladder, Bioron, Almanya), qnrB: 264 bg, qnrS: 428 bg

Sekil 6.8. Plazmit aracili kinolon direng genleri jel elektroforezi
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Tablo 6.8. K. pneumoniae izolatlarinin plazmit aracili kinolon diren¢ genlerinin dagilimi

Ornek no CIP LEV gnrA gnrB gnrC gnrS gepA
C1 =0,25 =05 - + - - -
C2 >32 >32 - - - + -
C3 >32 = - - - - -
Cc4 >32 >32 - + - - -
C5 >32 >32 - - - + ;
C6 =0,25 =0,25 - - . + .
Cc7 >32 =16 - + - - -
C8 =16 = - + - - R
(6} >32 =16 - - - + -
C10 =0,032 =0,064 - - - + -
C11 = =0,5 - + - ] ]
C12 = =0,5 - - - ] ]
C13 =32 =32 - - - + -
Cl14 = =05 - + - ] ]
C15 = =0,5 - + - - .
C16 >32 = § + . _ .
C17 =0,125 =0,125 - - ; - .
C18 >32 = § + . _ .

C19 = =05 - + ; - .
C20 =0,125 = 0,064 - - - - -
C21 >32 =16 - + - ] -
C22 >32 =16 - + - ] -
C23 >32 - + - - -
C24 >32 >32 - - - - -
C25 >32 >32 - - - - -
C26 >32 >32 - - - - -
27 = =05 - + ; ] ]
C28 >32 = - + . + -
C29 >32 = - + . + -
C30 =0,064 =0,064 - - - - -
Y1 >32 - + - - -
Y2 =0,25 =0,125 - - - - -
Y3 >32 =2 - + - - -
Y4 =2 - + - . -
Y5 >32 >32 - + - - -
Y6 =16 =2 - + - - -

C: cocuk, Y: yenidogan, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin
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6.4.6. Plazmit Aracih Kolistin Diren¢ Genlerinin PZR Yontemiyle Saptanmasi

Tiim izolatlarda mcrl-5 negatif bulunmustur.

6.5. mgrB Kromozomal Gen Mutasyonlarinin Sonuclari

Kolistin direncli izolatlarin mgrB allelerine ait niikleotit dizileri, karsilik gelen protein
dizileri Tablo 6.9 ve 6.10°da verilmistir. Elde edilen diziler K. pneumoniae NH53 (erisim no:
KF852760) susuna ait vahsi tip mgrB dizisi ile karsilastirilmig ve tiim izolatlara ait mgrB

genlerinde mutasyon gosterilmistir.

83. niikleotitte meydana gelen timin-guanin (T83G) degisimi, C3, C5, C9, C10, C13, C24
ve C25’te goriilmiis ve karsilik gelen proteinin 28. aminoasiti olan fenilalaninin sistein ile
degismesine yol agmistir. C2°de goriilen A7T degisimi ile protein erken sonlanmis, kisa ve
fonksiyonsuz bir protein olusmustur. C3’te 84. ve C17°de 73. pozisyona E.coli kdkenli IS1
ailesine ait katilim dizisinin (insersiyon sekansi) eklendigi ve her ikisinde de mgrB geninin
katilimsal inaktivasyonu ile fonksiyonsuz proteinler olusturdugu saptanmistir (134). C4 ve
C7°de 7.sirada adenin delesyonu c¢ergeve kaymasi mutasyonuna neden olmus ve kisa,
fonksiyonsuz bir protein olusmustur. C5 ve C25’te C88T degisimi dur kodonu olusumuna
neden olmus ve protein erken sonlanmistir. C13’te ise 121. pozisyonda adenin yerine guanin

gecmesi nedeniyle protein dizisinde 41.s1rada izoldsin yerine valin bulunmaktadir (Tablo 6.11).
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Tablo 6.9. mgrB allellerine ait niikleotit dizileri

NH53
2
c3
C4
Cs
C7
C9
Cl10
C13
c17
C24
C25

NH53
2
c3
C4
Cs
C7
9
Cl10
C13
C17
C24
C25

NH53
2
C3
C4
Cs
C7
C9
c10
cI13
C17
C24
C25

1 10 20 30 40 50 60
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAATAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAA--AATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAA--AATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG
GTGAAAAAATTACGGTGGGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGTTGCTGTGG

70 80 90 100 110 120
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTTCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTG
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACTAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT

ACTCAGATGCTT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACCAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT
ACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGACTAGGATGTTCAGTTTTTCAGCGGCATTTGCACT

130 140
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA

ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
GTTAATAAATTTATTCCGTGGTAA

ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA
ATTAATAAATTTATTCCGTGGTAA

Niikleotit sira numaralari yukarida belirtilmigtir. Niikleotit degisimleri kirmizi ile isaretlenmistir. Niikleotit
delesyonlar1 kirmizi ¢izgi, katilim dizileri kesikli ¢izgi ile gosterilmistir.
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Tablo 6.10. mgrB proteinlerine ait aminoasit dizileri

Aminoasit

nu. 1 10 20 30 40

NH53 MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMFDQDVQFFSGICTINKFIPW*
C2 MK*

C3 MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCGDAANLLI*
C4 MKNYGGFT*

Cs MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCD*

C7 MKNYGGFT*

Q9 MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCDQDVQFFSGICTINKFIPW*

Cl10  MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCDQDVQFFSGICTINKFIPW*

C13  MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCDQDVQFFSGICTVNKFIPW*
Cl7  MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLGNDSNLLIVFYVQIMPADFVMGLHAF*
C24  MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCDQDVQFFSGICTINKFIPW*

(25  MKKLRWVLLIVIIAGCLLLWTQMLNVMCD*

*dur kodonuna karsilik olarak kullanilmistir. Vahsi tip mgrB dizisi ile farkliliklar kirmizi ile isaretlenmistir.

Tablo 6.11. K. pneumoniae izolatlarinda saptanan mgrB mutasyonlari

izolat Kolistin MiK (mcg/ml) mgrB mutasyonu
C2 8 AT7T, T83G
C3 16 T83G, IS1 insersiyonu
C4 8 AT delesyonu, T83G
C5 64 T83G, C88T
Cc7 4 AT delesyonu, T83G
9 16 T83G

C10 32 T83G

C13 16 T83G, A121G

C17 32 I1S1 insersiyonu

C24 8 T83G

C25 8 T83G, C88T

6.6. Kapsiil Tiplendirme Sonuglari

Izolatlara wzi geni dizi analizi uygulanmistir. Elde edilen veriler Snapgene viewer
programu ile goriintiilenmis ve degerlendirilmistir. FASTA formatindaki baz dizileri, BIGSdb-
Pasteur Klebsiella pneumoniae allel ve profil veri tabaninda aranarak eslesen alleller
bulunmustur. Bulunan alleller ile iligkili kapsiiler tipler de ayn1 veri tabaninda belirlenmistir

(130). izolatlarin wzi allelleri ve iliskili kapsiiler tipleri Tablo 6.12°de verilmistir.
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Tablo 6.12. K. pneumoniae izolatlarinin wzi allelleri ve kapsiiler tipleri

izolat numaras: wzi alleli Kapsiiler tip
C1,C7 39 K39
C2, C4, C5, C25, C26 64 K14.K64
C3 50 K15.K17.K50.K51.K52
C6 37 K22.37
C8 110 -
9, C11, C12, C14, C15, C16, C18, C19, C20, 5 K2
C21, C22,C24,C27,Y1,Y2,Y3,Y4,Y6
C10 211 KL109
C13 137 K17
C17,Y5 173 KL102
C23 408 K2
C28 373
C29,C30 452

C: cocuk, Y: yenidogan

En sik saptanan kapsiiler tip K2 olarak belirlenmistir, bu kapsiiler tip izolatlarin 19’unda

(%52,78) bulunmaktadir. Bes (%13,89) izolatin kapsiiler tipi K.14.K64 olarak bulunmustur.

6.7. PFGE Sonuclar

K. pneumoniae izolatlarindan 17’si (%47,22) %100 uyum gostererek patern A olarak
kiimelenmistir. 3 (%8,33) izolat patern B, 2 (%5,56) izolat patern C, 2 (%5,56) izolat patern D

ve 2 (%5,56) izolat patern E olarak belirlenmistir. Farkli paternlere ait izolatlarin birbiriyle

benzerligi %70’in altinda bulunmugstur. Herhangi bir gruba dahil olmayan 10 izolatin (patern

F-O) da birbirleri ve diger paternlerle olan benzerliklerinin %70’in altinda oldugu goriilmiistiir.

