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OZET
Yiksek Lisans Tezi

YANIK ENFEKSIYONLU OLAN HASTALARDAN iZOLE EDILEN KLEBSIELLA
PNEUMONIAE'NIN FENOTIPIK VE GENOTIPIiK KARAKTERIZASYONU

Mohsin Razzaqg AZEEZ

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Songiil SAHIN
Es Danisman: Prof. Dr. Ahmed Abdul Jabbar Jaloob ALJANABY

Yanik enfeksiyonu, gram negatif ve gram pozitif bakterilerin neden oldugu en &nemli bakteriyel
iltihaplardan olup ve K. pneumoniae, bu tiir enfeksiyonlara neden olan en patojen etkenlerden biridir. Bu
calismanin amact Irak''n Al-Najaf Sehrindeki hastalarinda yanik enfeksiyonuna neden olan K.
pneumoniae’nin fenotipik ve genotipik tespitini arastirmaktir. 1/5/2020 ile 1/12/2020 arasindaki déonemde
Irak AL-Necef Valiligi'ndeki Orta Firat Yanik Merkezi hastalarindan toplam 175 yanik siiriintii gubugu
toplandi. Toplam 175 yanik siiriintii gubugundan 103’tinde bakteri izolati1 saptanmistir. Sonugta, toplam
103 bakteri izolatindan 31’inde (%30) Pseudomonas spp, ve 23 izolatin (%22,3) K. pneumonia oldugunu
gostermektedir. Ardindan 22 izolat (% 21,4) ile Staphylococcus spp ve 11 izolat (% 10,6) E.coli oldugunu
gosterilmistir. 8 izolat (%7,8) Acinetobacter spp. ve 5 izolat (%4,9) Enterobacter spp bulunurken, en
diisiik prevalans Proteus spp. 3 izolatla (%3) saptanmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testine gore sonuglar
K. pneumoniae’nin Amoksisilin ve Ceftriaxone'a karst tam direngli (%100) ve Amoksisilin + Klavulanik
aside (%91,3) yiiksek direngli oldugunu gostermistir. K. pneumoniae ise sirasiyla Cefotaxime,
Ceftazidime, Tetracycline, Tobramycin ve Ciprofloxacin'e yiizde (%73,9), (%43,4), (%69,5), (%60,9) ve
(%47,8) direng gosterirken, Levofloksasin (%17,1), Gentamisin (%13) ve Amikasin'e (%4,3) kars1 diisiik
direng gosterilmektedir. Imipenem, 23 izolatin tiimiiniin {iremesini inhibe eden tek antibiyotiktir. Diger
yandan, Sonugclar toplam 23 izolattan 20 izolatin (%87) ¢oklu ila¢ direnci ve 3 izolatin (%13) yaygin ilag
direnci oldugunu kanitlamaktadir. Pan ila¢ direnci herhangi bir izolatta gdriilmemistir. Cift disk sinerji
testine gore genisletilmis spektrumlu beta laktamazin fenotipik tespiti, ESBL iiretebilen 14 izolat (%61)
oldugunu gostermektedir. Sekiz antibiyotik direng geninin saptanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu ile
bakilan genotipik metoda gore, 13 izolatin (%56,5) tem geni tasidigini ve 18 izolatin (%78,2) shv geni
icin pozitif oldugunu saptanmistir. Sonuglar sadece 8 izolatin (%34,7) ctxm geni barindirdigin
gosterirken, {i¢ izolatin (%13) oxa geni i¢in pozitif ve 10 izolatin (%43,7) ampc geni igin pozitif oldugu
goriinmekteydi. Veb geni izolatlarin higbirinde bulunmadi. Diger yandan, sonuglarda sadece bir izolat
(%4,3) aaccl barindirirken, aacc2 geni ise higbir izolatta saptanmadi. Sonuglar: K. pneumoniae, yanik
enfeksiyonuna neden olan ve antibiyotiklere yiiksek diren¢ yeteneg§i olan ikinci en sik nedendir.
Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz K. pneumoniae, yanik enfeksiyonunda olduk¢a yaygin olup,
birgok beta laktamaz genini barindirtyordu.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF KLEBSIELLA
PNEUMONIAE ISOLATED FROM PATIENTS WITH BURN INFECTION

Mohsin Razzaqg AZEEZ

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Asst. Prof. Dr. Songiil SAHIN
Co-Advisor: Prof. Dr. Ahmed Abdul Jabbar Jaloob ALJANABY

Burn infection is one of the most important bacterial inflammations caused by gram negative and gram
positive bacteria and K. pneumoniae is one of the most pathogen caused this type of infection. The aim of
this study is to investigate the phenotypic and genotypic detection of K. pneumoniae that cause burn
infection in hospitals patients in Al-Najaf City in Irag. A total of 175 burn swabs from Middle Euphrates
Burns Center patients in AL-Najaf Governorate Iraq have been collected during period from 1/5/2020 to
1/12/2020. The results proved that out of total 175 burn swabs there were 103 bacterial isolates. The
results demonstrated that out of total 103 bacterial isolates, there were 31 isolates (30%) diagnosed as
Pseudomonas spp and 23 isolates (22%) was K. pneumonia followed by Staphylococcus spp 22 isolates
with percentages (21.4%) and 11 isolates (10.6%) was E.coli. While, there were 8 isolates (7.8%) was
Acinetobacter spp. and 5 isolates (4.9%) Enterobacter spp the lowest prevalence isolates was Proteus
spp. with 3 isolates (3%). According to antimicrobials sensitivity test, the results indicated that
K.pneumoniae was full resistant (100%) against Amoxicillin and Ceftriaxone and was high resistant to
Amoxicillin + Clavulanic acid (91.3%). While, K.pneumoniae was resistance to Cefotaxime, Ceftazidime,
Tetracycline, Tobramycin and Ciprofloxacin with percentage (73.9%), (43.4%), (69.5%), (60.9%) and
(47.8%) respectively. While, there was low resistance against Levofloxacin (17.1%), Gentamicin (13%)
and Amikacin (4.3%). Imipenem is the only antibiotic inhibited growth of all 23 isolates. On the other
hand, the results proved that out of total 23 isolates, there were 20 isolates (87%) were multidrug
resistance and 3 isolates (13%) extensive drug resistance. While, there was no any isolate was pan drug
resistance. Phenotypic detection of extended spectrum beta lactamase according to Double Disc Synergy
test demonstrated that there were 14 isolates (61%) capable of production of ESBL. According to
genotypic method to detection of eight antibiotic resistance genes by polymerase chain reaction, the
results proved that there were 13 isolates (56.5%) were carried tem gene and 18 isolates (78.2%) were
positive for shv gene. While, the results indicated that there were only 8 isolates (34.7%) were harbored
ctxm gene, three isolates (13%) were positive for oxa gene and10 isolates (43.7%) positive for ampc gene.
While, there was no any isolate was carried veb gene. On the other hand, the results showed that only one
isolate (4.3%) was harbored aaccl while there was no any isolates was positive to aacc2 gene.
Conclusions: K. pneumoniae is a second causative agent that causes burn infection and has high ability to
resistant antibiotics. Extended spectrum beta lactamase K. pneumoniae was highly prevalence in burn
infection and harbored many beta lactamase genes.
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1. GIRIS

Yanik yaralanmalar1 hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde halk saglig
acisindan Onemlidir. Islevsel sakatlik, ciddi yara izi ve etkilenen viicut parcasinin
kontraktiirleri gibi ¢esitli komplikasyonlarla iliskilidir (Jeschke et al. 2020). Yanik
yaralanmalar1 cildi biiyiik olgiide etkiler. Haslanma (sicak sivilar), alev, radyasyon, agik
alev, enerji ve sicak su siselerinin tiimii yanik nedenleridir (Hansen et al. 2019, Jeschke
et al. 2020). Yaniklar diinya ¢apinda onde gelen morbidite ve mortalite nedenidir
(Hunter et al. 2020).

Firsatg1 patojen K. pneumoniae, 6zellikle ¢ocuklarda hastane enfeksiyonlarinin yaygin
bir nedenidir, bakteriler pnémoni, menenjit, sepsis, ishal ve bakteriyemi nedenidir
(Neog et al. 2021, Oraibi and Al-Azawi 2021).

Hastane kaynakli enfeksiyonlar dahil yanik enfeksiyonu, deri, nihayetinde tireme yolu,
idrar yolu enfeksiyonlari, kan, gastrointestinal yumusak doku ve solunum yolu
enfeksiyonlart en 6nemli hastaneye yatis nedeni olarak kabul edilmektedir (Monegro et
al. 2020).

Coklu ilaca direngli patojenik bakterilerin varligi, hastane kaynakli enfeksiyonlarin
etkisini artirir (E1-Mokhtar et al. 2021). Enfeksiyon, yanik hastalarinin kabulden sonra
en sik goriilen komplikasyonudur ve daha yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agar
(Navon-Venezia et al. 2017). K. pneumoniae yanik yaralarinda en yaygin bakterilerden
biridir (Sharahi et al. 2020). K. pneumoniae yaniklarin patojeni olup Pseudomonas'tan
sonra ikinci siradadir. Klebsiella enfeksiyonlari simdi her zamankinden daha yaygin
(Emami et al. 2020). Bunun nedeni bakterilerin antibiyotik direnci olabilir. Plazmit,
ampisilin ve Kkarbenisilin gibi antibiyotiklere direnglidir. Daha da kétiisii, R plazmidi,

ayni1 tlir olmasi gerekmeyen diger enterik bakterilere aktarilabilir (Mukaya 2020).

Hem hastanelerde hem de genel popiilasyonda yiiksek prevalans dagilimlarina sahip

coklu ilaca direngli bakteriler ve ESBL, K. pneumoniae ve diger Gram-Negatif



bakterileri gogaltir (Legese et al. 2017). Tem ve ctx-m, bla genleri de dahil olmak {izere,
diinya ¢apinda neredeyse 390 farkli ESBL formu taninmistir (Barguigua et al. 2011).
Dahasi, beta-laktam, sefalosporin, aminoglikozitler gibi gesitli antimikrobiyal ilaglara
MDR ve ESBL gelistiren K. pneumoniae izolatlari, hastanelerde ve ayakta tedavi géren

hastalarda bakim kaybina neden olur (Tang et al. 2017).

K. pneumoniae gibi gram negatif bakteriler, diinyada ciddi bulasici hastane
hastaliklarina yakalanma olasiligin1 énemli 6lglide artird1 (Oraibi and Al-Azawi 2021).
Tem ve shv-enzim genleri, aminoglikozid direnci de dahil olmak tizere tekrarlayan
direng faktorlerine sahip transfer edilebilir plazmitler iizerinde bulunur ve artan (-
laktam direnci insidanst ve proliferasyonu, bu tiir plazmitlerin dagilimindan

kaynaklanmaktadir (Shinu et al. 2020).