Olusturulan dendogram Sekil 6.9’da verilmistir.
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6.8. MLST Sonuclari

K. pneumoniae izolatlarin 18’1 (%50,00) ST14 olarak tanimlanmistir, 3 izolat (%8,33)
ST2096, 2’ser izolat ST661, ST147 ve ST985 olarak belirlenmistir. Birer 6rnek ise; ST37,
ST152,ST101, ST17,ST307 ve ST39 olarak bulunmustur. C9 numarali izolat i¢in allelik profil;
gapA: 1, infB: 6, mdh:1, pgi: 1, phoE: 1, rpoB: 70, tonB: 1 olarak tanimlanmis ancak veri
tabaninda karsilik gelen ST bulunamamustir. C6 numarali izolat igin ise rpoB alleli muhtemelen
yeni bir allel tipi olmas1 nedeniyle veri tabaninda bulunamamustir. izolatin diger allellik profili;

gapA: 2, infB: 1, mdh: 2, pgi:1, phoE: 10, tonB: 19 olarak bulunmustur.

ST14 olarak tanimlanan izolatlarin 17°si PFGE ile aymi paternde saptanmistir. Bu
izolatlarin karbapenem, florokinolon ve aminoglikozit duyarlilik kategorileri degisken olmakla
birlikte tamam: gentamisin ve tobramisine direnglidir. Higbirinde kolistin direnci yoktur.
Tamaminda blaoxa-4s nenzeri karbapenemaz geni, blasnv, blactx-m ve 11 (%30,55)’inde blatem
geni bulunurken, AmpC tipi beta laktamazlar saptanmamistir. Bu izolatlarda 16S rRNA
metiltransferazlar saptanmazken, 14’tinde (%38,88) qnrB geni gosterilmistir. Bu sekans tipinde

yer alan izolatlarin wzi allelleri kapstiler tip 2 ile iligskilendirilmistir.

ST2096 olarak tanimlanan ve PFGE ile ayni1 paterne sahip oldugu belirlenen her {i¢ izolat
da, test edilen karbapenemler, florokinolonlar ve aminoglikozitlere direng goéstermektedir.
Ikisinde kolistin direnci de eslik etmekteyken, biri kolistine duyarlidir. Bu izolatlarda da blaoxa-
ss-benzeri karbapenemaz geninin yaninda blaskv ve blacrx-m saptanmustir. Iki (%66,67) izolat
blatem geni tasimaktadir. Tiimiinde armA 16S rRNA metiltransferaz gosterilmistir. Izolatlarin
birinde (%33,33) gnrS geni saptanmistir. Kolistine mgrB geninde tek niikleotit degisiklikleri ile
direng gostermektedirler. Bu sekans tipinde yer alan izolatlarin wzi alleli 64 ve kapsiiler tipi

K14.K64 olarak saptanmaistir.

ST661 olarak saptanan ve aynm1 PFGE paternine sahip iki izolat, karbapenemler,
florokinolonlar ve aminoglikozitlere direng gostermektedir ancak kolistine duyarlidir. blaoxa-
48 venzeri karbapenemaz, blasnv ve CIT grubu AmpC beta laktamaz geni tasimaktadir. Tiimiinde
rmtC 16S rRNA metiltransferaz, qnrB ve gnrS gosterilmistir. wzi allelleri 373 bulunmustur ve
bu allelin iliskili oldugu kapsiiler tip veri tabaninda bulunmamaktadir. Farkli bir PFGE
paternine sahip olan izolat ise, karbapenemlere ve kolistine direngliyken, kinolonlara ve
gentamisine duyarhdir, blactx-m, blatem ve gnrS tasimaktadir. mgrB protein dizisinde ise F28C

degisimi bulunmaktadir, wzi allel 211 ile iliskilendirilmistir.
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ST147 olarak saptanan iki izolat karbapenemlere, florokinolonlara ve kolistine
direnglidir. Bu izolatlar, blaoxa-4s benzeri karbapenemaz geninin yaninda blasnv, blactx-m ve
blatem geni tasimaktadirlar. izolatlarin birinde (%50,00) gnrS geni, birinde (%50,00) gnrB geni
saptanmistir. mgrB genlerinde niikleotit delesyonu ve tek niikleotit degisimi gosterilmistir. wzi

allelleri, wzi 64 ve kapsiiler tipleri K14.K64 olarak bulunmustur.

ST985 olarak belirlenen iki izolat ise, degisken antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina
sahiptir. Bu izolatlardan biri blaoxa-as benzeri karbapenemaz geninin yaninda blasnv, blactx-m ve
blatem tasimaktayken diger izolatta karbapenemaz geni bulunmamuis, blasyy ve blacTx-m beta-
laktamazlar gosterilmistir. Her ikisinde de qnrB geni bulunmaktayken, kolistine direngli olan
izolatin mgrB geninde niikleotit delesyonu ve tek niikleotit degisimi bulunmaktadir. Bu suslar,

wzi 37 alleli tasidiklarindan kapsiiler tip K37 ile iligskilendirilmiglerdir.

Izolatlarn sekans tipleri ve molekiiler dzellikleri Tablo 6.13’te verilmistir.
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Tablo 6.13. K. pneumoniae izolatlarinin sekans tipleri ve molekiiler 6zellikleri

mgrB

sus | ETP | IMP | MEM | AK GN | TOB cip LEV KOL | GSBL AmpC KPaz PAKD | RMT | W9'C | PFGE | ST
o | 2 2| E [ 7 [B [ @ | T T smee] o[98 | wn | - | - | & |
cz | 95 | = =025 = >256 | =128 = =05 =05 | SHV,CTX- ] OXA-48 ] ] ] A "
S S S S R R R S S M, TEM benzeri
cu | s I IO B - =95 W95 lsHv,cM| - QXAAS | o - - A 14
C15 ;1 :,52 =°S'25 :54 >§6 :34 :R4 :2'5 =g'5 SHV, CTX-M - %ﬁé::? qnrB - - A 14
oo | 5l s |5 s Rl Rl R R | PWrem | | e | |- : A | u
il I N S N - - I NS N S V= Vo A <~ L : A | u
c | 3 S S o =1R28 :34 R :2'5 S [SHV.CTX-M - %;(é::? anrB - - A 14
cn | 8 =32 =2 =4 | >256 | =128 | =0125 | =0064 | =05 |SHV,CTX- ] OXA-48 ] ] ] A "
R R S S R R S S S M, TEM benzeri
I e - - - O O - A = A 3 R R R O
w2 0| w3 [ g [ W | g [swax| o | 9eE | e | | - | s | u
i A R e - - I A Ol - I A I e R R
w e e o [ e - [ e | | - | A |
c7 | ¥ | F 2 2| RS s 2 %8 0% lsHv,cTxm| - QXAAS | quis - - A 14
N I - I 0 - - e - 2 I = I I R B
va | 7B 7 >3 o S o 2 N W5 fsHv,ceM| - OxAAS anrB - - A 14
O I e A e 0 - - O O = = I N R AT I
o | R E W o E 2 e | [%es| | [ e | w | w
s | | >3 I B >3 >3 e S':AY*T%LX' - OxA4S qnrs armA | T83G,C88T| B 2096
oL I I O I I IR s = MWl - QxAas : amA | T83G,C88T| B 2096
c | ¥ | F 5 7200 | 26 | >2%6 5 5 =g,5 SHV,CTX-M| - %ﬁé‘e‘:? - armA - B 2096




S Tablo 6.13. K. pneumoniae izolatlarnin sekans tipleri ve molekiiler dzellikleri (devami)