K. pneumoniae tarafindan {iretilen ctx-m enzimi, K. pneumoniae iireten ctx-m
enzimlerinin yatay iletiminden ve klonal dagilimindan da sorumludur (Nachimuthu et
al. 2020). Ayrica, IYE'ye neden olan ¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae'de ctx-m ile
viriilans genlerinin birlestirilmesi, bu patojenin neden oldugu enfeksiyonlari

kotiilestirebilir ve etkili tedaviyi zorlastirabilir (Derakhshan et al. 2015).

Bugiine kadar, birkag tip aminoglikozit degistirici enzim vardir, Aminoglikozit-inaktive
edici enzimlerin olusturdugu direng, hem konjugatif olan ve olmayan plazmitler hem de
herhangi bir mobil element iizerinde kodlanabilir. Boyle direngler artan direng

seviyelerine yol agan nokta mutasyonlarin kromozomal olarak kodlanabildiginin kanitt

olabilir (Tawfick et al. 2020).

D Sinifi laktamazlara oksasilinazlar veya oksa-laktamazlar da denir, ¢iinkii oksalik asidi
benzilpenisiline goére daha verimli bir sekilde hidrolize etme yetenegine sahiptirler
(Hammoudi Halat and Ayoub Moubareck 2020). Oksa enzimi, serinin aktif bdlgesini
aktive etmek ve sabitlemek i¢in bu karbamatize edilmis lisini kullanir, su molekiillerinin
deasile edilmesi yolundaki sterik engeli ortadan kaldirir, daha siki baglanma ve

hidrolize daha etkili B-laktam reaktifleri ile sonuglanir (Bonomo 2017).



Bir¢ok Enterobactericeaec bakterisi, 6zellikle K. pneumoniae, kromozomlarinda ve
klinik olarak esansiyel sefalosporinazlar olan plazmitlerinde kodlanmis AmpC-
laktamazlara sahiptir (Etemadi et al. 2020). Sefamisinler (CMY), sefoksitin (FOX) ve
moksalaktam (MOX) veya latamoksefe (LAT) kars1 direng gelistiren AmpC'ler belirsiz
karakterde —laktamazlar olarak adlandirilir (Soltani et al. 2020).

GES, VEB, PER ve IBC-laktamazlar gibi plazmitlerin aracilik ettigi diger ESBL'ler
tanimlanmistir, ancak nadirdir, esas olarak Pseudomonas aeruginosa'da ve az sayida
cografi bolgede meydana gelir (Kothari et al. 2020). Bla-VEB alt grubu, A sinifi B-
laktamazlarin daha sinirh alt gruplarindan biridir. Bla-VEB enzimleri, K. pneumonia, P.
aeruginosa, A. baumannii ve diger Enterobacteriaceae spp. gibi fermente olmayan

organizmalarda bol olma egilimindedir ve ¢ogalma hizlar1 giderek artmaktadir (Al-

Ouqaili et al. 2020).

Bu calismanin amaci, hastanede yatan hastalarda etken olarak K. pneumonia'nin yanik
enfeksiyonundaki prevalansini arastirmak ve asagidaki adimlara gore fenotipik ve

genotipik yontemlerle antimikrobiyal direng paternlerini arastirmaktir:

1. Yanik enfeksiyonlarindan K. pneumonia'nin izolasyonlar: ve tanimlanmasi.
2. Disk difiizyon yontemi ile K. pneumonia suslarinin antimikrobiyal duyarlilik testi.

3. (tem, she, ctx-m ampc, oxa, veb, aaccl ve aacc2) gibi antibiyotik direng

genlerinin PCR teknigi ile molekiiler tespiti.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Yaniklar

Yaniklardan 6liim yiizdesi farkli faktorlere baghidir. En 6nemli faktor yanma derecesidir
(Jeschke et al. 2020). Yaniklara haslanma (sicak sivilar), 1s1, radyasyon, agik alev,
elektrik ve sicak su siseleri neden olur (Hansen et al. 2019, Jeschke et al. 2020). Ciinkii
yasayan ve 0li gruplarin ¢cogu ikincil yaniklardir. Yanik siddeti ile 6liim orani arasinda
bir iliski bulundu (Christofides et al. 2020). Yaniklardan sonra ¢ogu hasta bakteriyel
enfeksiyonlardan ciddi sonuglar alir. Bu, morbidite ve mortalite ile miicadele i¢in en
yaygin zorluktur. Yaniklarin neden oldugu cilt bariyerinin yirtilmasi, lokal ve sistemik
bagisiklik tepkilerine yol agar ve mikrobiyal enfeksiyonlarin komplikasyonlarinda rol
oynar (Jeschke et al. 2020, Savetamal 2021). Genel olarak insan derisi, Micrococcus,
Corynebacterium, Staphylococcus, Propionibacterium acnes, Neisseria ve Peptococcus
gibi normal flora ve patojen bakterilerin bir karisimina sahiptir. Boylece, yara siiriintii
kiiltiiri, enfeksiyon ve gastrointestinal ve iist solunum yollarinin florasinda ve/veya
hastane ortaminda bulunan gram-negatif bakteriler, gram-pozitif bakteriler ve mayalar
gibi kolonize mikroplarin farklilasmasina neden olur (Zhou et al. 2020, Bay et al.
2020). Mevcut arastirma, bagirsak ailesinde cilt hasarina neden olan en Onemli

cinslerden biri olan K. pneumoniae'ye odaklandi.

Yanik yaralanmalart hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde halk sagligi
acisindan Snemlidir. Islevsel sakatlik, ciddi yara izi ve etkilenen viicut pargasimnin
kontraktiirleri gibi gesitli komplikasyonlarla iligkilidir (Jeschke et al. 2020). Yanik
yaralanmalar1 cildi biiyiik 6l¢iide etkiler (Jeschke et al. 2020). Yaniklar tiim diinyada
onemli bir hastalik ve 6liim nedenidir (Jeschke et al. 2020). Yanik yaralanmalar1 zengin
tilkelerde de goriilmesine ragmen yoksul iilkelerdeki prevalansi oldukca yiiksektir

(Smolle 2017, Greenhalgh 2019).



2.1.1 Yanik tiirleri

Yaniklarin siniflandirilmasi derinligine gore yapilabilir (1., 2. ve 3. derece yaniklar).
Yaygin olarak inhalasyon yaralanmasi olarak adlandirilan diger bir yanik tiiri, duman
ve sicak dumanlarin solunmasimdan kaynaklanir (Newell et al. 2020). Ug ¢esit yanik

vardir;

1. Birinci derece (ylizeysel) yaniklarda, sadece cildin dig tabakasi etkilenir; renk
degisikligi (siyahlarda ciltte koyulasma, beyazlarda kizariklik), sislik, agr1 ve

kuruluk olur. Bu yaniklar {i¢ ila alt1 giin i¢inde iyilesir.

2. Ikinci derece (kismi kalinlikta) yaniklarda, hem dis tabaka hem de alttaki tabaka
tahrip olur; kabarma ve sislik ve agr1 var. Bu yaniklarin ¢ogu iki ila {i¢ hafta

icinde iyilesirken, digerleri ti¢ haftay1 gecebilir.

3. Ugiincii derece (tam kalinlikta) yaniklarda, cildin tiim kalmligi yok edilir.
Tendonlarda ve kemiklerde, ana organlarda ve kan damarlarinda biiyiik hasar

olabilir.

4. Ugiincii derece yamiklarda sinir hasar1 nedeniyle agr1 hissedilmeyebilir. Yanmis
alan komiirlesmis, koyu kahverengi, mumsu, kabarik ve kosele gibi olabilir

(Momtaz et al. 2020).

2.1.2  Yanik epidemiyolojisi

Yaniklar, tahmini %904 Diisiik ve Orta Gelirli Ulkelerde (LMIC'ler) meydana gelen
trafik kazalari, diigmeler ve kasith siddetten sonra en yaygmn dordiincii travma olarak
nedenidir (Ryder 2020). Afrika'da yilda 100.000 niifus basina 6,1 yaniga bagli 6lim
varken, Yiiksek Gelirli Ulkelerde (HIC'ler), 100.000 niifus bagina 1,0 yaniga bagh &liim
vardir (Allorto et al. 2021). Her yil, Amerika Birlesik Devletlerinde yaklasik 2,5
milyon kiginin termal hasar yasadigi ve tibbi tedaviye ihtiyact oldugu tahmin

edilmektedir (Polychronopoulou et al. 2021).



2004 kiiresel yangina bagli yaralanma insidansinin 100.000 niifus basina 1,1 oldugu
tahmin ediliyordu ve Giineydogu Asya ve Amerika sirasiyla en yiiksek ve en diisiik
oranlar1 kaydetti. Hindistan'da her yil 15-40 yas arasi yas gruplarinda tahmini 6-7
milyon kisi yanik yaralanmasi yasiyor (Gupta et al. 2010). Genellikle tibbi miidahale
gerektiren yanik yaralanmalar1 Cin ve Bati Pasifik'te Amerika'dan yaklasik 20 kat daha
fazladir. Iran'da 15 yas alti 6liim nedenleri arasinda trafik kazalarmin yani sira yamklar
ikinci sirada yer aliyor. Iran'daki yaralanmalara iliskin bir degerlendirme, tiim yas
gruplarinda yaralanmalarin %40''nda meydana gelen ev kazalarinin ortak nedeni olarak
yaniklarmn oldugunu bildirdi (Mohammadi et al. 2005). iran'in farkli illerinde kasith
yaniklarin yilda 100.000'de 2,9 ila 21 arasinda degistigi bildirilmektedir Pakistan'da
yaniklar, erken oliimlerin 11. 6nde gelen nedeni ve ikinci 6nde gelen sakatlik nedenidir
(Farooq et al. 2011). Diinya Saghk Orgiitii'niin Kiiresel Hastalik Yiikii (GBD)
tahminlerine gore 2004 yilinda yaklasik 310,000 kisi (bunlarin %30'u 20 yasin altinda)
yanik yaralanmalar1 nedeniyle 61dii ve 2013 yilinda GBD 2013'e gore 237,500 kisi 6ldii.
Yangina bagl oliim/yaralanmalar kaybedilen yasam yillar1 agisindan 1990 yilinda 25.,
2013 yilinda ise 34. sirada yer almistir. Hindistan'da, Ulusal Su¢ Kayit Bureau
tarafindan 2013 yilinda yayinlanan verilere gore, elektrik carpmasi ve yangin kazalari,
kazalara bagli toplam o6liimlerin sirasiyla %2,6 ve %5,5'inden sorumluydu (Siddaya et
al. 2020).