Sus ETP IMP MEM AK GN TOB cIp LEV KOL GSBL AmpC KPaz PAKD RMT muTa%;%nu PFGE ST
>32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 = _ OXA-48
C28 R R R R R R R R =0,5S SHV CIT benzeri gnrB, gnrS rmtC - C 661
>32 >32 >32 >256 >256 >256 >32 = = OXA-48
C29 R R R R R R R R S SHV CIT benzeri gnrB, gnrS rmtC - C 661
>32 >32 >32 =64 = =128 =0,032 =0,064 =32 | SHV, CTX- OXA-48
C10 R R R R S R s S R M, TEM - benzeri qnrs - T83G J 661
>32 >32 >32 =32 = =32 >32 >32 = SHV, CTX- OXA-48
¢2 R R R R s R R R R M, TEM i benzeri qnrs i ATT, T83G D 147
4 >32 >32 >32 = >256 =128 >32 >32 = SHV, CTX- ] OXA-48 B ] A7 delesyonu, b 47
R R R S R R R R R M, TEM benzeri 4 T83G
c1 =0,25 =2 =0,5 =025 | =025 | =0,125 =0,25 =0,5 =2 SHV, CTX- ] OXA-48 B ] ] £ 085
S S S S S S S s S M, TEM benzeri 4
=16 = = = >256 >256 >32 =16 = AT delesyonu,
7 R S | S o o o R R [SHV.CTX-M - - gnr - 830 E 985
>32 >32 >32 = =64 =32 >32 = =16 | SHV, CTX- OXA-48
¢3 R R R S R R R R R M, TEM ) benzeri ) ) T83G, C88T F 37
>32 >32 >32 =0,5 =1 =1 =0,25 =0,25 =2
C6 o o o S S S S S S SHV - NDM qnrs - - G -
=05 =1 =0,5 =8 >256 >256 =16 =8 =1 OXA-48
¢8 S S S S R R R R S SHV, CTX-M ) benzeri qnrB ) ) H 152
>32 = =16 =32 >256 =32 >32 =16 =16 OXA-48
9 o R R R o R o R R [SHV,CTX-M - P qnrs - T83G I -
>32 >32 >32 >256 >256 = =32 =32 =16 OXA-48
C13 o o o o o s o o 5 [SHV,CTX-M - bonzeri qnrs - T83G, A121G K 101
c17 | 05 =1 =0,25 =32 >256 =256 =0,125 =0,125 =32 | SHV, CTX- ] OXA-48 ] ] IS1 L 17
S S S R R R S S R M, TEM benzeri insersiyonu
>32 >32 >32 =1 =1 =05 >32 >32 =1
Y5 o o o S S S o o S SHV - KPC gnrB - - N 307
=05 =2 =0,064 =2 =05 =16 =0,064 =0,064 =2 OXA-48
€30 S s s S S R S S s [SHV.CTX-Mp - benzeri - - - 0 39

C: cocuk, Y: yenidogan, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin, AK: amikasin, GN: gentamisin, TOB: tobramisin, KOL:
kolistin, S: duyarly, I: artmis dozda duyarli, R: direngli, GSBL: genislemis spektrumlu beta-laktamaz, AmpC: AmpC beta-laktamaz, Kpaz: karbapenemaz, PAKD: plazmid aracili
kinolon direnci genleri, RMT: 16S rRNA metiltransferaz, PFGE: pulsed field jel elektroforezi, ST: sekans tipi



7. TARTISMA

Karbapenem direngli K. pneumoniae, tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle
yenidoganlar basta olmak iizere ¢cocuk hastalar i¢in diinyada ve iilkemizde 6nemli bir saglik
sorunudur (134). Bu izolatlar hastanelerde hizli bir yayilim gostermekte ve antimikrobiyal
direng genlerini plazmitler ile diger gram negatif bakterilere aktarmaktadirlar. Bu 6zellikleri
ile, antimikrobiyal diren¢ oranlarinin yiikselmesine, salginlara, hastane yatislarinin uzamasina

ve mortalite artisina neden olmaktadir (135, 136).

Calismamizda, bir yillik siirede, ¢cocuk hastaliklar1 yogun bakim {initesinde yatmis ve
kiiltiir 6rneklerinde karbapenem direngli K. pneumoniae tiremis olan 28 hastadan izole edilen
30 ve yenidogan yogun bakim {initesinde yatmig olan 6 hastadan izole edilmis 6 karbapenem
direngli K. pneumoniae izolatinin antimikrobiyal duyarliliklari ve molekiiler epidemiyolojik

ozellikleri degerlendirilmistir.

Izole ettigimiz K. pneumoniag’lerin antimikrobiyal direng oranlari degerlendirildiginde,
amoksisilin klavulanat, piperasilin tazobaktam, sefotaksim, seftazidim ve sefepime direng orani
%100 bulunmustur. Izolatlarin 24’ii (%66,66) sefoksitine, 31’1 (%86,11) ertapeneme, 21
(%58,33) imipeneme, 16°s1 (%44,44) meropeneme, 10’u (%27,77) amikasine, 28’1 (%77,77)
gentamisine, 31’1 (%86,11) tobramisine, 29’u (%80,55) siprofloksasine ve 19°u (%52,77)

levofloksasine direncli olarak saptanmistir.

Dursun ve ark. tarafindan 2013-2017 yillar1 arasinda ¢ocuk yogun bakim iinitesinde
yatmakta olan hastalarin trakeal aspirat ve kan kiiltiirlerinde iireyen 25 K. pneumoniae izolati
ile yapilmis ¢alismada izolatlarin %80°1 sefepime, %52’si siprofloksasine, %60°1 gentamisine,
%281 meropeneme, %52’si piperasilin tazobaktama direngli saptanmis, izolatlarin en duyarh
oldugu antimikrobiyal, amikasin (%96) olarak belirlenmistir (137). Bizim ¢alismamizda, bu
antimikrobiyallere diren¢ oranlarmmin daha yiiksek oldugu bulunmus, bu durumun yillar
igcerisinde antimikrobiyal direng oranlarinin artisi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Benzer
sekilde, izolatlarimizin en duyarli oldugu antimikrobiyal, amikasin olarak saptanmistir. Bu
durum; amikasinin, tobramisin ve gentamisine gore modifiye edici enzimlerden daha az

etkilenmesiyle agiklanabilir.

Oztas ve ark. tarafindan 5 yillik siirecte izole edilen 709 KDKp izolatinda amoksisilin
klavulanat direnci %99,78, piperasilin tazobaktam direnci %99,45, sefoksitin direnci %98,68,
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seftazidim direnci %98,57, sefepim direnci %98,26, siprofloksasin direnci 9%94,63,
levofloksasin direnci %92,53 ve amikasin direnci %53,12 olarak bulunmus, bizim ¢alismamiza
gore siprofloksasin, levofloksasin ve amikasinin direng oranlari daha yiiksek saptanmigtir
(138). Aminoglikozitler ve florokinolonlar ¢ocuk hastalarda yan etkileri nedeniyle daha az
tercih edilmektedir. Bu nedenle, bu antimikrobiyal gruplara diren¢ oranlarinin daha diisiik
olmas1 beklenmektedir. Ancak ¢alismamizda bu antimikrobiyal gruplarina da direng oranlarinin

yliksek olmas1 dikkat ¢ekmektedir.

Tian ve ark. tarafindan ¢ocuk yas grubu hastalardan elde dilen 170 karbapenem direngli
izolat degerlendirildiginde, sefotaksim ve seftazidime %100, ertapeneme %99,41, imipeneme
%95,88, meropeneme %95,29, amikasine %58,24, gentamisine %61,76, siprofloksasine
%62,94, levofloksasine %61,68’1 direngli olarak belirlenmistir (139). Bizim ¢alismamiz ile
karsilastirildiginda, karbapenem, amikasin ve levofloksasin diren¢ oranlarinin daha ytiksek
oldugu, siprofloksasin ve gentamisin diren¢ oraninin ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
[zolatlarin tasidig1 aktarilabilir direng mekanizmalarinin gesitliligi cografi bolgelere ve hatta
hastaneden hastaneye degisebilmektedir. Bu nedenle, farkli bolgelerde yapilmis ¢alismalarda

farkl1 direng oranlarinin saptanmasi olasidir.