Yanik zayiati, kiiresel Olgekte onemli bir halk sagligi sorunudur ve yilda benzeri
goriilmemis 265.000 oliimden sorumludur. Diinya ¢apinda yasanan engelli yasamin
yaklagik yarisi, 0 ila 14 yaslarn arasindaki yanginla ilgili yaralanmalarin bir sonucu

olarak gerceklesti (Alemayehu et al. 2020).

2.1.3 Yamik yara enfeksiyonuna neden olan organizmalar

Temas ettikleri materyallerin ¢esitliligi nedeniyle bir¢ok farkli bakteri tiirli ile enfekte
olurlar. Cok miktarda protein eksiidasinin salinmasi, cilt bariyeri hasar gordiiglinde
bakteri tiremesini kolaylastirir (Op't Veld et al. 2020, Ahuja et al. 2009). Normal cilt
floras1 stafilokoklar, propionibakteriler, korinebakteriler ve mayalardan olusur

(Dekaboruah et al. 2020). Bu, kasik ve koltuk alt1 gibi nemli alanlarda santimetre kare



basina birkag yiiz ile daha fazla say1 arasinda degisebilir (Dekaboruah et al. 2020). Bu
normal flora, patojenik mikroplarin rekabetci inhibitorleri olarak hareket etse de, derinin
bacak {lserleri, yaniklar, cerrahi, travmatik yaralar yoluyla yirtilmasi, ¢iiriik cilt

ylizeyinin patojenik bakteriler tarafindan daha genis kolonizasyonuna izin verir

(Dekaboruah et al. 2020).

Bir {ilser kolonize oldugunda, iltihaplanma genellikle olusmaz, ancak ¢evreleyen
dokunun enfeksiyonu, kolonize eden organizmalarin yanal yayilmasindan
kaynaklanabilir (Kirketerp-Moller et al. 2020). Genellikle izole edilen patojenler
arasinda Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Staphylococus aureus ve koliform
basiller bulunur. Candida albicans ve Aspergillus fumigatus gibi mantarlar da

enfeksiyonlara neden olur (Rodriguez et al. 2020).

Bu nedenle, klinik olarak kolonizasyonun enfeksiyondan net bir sekilde ayirt edilmesi
gereklidir, ¢iinkii birincisi antibiyotik gerektirmez, ancak ikincisi gerektirir (Kirketerp-
Moiller et al. 2020). Calismalar, yaygin gram pozitif bakteri izolatlar1 olarak koagiilaz
negatif stafilokok, Staphylococcus aureus ve Enterococcus spp ve Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp. ve Acinetobacter spp.
gibi yaygin gram negatif bakteri izolatlar izlenmistir, Cizelge 2.1°de gosterildigi gibi
(Cabral et al. 2019). Ancak, gesitli konumlar arasinda zamanla zamanla degisiklikler
gortilebilir (Singh et al. 2017).



Cizelge 2.1 Yanik yaralarint kolonize eden ve enfekte eden en yaygn
mikroorganizmalart listesi (Al-Aali 2016)

izole Mikroorganizmalar Say1 Yiizde

Gram- pozitif koklar

Staphylococcus epidermidis 50 22.2
Staphylococcus aureus 44 20
Enterococcus facium 10 45

Gram- negatif cubuk

Escherichia coli 89 40
Morganellamorganii 25 11.3
Pseudomonas aeruginosa 87 39.5
Klebsiellapneumoniae 62 28.1
Acinetobacterbaumannii 43 19.5
Proteus mirabilis 35 16

Maya ve Mantar izolatlar

Candida glabrata 10 4.5

Aspergillus tiirler 6 2.7

2.2 Klebsiella Pneumoniae

2.2.1 Tarih

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesidir, Klebsiella cinsine aittir.
100 yildan fazla bir siire once, popiilasyondaki pnémoninin baglica nedeni olarak
kaydedildi. Alman-isvigreli bir patolog olan Edwin Klebs, 1885 yilinda pnémoniden
muzdarip bir hastanin solunum yollarindaki bakterileri tanimladiktan sonra tiire

Klebsiella adini verdi (Sathiya 2018, Mohammed et al. 2021).

1982'de Carl Friedlander dogum pndmonisinden muzdarip hastanin fibroz

eksiidalarinda bakterileri tespit eden Alman patologdu ve ozellikle kronik hastaliklar



veya alkolikler gibi bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde pndmoninin baslica
etiyolojik nedeninin K. pndmonisi oldugunu o6ne siirdii. Bakteri ilk 6nce Friedlander
basili olarak kapsiillenmis ve daha sonra 1886'da Klebsiella olarak yeniden

adlandirilmistir (Oraibi and Al-Azawi 2021).

K. pneumoniae en yaygin patojenlerdir (Wyres et al. 2020). Son zamanlarda, K.
Pneumoniae, pndomoni, bakteriyemi, idrar ve yara enfeksiyonlari dahil olmak iizere

diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarinin 6nemli bir nedenidir (Wyres et al. 2020).

2.2.2 Agiklama ve taksonomi

K. pneumoniae, Gram negatif, spor olusturmayan, laktozu fermente eden, fakiiltatif
anaerobik, ¢ubuk sekilli ve hareketsiz bir bakteri cinsidir. K. pneumoniae, biiyiik bir
polisakkarit kapsiilii nedeniyle yiiksek derecede plastisiteye sahiptir (Garcia-Fulgueiras
et al. 2020, Sulaiman and Salih 2020).

Klebsiella cinsi hareketsizdir (Klebsiella mobilis harig), sporsuzdur, bazi suslar
bakteriyosin (klebcin) tiretir (Chiu et al. 2016). Laktozu fermente eden, oksidaz negatif,
tireaz pozitifdir (K. terrigena harig) (Dubey et al. 2013). Katalaz pozitiftir. TSI agarda
hidrojen siilfiir olusturmaz veya jelatini sivilastirmaz ve (G+C) orant %53 ile %59
arasindadir (Collee et al. 1996). Biiylime igin sicaklik araligi 12-43 C° ve ideal sicaklik
37 C%dir. Tiim hiicre yiizeyini kaplayan polisakkarit yapida kapsiil bulunur ve bu kapsiil
onemli miktarda glukoton ve piruvik asit igerir (Sulaiman and Salih 2020). Koloniler
Hemolitik Olmayan kanli agar plakalar1 iizerinde parlak ve mukoid goériiniimiindedir.
Klebsiella tek basina, ¢iftler halinde veya kisa zincirler halinde diizenlenebilen 0,3-1 m
capinda ve 0,6-6 m uzunlugunda ¢ubuk seklinde bir organizmadir (Wang et al. 2012).
Klebsiella, biiyiik, mukoid koloniler (mukoidlik seviyesi kiiltiir ortaminin karbonhidrat
icerigine baglhdir ve suglar arasinda farklilik gosterir) olusturan anaerobik fakiiltatif bir
bakteridir, MacConkey agarda laktoz ve asit iiretimi fermantasyonunu gosteren pembe

pigmentlidir (Nima and Al-Ramahi 2020).



K. pneumonia su, toprak ve bitkilerde bulunan firsat¢i bir patojendir. Bagirsak ve agiz
mukozast ve memeli derisi gibi yiizeylerde normal florada bulunabilir. Genellikle,
kronik alkollii hastalik ge¢misi olan hastalarda kiiltiirde pulmoner patojen olarak

tamimlanir (Sulaiman and Salih 2020).

Pnomoni, rinoskleroma, siniizit, otit gibi solunum yolu enfeksiyonlarinin birincil nedeni
olmasmin yani sira enterit gibi gida kaynakli enfeksiyonlara da neden olur. K.
pneumoniae ayrica idrar yolu, genital sistem ve gbz enfeksiyonlar1 ile de iliskilidir
(Sulaiman and Salih 2020). Ayrica K. pneumoniae ventilator iliskili pnémoni, kateter
iligkili enfeksiyon, sepsis ve bakteriyel menenjitin ana nedenidir (Jean et al. 2020). K.
pneumoniae ise hastane kaynakli ve toplum kokenli enfeksiyonlarin en sik etkenidir
(Sulaiman and Salih 2020).

Taksonomik olarak, K. Pneumonia, Enterobacteriales takima aittir. Siifi: Gamma
proteobacteria, subesi: Proteobacteria ve familyasi: Enterobacteriaceaedir (Broberg et
al. 2014). Klebsiella cinsi, biyokimyasal reaksiyonlara ve tibbi dnemine bagli olarak iig
ana tlire ayrilmistir: K. pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis (Sathyavathy
and Madhusudhan 2020). K. Pneumoniae, pnémoniye neden olur, K. 0zaenae
rinoronekroza neden olur ve K. rinoscleromatis hem nazal hem de kikirdagini etkiler,

burun sertlesmesine neden olur (Jawetz et al. 2010).

DNA'daki benzerlik temelinde modern simiflandirma sistemleri benimsenmistir.
Klebsiella cinsini on iki tiir olarak smiflandirmistir: K. granulomatis, K. mobilis, K.
singaporensis, K. oxytoca, K. trevisanii, K. terrigena, K. ozaenae, K. ornithinolytica, K.

planticola, K. variicola, K. rinoskleromatis ve K. pnémoni.

2.2.3 Epidemiyoloji

Klebsiella firsat¢idir ve enterik bir mikroptur. Enterik bakteriler genellikle hastaliga
neden olmazlar ve hatta bagirsakta normal fonksiyon ve beslenmeye katkida

bulunabilirler. Bakteriler ancak normal bagirsaklarinin veya daha az yaygin diger
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normal flora bolgelerinin digindaki dokulara ulastiginda patojenik hale gelir (Lin et al.
2020, Zheng et al. 2021). K. pneumoniae, ortalama insanlarin solunum yollarinin ve
diskilarinin yaklasik %5'inde bulunur ve bakteriyel pndmonilerin sinirli bir oranindan

(yaklasik %1) sorumludur (Rao et al. 2020).

K. pneumonia, E. coli'den sonra Enterobacteriaceae Familyasinin tibbi agidan en 6nemli
tirtidiir (Mirzaei et al. 2021). K. pneumoniae, septisemi, yara ve kan enfeksiyonunun
stk nedeni olan, hastane kokenli énemli bir patojendir (Sulaiman and Salih 2020).
Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde idrar yolu enfeksiyonu, karin i¢i enfeksiyonlar
ve pnomoni, ayni zamanda toplum kokenli pnomoni gibi toplum kokenli bulasici

hastaliklar agisindan da 6nemli bir patojendir (Govender et al. 2021).