Calismamizda, kolistin ve karbapenem direngli K. pneumoniae izolat sayisi 11 (%30,55)
olarak bulunmustur. Kogak ve ark. tarafindan 81 karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinin
%39,51’1, Yis ve ark. tarafindan 108 izolatin %43,8’1, Cayc1 ve ark. tarafindan 101 izolatin
%29,7’si kolistine direngli bulunmustur (140, 141). Aygar ve ark. tarafindan karbapenem
direngli K. pneumoniae suslarinda kolistin direnci 2015 yilinda %36,4, 2016 yilinda %35,8 ve
2017 yilinda %41,7 olarak belirlenmistir (142). Diinyada ise Ozellikle Giineydogu Asya
tilkelerinde kolistin direnci yiikksek oranda raporlanmaktadir (143). Hamel ve ark.
Yunanistan’da karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin %73,9 una kolistin direncinin
de eslik ettigini gosterirken; Jafari ve ark., Iran’da izole edilmis 100 karbapenem K.
pneumoniae’nin degerlendirildigi ¢alismada kolistin direng oraninin %50’ye ulasabildigini
gostermistir (144, 145). Son tedavi segeneklerinden biri olarak kullanilan kolistine karsi gelisen
direng, bu konuda onlemlerin alinmasinin gerekliligini gostermektedir. Kolistinin tek bagina
kullanilmas: yerine, diger antibiyotiklerle sinerjistik etkisinin degerlendirilmesi ve

kombinasyon tedavisi kolistin direncinin 6niine gegebilmek i¢in bir se¢enek olabilir (140).

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae taramasinda Gauthier ve ark. CIM testinin,

klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yararli bir yontem olarak kullanilabilecegini belirtmistir
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(146). Calismamizda, 34 izolatin karbapenemaz iiretimi CIM testi ile pozitif bulunmustur.
Karbapenemaz PZR bulgulari ile karsilastirildiginda OXA-48 igeren izolatlarin %100’{inde test
sonucu pozitif bulunurken, NDM karbapenemaz geni bulunan izolat CIM testi ile negatif
saptanmistir. Genotipik olarak karbapenemaz varligi gosterilmeyen izolatta ise CIM testinde de
karbapenemaz iiretimi negatif bulunmustur. Tekintas ve ark.’nin yaptig1 calismada CIM
yontemi, OXA-48 iceren izolatlarda olduk¢a diisiik oranda (%46.15) pozitif sonug verirken,
blanom igeren izolatlarda ise karbapenemaz varligini saptama orani (%85.71) daha basarili
bulunmustur (147). Yildiz ve ark. ise OXA-48 iireten Enterobacteriaceae izolatlarinda CIM
testinin yalanci negatifligini %2,90 olarak bulmus, bu nedenle molekiiler yontemler ile negatif

sonuglarin dogrulanmasini 6nermistir (148).

Karbapenemaz oranlari, diinyada farkl iilkelerde degiskenlik gostermektedir. Yapilan
caligmalarda en stk KPC, OXA ve NDM enzimleri goriilmektedir (149). OXA-48, ilk olarak
Istanbul’da bir salginda tanimlanmistir (150). Ulkemizde endemik olarak bulunan bu
karbapenemaz geni, Kuzey Afrika iilkelerinde ve Orta Dogu iilkelerinde de endemiktir (151).
Karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinda ilk olarak izole edilmis olan KPC enzimi, ABD,
Italya, Yunanistan, Israil ve Cin’ de endemiktir (149). Tiirkiye’de ilk olarak 2014’te
raporlanmis ve giliniimiize kadar sporadik KPC iireten K. pneumoniae vakalar1 gosterilmistir
(88, 153, 154). Metallobetalaktamazlar, esas olarak Ingiltere, Hindistan, Pakistan ve Balkan
tilkelerinde raporlanmaktadir, Tiirkiye’de ise 2011 yilinda daha 6nce Irak’ta hastane yatisi
bulunan bir allojenik kemik iligi alicisinda gosterilmistir  (154). Ulkemizde NDM
karbapenemazlarin orami  %6,3 ile %52,9 arasinda bildirilmektedir, IMP ve VIM

karbapenemazlar da Tiirkiye’de diisiik prevalansta saptanmaktadir (153, 155).

Ulkemizde karbapenemaz genlerini arastiran ¢alismalarda da en stk OXA-48 direng geni,
ardindan KPC ve NDM genleri raporlanmistir (147, 156-158). OXA-48 / NDM ve KPC / NDM
birliktelikleri de bildirilmistir (152, 159). Okalin ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada yogun bakim
hastalarindan izole edilen en az bir karbapeneme direngli 45 K. pneumoniae izolatinda %66,6
OXA-48, %4 NDM, %15,5 hem OXA-48 hem NDM, %13,3 KPC pozitif bulunmustur (157).
Telli ve ark. tarafindan 291 karbapenem direngli K. pneumoniae izolatinin %42,3’{inde
NDM+OXA-48 birlikteligi gosterilmis, %38,8’inde OXA-48, %11’inde NDM, %?2,4’linde
KPC ve %1,7’sinde VIM gosterilmistir (160). Haciseyitoglu ve ark. 44 karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatinin 33’iinde, Ece ve ark. 14 izolatin tamaminda, Parlak ve ark. 47 izolatin
38’inde (%80) blaoxa-4s genini gostermistir (156, 161, 162). Bu ¢alismamizda, 33 (%91,67)

izolatta blaoxa-ag benzeri, Dir (%2,78) izolatta blanom ve bir (%2,78) izolatta blakpc pozitif
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bulunmustur. Bu bulgular, OXA-48 karbapenemazin iilkemizdeki yaygmligimi gosteren

caligmalar1 desteklemektedir.

OXA-48 benzeri karbapenemaz geni tasiyan izolatlarda karbapenem minimum inhibitor
konsantrasyonlarinin, KPC ve MBL fiireten izolatlardan daha diisilk oldugu literatiirde
gosterilmistir (139, 163). OXA-48 enzimleri penisilinleri basarili bir sekilde pargalarken, genis
spektrumlu sefalosporinlere ve karbapenemlere karsi etkinligi azdir. Benzer sekilde
calismamizda, OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarin MIK degerlerine bakildiginda
izolatlarin %15,15°1 tiim karbapenemlere, %27,78’s1 imipenem ve meropeneme, %12,12’si ise
meropeneme duyarli bulunmustur. OXA-48 tipi direncin genotipik varliginin dogrudan
dogruya fenotipik yansimasinin ortaya ¢ikmamasi nedeniyle bu izolatlarla enfekte hastalarin
karbapenem tedavisine yanitlar1 da belirsizdir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde duyarlt
saptanmasina ragmen OXA-48 karbapenemaz iireten izolatlar ile olusan enfeksiyonlar
karbapenem tedavisine yanit vermeyebilir (164-166). GSBL, AmpC beta laktamazlar ve porin
kayb1 gibi hiicre gegirgenligini etkileyen degisikliklerin de eslik etmesi durumunda

sefalosporinler ve karbapenemlere yiiksek diizeyde direng goriilebilir.

Calismamizda, literatiir ile uyumlu olarak, NDM iireten izolatta karbapenem MIK
degerleri >32 pg/mL olarak belirlenmistir. Birgok calismada, NDM pozitif izolatlarin, beta
laktamlar disinda aminoglikozitler, kinolonlar gibi diger antimikrobiyal ila¢ gruplarina karsi da
direngli oldugu gosterilmistir. Bu durum, NDM pozitif izolatlarin AmpC beta laktamazlar,
GSBL, farkli karbapenemazlar, aminoglikozit diren¢ genleri ve kinolon direng genlerini de
tasimalarina baglanabilir (155, 167-170). Bizim ¢alismamizda bulunan izolat ise, test edilen
aminoglikozitler, kinolonlar ve kolistine diren¢ gostermemektedir. Plazmit aracili kinolon
direng genlerinden qnrS’yi tasimaktadir. Bu genlerin varliginda da kinolon MiK degerlerinin
duyarlilik sinir degerleri igerisinde kalabildigi bilinmektedir. Tiirkiye’de NDM pozitif K.
pneumoniae salgini1 2014-2015 yillarinda Sakarya’da sekiz eriskin yogun bakim hastasinda
gosterilmis ve bu izolatlarin tamami tedavide kullanilabilecek alternatif ilaglardan, amikasin,
gentamisin, siprofloksasin ve kolistine de direngli bulunmustur (171). Calismamizda bir izolat
KPC iireten K. pneumoniae olarak tanimlanmistir. Bu izolat, karbapenemler ve kinolonlara
direngliyken, aminoglikozitler ve kolistine duyarhdir. Tiirkiye’de KPC iireten K. pneumoniae
izolatlar1 ilk olarak 2012’de Romanya’dan gelen bir hastada gosterilmis ve giiniimiize kadar