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde, genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL'ler) ve
metallokarbapenemaz iceren K. pneumoniae suslari tanimlanmistir. Bu suslar, tedavi
seceneklerini kisitlayarak genis bir antibiyotik yelpazesine tolerans kazandirir (Sawa et
al. 2020). Bu direngli patojenler klinik olarak onemli olarak kabul edilirler ¢linkii
siklikla hastane enfeksiyonlarina neden olurlar ve bu da ilag basarisizligi, hastanede
kalig siiresinin uzamasi, daha yiiksek saglik harcamalar1 ve mortalitede potansiyel bir
artig ile iligkilidir (Riwu et al. 2020).

2.2.4 Bulas

K. pneumoniae enfeksiyonlar1 saglik calisanlar1 tarafindan hastaya kolayca transfer
edilebilir (Heidary et al. 2018). K. pneumoniae pnémoniye neden olabilir ve kana
gecerek bakteriyemiye neden olabilir (Khairy et al. 2020). K. pneumoniae
enfeksiyonlari, enfekte olmus nesnelerle ve insan elleriyle temas yoluyla edinilen
hastanelerde baskindir, ve enfeksiyonlar ventilator ve kateterler tarafindan yayilabilir

(Mathur et al. 2021, Costa et al. 2020).

Hastalarin mide-bagirsak sisteminde K. pneumoniae bulasmis olabilir (Al-Zubaidi and

Al-Taai 2020). K. pneumoniae igin olasi rezervler hayvan veya gida kaynaklar1 olarak
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belirlenmigtir. Coklu ilaca direngli K. pneumoniae’nin hizla yayilma yetenegi,

bakterileri nemli bir patojen yapar (Profeta et al. 2021).

2.2.5 Klebsiella pnomonisinin patojenitesi

K. pneumoniae , pnémoni, septisemi, menenjit, yara enfeksiyonlari, kan dolagimi
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlart ve yogun bakim {initelerindeki enfeksiyonlar
dahil olmak ftizere gesitli enfeksiyonlardan sorumlu firsat¢1 bir patojendir (Sun et al.
2021). K. pneumoniae, eriskinlerde ve ¢ocuklarda nozokomiyal enfeksiyonlarin yaygin

nedenidir, o yiizdan 6liim orani ¢ok yiiksektir (Cheng et al. 2020, Albasha et al. 2020).

K. pneumoniae polisakkarit kapsiil, hipermukoviskozite fenotipi, hiicre duvarlarindaki
lipopolisakkarit kismi, tamamlayict 6ldiirme direnci, fimbria tip 1 ve 3, adezinler, demir
edinme sistemleri, serum direnci, genis antibiyotik kullanim1 ve biyofilm tiretimi dahil
olmak tizere birgok viriilans faktorii tammlamustir (Priyanka et al. 2020). Tem ve shv
genleri gibi viriilans genlerinine sahip K. pneumoniae suslarin beta-laktamaz
antibiyotiklere karsi direng gosterdigi ve yiiksek patojeniteye sahip oldugu
bilinmektedir (Kudo et al. 2020). Gram negatif bakterilerin antibiyotik toleransi, yiiksek
oliim riski, hastanede kalis siiresi ve hastane maliyetleri ile iliskilendirilmistir (Touat et
al. 2021). Klebsiella organizmalarinin insanlarda deri, farenks ve gastrointestinal
sistemde kolonize oldugu gosterilmistir. Ek olarak, steril yaralari ve idrar1 kolonize
edebilirler ve kolon, bagirsak ve safra yollarinin ¢esitli bolgelerinde dogal floranin bir

pargasi olarak bulunabilirler (Chun-mei et al. 2021).

Kateterli hastalardaki hastaliklarin ana nedeni, tibbi ekipmanlarda (6rn. kateterler)
bulunan Kilebsiella pneumonia biyofilmidir (Devanga Ragupathi et al. 2020).
Bakteriyemi ve apselerin kaynagi K. pneumoniad:r. Bu hastaliklar hastane kaynakli,
tibbi veya toplum temelli olabilir (Brisse et al. 2013). K. pneumoniae enfeksiyonu olan

hastalarda yaygin tan1 diyabetes mellitustur (Jin et al. 2020).
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1980'lerde K. pneumonia, hematolojik malignitelerin kemik iligi transplantasyonu olan
hastalarda noétropeninin ana nedeniydi; Ozellikle, yogun ve siirekli kemoterapi,
genellikle bakteriyemi dahil invaziv enfeksiyonlara yol acan bakteriyel translokasyonu
tesvik eden mukozal yaralanma ile iliskilidir (Arshad et al. 2021, Herridge et al. 2020).
Piyojenik apsenin birincil nedeni, ozellikle Asyalilarda ve diinya g¢apinda septik
endoftalmiler ve diyabetli hastalarda, O©nemli komplikasyonlara sahip olan

K.pneumoniae idi (Jin et al. 2020).

Hiper viskoz K.pnomonisi (hvKP), Klebsiella'nin benzersiz bir susudur, hastane
enfeksiyonuna neden olma kapasitesine ve bagisiklig1 yeterli ve geng, saglikli bireylerde

ciddi enfeksiyonlara neden olabilecek ¢arpici kapasiteye sahiptir (Li et al. 2020)

Nozokomiyal K.pneumoniae enfeksiyonlarin, gesitli nedenlerle tedavisi zorlasmaktadir.
Birincisi, in vivo olarak gelistirilen K.pneumoniae biyofilmlerinin bir patojenin konak
bagisiklik sistemine saldirmasina ve onu antibiyotiklere karsi korumasina izin
vermesidir; ikincisi, K. pneumoniae nozokomiyal izolatlarinin genellikle ¢oklu ilag

direncine sahip olmasidir (Ma et al. 2020).