nadiren izole edilmeye devam etmistir (88, 152, 154, 172-174).
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K. pneumoniae kor genomunda genellikle tasidigi blasnv-1 beta-laktamaz sayesinde
ampisiline diren¢ gostermektedir. Unlii ve ark. calismasinda karbapenem direngli 22 izolatin
%95,45’inde blacTtx-m-1, %86,36’sinda blaTtem-1 gosterilmistir (175). Iraz ve ark. aragtirmasinda
ise karbapenem direngli K. pneumoniae izotlarinin tamaminda CTX-M, %97’sinde SHV ve
%9’unda TEM beta laktamaz gosterilmistir (176). Tekeli ve ark. ¢alismasinda KPC ve NDM
karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinin tamaminda SHV ve CTX-M beta-laktamaz
bulunurken, TEM beta-laktamaz negatif saptanmistir (152). Tian ve ark. tarafindan yapilan
calismada 170 karbapenem direngli K. pneumoniae’de, en yiiksek prevalansa sahip GSBL
genleri blatem-1 (%90,59), blacTx-m-15 (%68,24), blasnv-1 (%58,26), blasnv-11 (%30,59), blacTx-
mas (%14,12), blaskv-12 (%7,65) ve blaskv-s (%0,59) olarak gosterilmistir. Izolatlarin
%95,88’inin  birden fazla GSBL geni tasidigr gosterilmistir (139). Calismamizda tim
izolatlarimizda blasnv gosterilmistir. Ek olarak, blactx-m %86,11 ve blatem orani %52,78

bulunmustur. Orneklerimizin %86,11’inde birden fazla GSBL bulunmaktadir.

Aktarilabilir AmpC beta-laktamaz enzimlerinden diinyada en sik Citrobacter freundii
kaynakli CMY-2 saptanmaktadir (51). Ulkemizde, karbapenem direncli K. pneumoniae
izolatlarinda AmpC varligina dair Giilmez ve ark. tarafindan yapilan tek calismada OXA-48
karbapenemaz {irecten K. pneumoniae izolatlarinda, AmpC beta-laktamaz genlerine
rastlanmamugtir (177). Tian ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada karbapenem direngli K.
pneumoniae’de DHA-1 izolatlarin  %4,12’sinde  gosterilirken, CMY-6 %1,18’inde
gosterilmistir (139). Calismamizda, yalnmizca iki izolatta (%5,56) CIT grubu AmpC beta
laktamaz saptanmistir. Pitart ve ark. calismasinda OXA-48 tasiyan sefoksitin direngli
izolatlarda OmpK36 kaybimnin sefoksitin ve yiiksek diizey karbapenem direncinden sorumlu
oldugunu gostermistir (178). Sefoksitin direngli izolatlarimizin 22’sinde PZR ile AmpC beta
laktamaz gosterilmemistir. Bu durum, sefoksitin direncinin beta laktamaz tiretimi disindaki
mekanizmalara bagli olabilecegini diislindiirmiistiir. Matsumura ve ark. karaciger
transplantasyon iinitesinde, DHA ve CMY tipi AmpC beta laktamaz {ireten ve porin kaybu ile

karbapeneme direng gosteren K. pneumoniae izolatlarinin yol agtig1 salgini raporlamistir (179).

Aminoglikozitler 6zellikle ¢oklu ilag direngli bakteri enfeksiyonlarina karsi kombinasyon
tedavisinde kullanilmaktadir. Yiiksek diizey aminoglikozit direnci gelisiminden sorumlu ve
aktarilabilir 16S rRNA metiltransferaz iireten K. pneumoniae 2003°te Fransa’da raporlanmis
ardindan diinyanin birgok bolgesinden bildirilmistir. Bu genlerin prevalansi diisiik olsa da
karbapenemaz ve GSBL genlerini tasiyan plazmitlerle tasindiklarindan global olarak

yayilmaktadirlar (180). Calismamizda bu genlerden, 3 (%8,33) izolatta armA, 2 izolatta
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(%5,56) rmtC saptanirken, rmtB veya rmtF pozitif izolat gériillmemistir. armA ve rmtC saptanan
izolatlarmn aminoglikozit MIK degerleri >256 pg/mL bulunmustur. Bu izolatlar OXA-48
benzeri karbapenemaz geni tasimaktadir. Yis ve ark. Izmir’de 2014 yilinda izole edilmis 32
karbapenem direncgli K. pneumoniae izolatinda 16S rRNA metiltransferaz saptamazken, 2015
yilinda izole edilmis 35 izolatin 28’inde Tiirkiye’de ilk kez armA pozitifligi gostermistir. Bu
izolatlarin 5’1 blaoxa-4s, 17’°si blaoxa-4s ve blanom’yi birlikte tasirken, 6’s1 ise blanom pozitif
olarak raporlanmustir (181). Gokmen ve ark. calismasinda ise yiiksek diizey amikasin (MiK
>512 pg/mL) ve gentamisin (MIK>128 ng/mL) direnci gdsteren bes izolatin dérdiinde rmtC
varlig1 gosterilmis, bunlarin birinde NDM, birinde OXA-48 ve ikisinde NDM-1 ve OXA-48
karbapenemaz genleri gosterilmistir (182). Tekeli ve ark. calismasinda KPC ve NDM
karbapenemaz iireten on K. pneumoniae izolatinin tamaminda rmtC geni gdsterilmistir, bu
calismada amikasin ve gentamisin MIK degerleri >256 pg/mL olarak bulunmustur (152). Suudi
Arabistan’da rmtB, rmtC ve armA genlerinin ayni izolatta birlikteligi gosterilirken bizim
caligmamizda gen birlikteligine rastlanmamistir (183). rmtF geni, Nepal, Amerika Birlesik
Devletleri, Hindistan ve Ingiltere’de gosterilmistir (184). Bu gen, Tiirkiye’de bir blaoxa-ss
pozitif K. pneumoniae izolatinda bulunmustur (185) . rmtB geni de, Tiirkiye’de aminoglikozit

direngli K. pneumoniae izolatlarinda gosterilmistir (186).

PAKD genleri, plazmitle aktarilabilmeleri nedeniyle onemlidir ancak tek baglarina
kinolon direncine neden olmalar1 beklenmemektedir. Kinolon direncinde 6zellikle kromozomal
mutasyonlar rol almaktadir. Calismamizda PAKD genlerinden, qnrB 19 (%52,78) izolatta tek
basia pozitif saptanmistir, bu izolatlarin 18’1 (%94,73) siprofloksasine, sekizi (%47,36)
levofloksasine direnclidir. qnrS 6 (%16,67) izolatta tek basina pozitif bulunmustur, bunlarin
dordii (%66,66) siprofloksasine ve levofloksasine direnglidir. qnrB ve gnrS birlikteligi goriilen
2 (%5,56) izolatta da her iki florokinolon direncli saptanmustir. Izolatlarn higbirinde gnrA,
gnrC ve gepA saptanmamustir. Karbapenem direngli K. pneumoniae’de PAKD varligina iliskin
calisma iilkemizde az sayidadir. Unlii ve ark. calismasinda, karbapenem direncli K.
pneumoniae’de gnrB’yi izolatlarin %77,27’sinde, qnrS’yi %86,36’sinda pozitif bulmustur
(175). Calismamizda daha diisiik oranlarimizin bulunmasinin izolatlarimizin elde edildigi
grubun ¢ocuk hastalar olmasina bagl olabilecegi diisiiniildii. Zhan ve ark. ¢aligmasinda ise,
gnrsS izolatlarin %43 tinde, qnrB %10’unda gosterilirken, Al-Agamy ve ark. calismasinda qnrS
izolatlarin %58,1’inde, qnrB %3,2’sinde gosterilmistir (187, 188).

Aktarilabilir kolistin direnci genlerinden diinyada en sik mcr-1 goriilmektedir. Tiirkiye’de

yakin zamanda Arabaci ve ark. ile Hazirolan ve ark. tarafindan mcr-1 pozitif karbapenem ve
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kolistin direngli K. pneumoniae izolatlarinin varhigi gosterilmistir ancak bizim ¢alismamizda

saptanmamistir (189, 190).

Kromozomal mgrB geninde mutasyonlar da kolistin direngli izolatlarda goriillmektedir
(143, 191). Baz1 ¢alismalarda, kromozomal mutasyonlarin kolistin direnci gelisiminde mcr
genlerinden daha onemli bir rolii oldugu one siiriilmektedir (192-194) Tiirkiye’de kolistin
tedavisi almakta olan bir hastada ilk kez 2014 yilinda mgrB mutasyonu ile kolistin direnci
gelisimi  gosterilmistir (85). Pakistan’dan izole edilmis yedi izolatta kolistin direng
mekanizmalarindan mcr genleri goriilmezken bir izolatta mgrB delesyonu, {i¢ izolatta mgrB
dizisinin katilim dizisi ile kesintiye ugramasi ve mgrB degisiklikliklerine eslik eden pmrB
degisiklikleri ve mgrB yapisi bozulmamis olan ii¢ izolatta da pmrB aminoasit degisiklikleri
gosterilmistir (195). Izolatlarimizda, mgrB dizisinde niikleotit delesyonu (A7 delesyonu),
niikleotit degisimleri (A7T, T83G, C88T, A121G) ya da diziye katilim dizisi yerlesmesiyle
mgrB proteininin yapisini bozan mutasyonlar gosterilmistir. Bu degisimler sonucunda vahsi tip
diziden uzun ya da kisa, fonksiyonsuz proteinler olugmustur. Niikleotit dizisinde A7T
degisimiyle olusan ve proteinin erken sonlanmasina neden olan mutasyon ve katilim dizilerinin
yerlesmesi ile dizinin kesintiye ugramasi Cannatelli ve ark.’nin ¢aligmasinda mgrB dizisinde
gosterilmis mutasyonlardir (81). A7T niikleotit degisimi, Shein ve ark. tarafindan bir izolatta
da gosterilmistir (196). Proteinin erken sonlanmasi ile sonuglanan C88T degisimi farkl
calismalarda gosterilmistir (197-199). Jaidane ve ark. da niikleotit dizisinde T83G degisimini
tanimlamis ve bu degisimin kolistin MIK degerinde 8-16 kat artisa neden oldugunu bulmustur
(200). Bu nedenle, ¢alismamizda saptanan mgrB mutasyonlar1 bu izolatlardaki kolistin direnci
ile iligkilendirilmistir. Calismamizda saptanmis olan A7 delesyonu ve A121G niikleotit
degisimi literatiirde bulunmamaktadir. Ancak, A7 delesyonunun, proteinin erken sonlanmasina
yol agmasi ve A121G niikleotit degisimine T83G degisiminin de eslik etmesi nedeniyle bu iki
izolatta da mgrB geni fonksiyonu ortadan kalkmistir. Lipopolisakkarit degisikliklerine neden
olan diger gen mutasyonlari1 degerlendirilmemistir, izolatlarda mgrB degisikliklerine eslik eden

baska gen mutasyonlarinin bulunmasi da muhtemeldir.

Calismamizda kolistine direngli bulunan ST14, ST17, ST37, ST101, ST147, ST661 ve
ST2096 izolatlar1 farkl caligmalarda da gosterilmistir (201-206). Ancak kolistin direngli ST985

izolatina diger caligmalarda rastlanmamustir.

K. pneumoniae’nin polisakkarit kapsiilii major bir viriilans belirleyicisi ve epidemiyolojik

belirtegtir. Calismamizda en sik saptanmis olan kapsiiler tipler K2 ve K14.K64’tiir. Her iki
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kapsiiler tip de, bir¢cok sekans tipinde saptanmaktadir ve hiperviriilans ile iligkilendirilmistir

(26, 207-209) .

Klebsiella pneumoniae izolatlarinin genetik ¢esitliligi birgok ¢alismada gosterilmistir.
Wyres ve ark. tarafindan karbapenem direngli K. pneumoniae klonlar1 degerlendirildiginde, ST
258 ve tiirevi ST 512’nin Amerika kitasi ve Gliney Avrupa’da en yaygin sekans tipleri oldugu,
ST 11’in ise Avrupa genelinde daha yaygin oldugu ve Cin’de baskin klon oldugu gosterilmis,
CG 307’nin, ST 258 ve ST512’nin yerini almaya basladigi, CG 15’in (ST 14 ve ST 15) ise,
ticlincii kusak sefalosporin direngli klonlar arasinda en sik goriilen klon oldugu ve karbapenem

direngli varyantlarinin da raporlandigi belirtilmistir (3).

Calismamizda ST14 (n=18) en yiiksek oranda saptanan tip olmustur. ST14, ¢oklu ilag
direngli ve OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten K. pneumoniae’nin klonal yayilimi ile
iliskilendirilen yiiksek riskli bir klondur (210, 211). ST14 ve NDM fiiretimi Hindistan, Birlesik
Krallik ve Isveg’ten, OXA-48 ve NDM iiretimi ise ABD’den bildirilmistir (212, 213). Kim ve
ark.’nin ¢alismasinda ST14 OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlar sefalosporinlere
direnc¢liyken ertapeneme degisken sonuglar géstermistir (214) . Bizim ¢alismamizda bir izolat
ertapaneme duyarliyken; imipenem, meropenem ve diger antimikrobiyallere duyarliliklari
degiskenlik gostermektedir. Hepsinde blasnv bulunurken, bir izolat disinda (%94,44) blactx-m
tasidiklari, 11 (%61,11) izolatta blatem, 14 izolatta (%77,78) qnrB bulundugu gosterilmistir.
Garcia-Fulgueiras ve ark. ¢alismasinda qnrB genlerinin varligi ile ST14 sekans tipi arasinda
dogrudan iliski bulmustur (215). 16S rRNA metiltransferazlar, ST14 gibi yiiksek riskli
klonlarda siklikla bulunmaktadir, Isler ve ark. karbapenemaz iireten ST14 K. pneumoniae
izolatlarinda armA ve rmtC varligini gosterirken bizim ¢alismamizda 16S rRNA metiltransferaz
genleri saptanmamistir (216). Moubareck ve ark. karbapenem diren¢li ST14 izolatlarinda
kolistin direncini %31,4 olarak gosteritken bu ¢alismada bir izolatta kolistin direnci
saptanmistir (217). Bu izolatta T83G niikleotit degisimi gosterilirken, Shankar ve ark.
calismasinda ST14 kolistin direngli K. pneumoniae izolatlarinda mgrB dizisinin katilim
dizisiyle kesintiye ugramasi, dizinin delesyonu ya da niikleotit mutasyonlari ile kolistin direnci
gelisimini gostermistir (203). Bu sekans tipi, K16 ve K2 kapsiil tipleri ile iliskilendirilmistir,
bizim ¢alismamizda K2 kapsiil tipi gosterilmistir (212, 218).

Calismamizda, ii¢ izolatta saptadigimiz ST2096’nmin diinyada farkli caligmalarda
antimikrobiyal direng genlerini ve artmis viriilans 6zelliklerini bir arada tagidigi gosterilmistir

(219, 220). Ulkemizde karbapenem ve kolistin direngli ST2096 salgini Hosbul ve ark.
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tarafindan raporlanmistir (203). Isler ve ark. bu klonun siklikla blaoxa-4s penzeri tasidigini ve
siklikla kolistin direnci gosterdigini belirtmistir (221). Calismamizda, bu izolatlar
karbapenemler, aminoglikozitler ve kinolonlara direngli iken, bir izolat kolistine duyarlidir.
[zolatlarimizda blaoxa-as benzeri karbapenemaz geninin yaninda blasny ve blacrx-m saptanmustir.
Iki (%66,66) izolat blatem geni tasimaktadir. Tiimiinde armA 16 S rRNA metiltransferaz geni
gosterilmistir. Izolatlarm birinde (%33,33) qnrS geni saptanmustir, literatiirde ST2096’da
PAKD genlerinin varligina rastlanmamustir. Kolistin direngli izolatlarimizin mgrB dizisinde,
T83G ve C88T degisimleri bulunmustur. wzi allel 64 ve hiperviriilans ile iliskilendirilmis olan

kapstiler tip K14.K64 izolatlarimizda saptanmustir.

ST661, diinyada klinik izolatlarda nadiren saptanan bir klondur, Ingiltere’de KPC iireten
izolatlar ile ortaya ¢ikmis bir salgin raporlanmistir. Bu salgin izolatlarinin ayn1 zamanda blasnv,
blatem, blactx-m, CIT grubu AmpC beta-laktamaz ve qnrB tasiyabildigi saptanmis, mgrB
mutasyonu ile protein dizisinde N42D degisimi ile kolistin direnci kazanabildigi goriilmiistiir
(222). Portekizde’de karbapenem direngli ST661 suslari hastane izolatlarinda gosterilirken,
Brezilya’da g¢evresel su izolatlarinda bulunmustur (223, 224). Calismamizda; kan, trakeal
aspirat ve kateter ucu drneklerinden izole edilen ii¢ izolat ST661 olarak belirlenmistir, bu sekans
tipi Tiirkiye’de ilk kez gosterilmistir. Calismamizda bulunan iki izolat, karbapenemler,
florokinolonlar ve aminoglikozitlere diren¢ gostermekte iken, kolistine duyarli bulunmustur.
Bu izolatlarimiz, blaoxa-48 benzeri Karbapenemaz, blasyv ve CIT grubu AmpC beta laktamaz geni,
rmtC 16S rRNA metiltransferaz, gnrB ve gnrS tasimaktadir. wzi allelleri 373 bulunmustur ve
bu allelin iligkili oldugu kapsiiler tip ilgili veri tabaninda bulunmamaktadir. Diger bir izolat ise,
karbapenemlere ve kolistine direngliyken, kinolonlara ve gentamisine duyarhidir, blactx-m ,
blatem ve gnrS tasimaktadir. mgrB protein dizisinde ise F28C degisimi bulunmaktadir, wzi allel

211 ile iliskilendirilmistir.

ST147 ise ilk olarak Macaristan’da tanimlanmis yeni bir yiiksek riskli klondur (225).
Hindistan, italya, Yunanistan ve bazi1 Kuzey Afrika iilkelerinde endemiktir, 2000°1i yillarda
kromozomal mutasyonlar ile kinolon direnci gostermeleri ve iizerinde blactx-m-15 tasiyan
plazmit kazanmalar1 yayilimlarini kolaylastirmis, ardindan karbapenemaz igeren plazmitleri de
kazanarak onemli bir patojen haline gelmistir (226). ST147, VIM, KPC, NDM, OXA-48
benzeri karbapenemazlar ile iliskilendirilmistir (227, 228). Calismamizdaki iki ST147 izolati
da karbapenemler, florokinolonlar ve kolistine direnglidir, CTX-M beta laktamaza ve OXA-48
karbapenemaza sahiptir. Bir izolat, PAKD genlerinden qgnrB’yi tasirken digeri gnrS

tasimaktadir, her iki izolat yiiksek MIK degerlerine sahip oldugundan kinolon direncinin
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kromozomal mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikabilecegi diistiniilmiistiir. Her iki izolatta, mgrB
degisikliklerinden T83G gortiliirken, bir izolatta ek olarak A7T niikleotit degisikligi, digerinde
ise A7 delesyonu da bulunmaktadir. Farkli mgrB degisiklikleri ile ortaya ¢ikan ST147 izolatlari
farkli ¢alismalarda gosterilmistir (200, 229, 230). ST 147 izolatlarinin K lokusu farkli wzi
allelleriyle iliskilendirilirken en sik bu c¢alismada da oldugu gibi wzi 64 (K14.K64) ile
iligskilendirilmistir (231).

ST985 olarak belirlenen iki izolat, trakeal aspirat ve kan Orneginden elde edilmistir,
degisken antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina sahiptirler, bir tanesi kolistine direnglidir. Bu
izolatlardan bir tanesi blaoxa-as venzeri karbapenemaz geninin yaninda blasnv, blactx-m ve blatem
tasimaktayken diger izolatta karbapenemaz geni bulunmamakta, blashv ve blactx-m beta-
laktamaz genlerini tasimaktadir. Her ikisinde de gqnrB geni saptanmistir. Kolistine direngli olan
izolatin mgrB geninde de niikleotit delesyonu ve tek niikleotit degisimi bulunmaktadir. wzi 37
alleli de tasiyan izolat, kapsiiler tip K37 ile iliskilendirilmistir. ST985, Avusturya’da nehir
suyundan ve bir ¢ocuk hastadan idrar yolu etkeni olarak izole edilmistir, bu izolatin blasmv-g3,
blaoxa-10 GSBL, blavim karbapenemaz ve qnrB tasidigi gosterilmistir (232). Tunus’ta bir
hastada blaoxa-4s tastyan izolat gosterilirken, Frenk ve ark. ise bu klonu Israil’de bir yenidogan
yogun bakim iinitesinde GSBL iireten salgin izolati olarak saptamistir (233, 234). BIGSdb-
Pasteur veritabaninda iilkemizden bir kan izolatinda bu klon gosterilmistir (116). Literatiirde

kolistine diren¢li ST985 izolat1 raporlanmamustir.

ST37 olarak belirlenen izolat, OXA-48 karbapenemaz iiretmekte, blasny, blactx-m,
blatem tasimakta, levofloksasin ve amikasine duyarliyken kolistine direnglidir. Tirkiye’de
yapilan caligmalarda bu sekans tipine rastlanmamistir. Cin’de yapilmis iki ¢calismada yenidogan
tinitelerinde salgin olusturdugu gosterilmistir (235, 236). NDM, KPC karbapenemaz ve DHA

grubu AmpC beta-laktamaz iireten izolatlar1 raporlanmistir (235-237).

ST152 olarak tanimlanan izolat, karbapenemlere duyarliyken siprofloksasin, gentamisin
ve tobramisine direnglidir. blaoxa-ss, blaskv, blactx-m ve qnrB tasimaktadir. Ulkemizde bu
sekans tipi literatiirde gosterilmemistir. ST152 klonu 6zellikle NDM karbapenemaz iiretimi ile
iligkilendirilmistir, GSBL, rmtC ve gnrB birlikteligi gosterilmistir (188). Giiney Afrika, Suudi
Arabistan ve Polonya’da izolatlar1 saptanmistir (238-240).

ST101 olarak tanimlanan izolat, OXA-48 karbapenemaz tiretmekte, blactx-m ve qnrS
tasimaktadir. Karbapenemler, kinolonlar, aminoglikozitler ve kolistine diren¢li olarak
saptanmugtir. ST101 klonu, yiiksek riskli epidemik bir klondur ve CTX-M, NDM ve OXA-48
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ile iliskilendirilmistir (243). OXA-48 karbapenemaz iireten ST101 klonlar1 Tiirkiye, Ispanya ve
Tunus’ta tanimlanmistir (178, 192, 242). Bu klonla iliskili kolistin direnci de ilk olarak italya
ve Sirbistan’da gosterilmistir (192, 201). ST101, OXA-48 ve kolistin direnci arasinda belirgin
bir iligki goriilmektedir, Can ve ark.’nin ¢alismasinda kolistin direngli ST101 izolatlarinin
%94 linlin mgrB genine katilim dizisi yerlesmesi ya da nokta mutasyonu ile diren¢ kazandigi
gosterilmistir (192). Calismamizda yer alan izolatin mgrB dizisinde T83G ve A121G nokta

mutasyonlart bulunmustur.

ST17 klonu da bir kiiresel sorun klonudur. Tiirkiye’de daha once varligi saptanmamuistir.
Norveg’te yenidogan yogun bakimda ¢oklu ilag direngli ST17 K. pneumoniae salgini
goriilmiigtiir. Bu salgin izolatlarinin KPC, NDM, OXA-48 ve VIM tipi karbapenemaz
tiretebildigi, GSBL genlerini tagiyabildigi belirlenmistir (243). Portekiz’de {i¢iincii basamak bir
hastanede en yaygin klonlardan oldugu, OXA-48 benzeri veya KPC iireten izolatlar1 bulundugu
ve KL25 kapsiil tipi ile iligkili oldugu gosterilmistir (223). Brezilya’da OXA-370
karbapenemaz ve CTX-M beta-laktamaz, Cin’de NDM karbapenemaz {ireten izolatlari
gosterilmistir (244, 245). Leung ve ark. mgrB geni mutasyonuna bagli kolistin direnci
gelisimini raporlamislardir (246). Calismamizda yer alan izolat, karbapenemlere ve kinolonlara
duyarliyken, aminoglikozitler ve kolistine direnglidir. blaoxa-s, blasnv, blactx-v ve blatem
tasimaktadir. Kolistin direnci mekanizmasi, mgrB’ye IS1 katilim dizisi eklenmesi olarak

belirlenmistir.

Calismamizda bir izolat ST307 olarak tanimlanmistir. Bu izolat, KPC tipi karbapenemaz
ve gnrB genini tagimaktadir, karbapenemlere ve kinolonlara direngli, aminoglikozitler ve
kolistine duyarldir. ilk klinik ST307 suslari, ABD ve Pakistan’dan bildirilmis, sonrasinda
diinyanin farkl1 bolgelerinde raporlanmaya devam etmistir (247, 248). Ozellikle, KPC ve CTX-
M-15 genlerini tasiyan suslarin yayilimi gosterilmistir (249). KPC tasiyan suslarin yani sira
OXA-48 veya NDM tastyan suslar ve kolistin direnci de bu sekans tipinde gosterilmistir (201,
250). Diger klonlarin aksine, tiim ST307 suslar1 wzi allel 173 tasimakta ve KL102 kapsiiler tip
ile iliskilendirilmektedir, bizim ¢alismamizda da wzi allel 173 tasidigi gosterilmistir (251).
Edinilmis ¢oklu ilag direnci genleri, yiiksek oranda goriilmektedir. ST307, ¢oklu ilag direncli,
kiiresel bir sorun olusturan klondur, karbapenemazlarin ve klinik olarak énemli diger direng

belirteglerinin yayilimini saglayabilir (226).

ST39, Cezayir’de gocuk hastanesinde armA metiltransferaz iireten K. pneumoniae

salgiminda saptanmis bir klondur. Ayni1 zamanda CTX-M, TEM, SHV beta-laktamaz iirettigi,
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gnrB tasidigr da gosterilmistir (252). Yunanistan’da VIM ve KPC karbapenemaz tasiyan
izolatlar1 gosterilmis ve mgrB geninin insersiyonel inaktivasyonu ile kolistin direnci gelistirdigi
raporlanmistir (253). Calismamizdaki izolat Tirkiye’de saptanan ilk ST39 izolatidir,
karbapenemler, kinolonlar, kolistine ve tobramisin disindaki aminoglikozitlere duyarl

bulunmustur. OXA-48 benzeri karbapenemaz geni, blasnv ve blactx-m tasgimaktadir.
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8. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda, bir yillik siirede, ¢ocuk hastaliklar1 yogun bakim ve yenidogan yogun bakim

tinitelerinde yatmis 34 hastanin kiiltiir 6rneklerinde iireyen 36 karbapenem direngli K.

pneumoniae izolatinin antimikrobiyal duyarliliklar1 ve molekiiler epidemiyolojik 6zellikleri

degerlendirilmistir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda, amoksisilin klavulanat, piperasilin

tazobaktam, sefotaksim, seftazidim ve sefepime direng oram1 %100 bulunurken, izolatlarin

%66,67’s1 sefoksitine, %86,11°1 ertapeneme, %58,33’li imipeneme, %44,44’li meropeneme,

%27,78’1 amikasine, %77,78’1 gentamisine, %86,11’1 tobramisine, %80,56’s1 siprofloksasine

ve %52,78’1 levofloksasine direngli saptanmistir. Direng orani en diisiik antibiyotik amikasin

olarak belirlenmistir.

1.
2.

[zolatlarin %30,56’sinda s1vi mikrodiliisyon y&ntemi ile kolistine direng bulunmustur.
OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten izolatlarin tamaminda karbapenem inaktivasyon
yontemi ile yapilan karbapenemaz tiretimi testi pozitif bulunurken, NDM karbapenemaz
genini tagiyan izolatin bu yontem ile karbapenemaz iiretimi saptanmamastir.

Izolatlarin 33’iinde (%91,67) OXA-48 benzeri, birinde (%2,78) NDM ve birinde
(%2,78) KPC karbapenemaz gosterilmistir. Bir izolatta ise karbapenemaz geni
bulunmadigi tespit edilmis, karbapenem direncinin GSBL ve porin kaybi gibi farkli bir
mekanizma ile gelismis olabilecegi diistinlilmiistiir.

Tim izolatlarda blasnyv gosterilmistir. Ek olarak, blactx-m %86,11 ve blatem orani
%52,78 bulunmustur. izolatlarin, %86,11’inde birden fazla GSBL bulunmaktadir.
AmpC beta-laktamazlardan ise yalnizca CIT grubu 2 (%5,56) izolatta saptanmustir.
Aktarilabilir 16S rRNA metiltransferaz genlerinden, 3 (%8,33) izolatta armA, 2 izolatta
(%5,56) rmtC saptanirken, rmtB veya rmtF pozitif izolat goriilmemistir. armA ve rmtC
saptanan izolatlarin aminoglikozit MK degerleri >256 pg/mL bulunmustur.

Plazmit aracili kinolon diren¢ genlerinden, qnrB 19 (%52,78), gnrS 6 (%16,67), qnrB
ve gnrS 2 (%35,56) izolatta pozitif saptanmistir. izolatlarin higbirinde gnrA, gnrC ve
gepA saptanmamustir. izolatlarda kinolon direnci gelisimine neden olan kromozomal
mutasyonlarin bulunabilecegi diisiintilmiistiir.

Kolistin direngli izolatlarda aktarilabilir kolistin direng genleri (mcrl-5)

bulunmamaktadir. Kolistin direncinin, mgrB dizisinde; niikleotit delesyonlari, niikleotit
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10.

degisimleri ya da katilim dizisinin yerlesmesiyle mgrB proteininin yapisinin bozulmasi
nedeniyle ortaya ¢iktigi bulunmustur. mgrB gen dizisinde olusan A7 delesyonu,
proteinin erken sonlanmasi ile fonksiyonunun kaybi1 ve A121G niikleotit degisimi ilk
kez gosterilmistir. Eslik eden lipopolisakkarit sentezi ile iliskili gen mutasyonlari
bulunmasi da olasidir.

Caligmamizda, dokuz farkli kapsiiler tip bulunurken, en sik saptanan kapsiiler tipler ayni
zamanda en yaygin bulunan ve hiperviriilansla iligkili K2 ve K14.K64 olmustur.
Pulsed field jel elektroforezi ile 15 farkli patern gosterilmis, izolatlarin 17’sinin
(%47,22) bir paternde toplandig1 bulunmustur. Diger bir paternde ti¢ (%8,33) izolat yer
alirken, li¢ paternde ikiser izolat yer almaktadir. Bu paternlerin birbiriyle iliskisiz
oldugu gosterilmistir.

Multilokus sekans tiplendirme ile, 10 farkli sekans tipi belirlenmistir. Izolatlarn 18’
(%50,00) ST 14 olarak tiplendirilirken, 3 (%8,33) izolat ST 2096, 3 (%8,33) izolat ST
661, ikiser izolat ST 147 ve ST985, birer (%2,78) izolat ST 37, ST 152, ST 101, ST 17,
ST 307 ve ST 39 olarak bulunmustur. ST661, ST152, ST37, ST17 ve ST39; Tiirkiye’de
ilk kez gosterilmistir. Kolistin direncli ST985 izolat1 ilk kez saptanmustir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae, tasiyabildigi aktarilabilir antimikrobiyal direng genlerinin

cesitliligi ve ¢oklu ilag direngli klonlarinin hizli yayilimi nedeniyle tiim diinyada énemli bir

saglik sorunu olusturmaktadir. Yenidogan yogun bakim hastalari basta olmak iizere ¢ocuk

yogun bakim hastalari K. pneumoniae enfeksiyonlari agisindan risk altindadir. Bu

enfeksiyonlardan sorumlu izolatlarin antimikrobiyal diren¢ 6zelliklerinin ortaya konmasi ve

klonlarinin yayilimlariin gosterilmesi; tedavi segeneklerinin belirlenmesine, yeni tedavi

stratejilerinin  gelistirilmesine ve enfeksiyon kontrol Onlemlerinin etkin bir sekilde

uygulanmasina 11k tutabilecektir.
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