2.2.6 Viriilans faktorleri

Klebsiella viriilans faktorleri, konak¢i savunma mekanizmalarinin bolgeden bolgeye
farklilik gostermesinden dolay1 enfeksiyon bdlgelerine bagli olarak farklilik gosterir
(Choby et al. 2020). Ornegin, idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan K. pneumonia
suslarinda bulunan viriilans faktorlerinin modelinin, pndmoni hastalarinin pulmoner
kaynaklarindan ¢ikarilan P suslarinda goriilenden farkli olacagin1 varsaymak
mantikhidir. K. pneumonia suslari, konakc¢ida enfeksiyonu ve hayatta kalmay1
kolaylastiran ¢esitli viriilans faktorlerine sahiptir. K. pneumonia viriilans faktorlerinin
yedi ana bakteriyel faktdrden olustugu belgelenmistir: kapsiil (fagositozun inhibisyonu
i¢in), lipopolisakkarit (konak serum kompleman faktorlerinden kaginmak icin), fimbria
(adezyon ig¢in) (Pinsky et al. 2009), sideroforlar (demir alimi igin), bakteriyosin
(Mohamed 2020) serum direnci (Ghose and Euler 2020) ve genis spektrumlu f-
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laktamazlar (ESBL'ler) (genis spektrumlu sefalosporinlerden korunmak igin), (Lee et al.
2020).

2.2.7 K. Pneumoniae'nin alt tiirleri

Klebsiella spp. genetik olarak heterojendir ve tiirler ve alt tiirler i¢indeki suslar;
biyokimyasal testler, antijenik spesifikliklerin analizi, bakteriyofaj duyarliligt
tiplendirmesi, bakteriyosin duyarlilif1 veya tiretim tiplemesi ve molekiiler tiplendirme

yontemleri dahil olmak tizere bir dizi yontemle ayirt edilebilir (Anbazhagan et al. 2010).

e Fenotipik tipleme

Fenotipik tiplendirme dort tip igerir: biyotipleme, bakteriyosin tiplendirme, faj tipleme
ve fenotip-HMV (Ghose and Euler 2020). Kapsiilin yapiskan polisakkarit agi ile
baglanmasi, bu 6zellige sahip K1 ve K2 serotiplemesi nedeniyle K. pneumoniae'nin
viriillans1 ile iligkili olan bu viskozitenin yiiksek viskoziteli (hiper mukoviskostiy

fenotipi) fenotipik paternini oldukga patojenik hale getirmistir (Namikawa et al. 2019).

e  Molekiiler tipleme

Iki tiir molekiiler tipleme teknigi vardir: protein bazli ve niikleik asit bazli yaklagimlar,
ardindan 1933'te Rebecca Lancefield tarafindan kesfedilen serotipleme (Hall et al.
2009). Suslart genomik DNA dizileri ve organizasyonlarina goére ayirt etmek igin
molekiiler tipleme teknikleri gelistirildi (Montso et al. 2019). Son yillarda Klebsiella
suslariin neden oldugu salginlari incelemek ve ¢esitli zaman dilimlerinden ve bolgesel
kaynaklardan suslar1 esitlemek i¢in ¢ok sayida molekiiler tiplendirme teknigi

kullanilmistir (Chung The et al. 2015).

K. pneumonia serotipleri olan K1 ve K2'yi tanimlamak i¢in en sik kullanilan yontemler;
kars1 akim immiinoelektroforez (CIE) ) ve kapsiiler sismedir. Spesifik laboratuvarlarda

tiretilen  antiserumlarin  maliyeti ve temini, serotiplendirme uygulamasin
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kisitlamaktadir. Sonug olarak, yeni bir molekiiler serilestirme yontemi olusturuldu
(Akbari and Asadpour 2017). Bu yaklasim, sus farklilagmasi i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu tabanli tahlillerin kullanimiyla 77 K. pneumonia susunun tamamini ayirt

etme yetenegine sahiptir (Fang et al. 2016).

Klebsiella suslarinin temel olarak O-antijeni (Lipopolisakkarit) ve K-antijenlerine
(kapsiiler polisakkarit). O-serotiplemenin 8 farkli O-antijen tiirline gére siniflandirilmasi
uzun zamandir teknik olarak zor olmustur, ¢iinkii 1stya dayanikli K-antijenlerinin 77
tipte smiflandirilmasi, O-antijenlerinin belirlenmesini zorlastirmaktadir (Zhang et al.
2020). Kapsiil tiplemesi, aksine, iyi bir tekrarlanabilirlik gdsterir ve ¢ogu klinik izolati
ayirt edebilir (Chavan et al. 2005). Dolayisiyla K-serotipleme su anda Klebsiellae spp.
Klebsiella'nin tiplendirilmesi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Klebsiella genellikle
kolonilerine karakteristik mukoid goriiniimiinii veren 1iyi gelismis polisakarit

kapsiillerine sahiptir (Choi et al. 2020, Catalan-Najera et al. 2017).

2.3 Antibiyotik Direnci

Toplum kaynakli enfeksiyonlar1 veya hastane kaynakli enfeksiyonlar1 tetikleyen
bakterilerde antimikrobiyal tolerans dnemli dl¢iide artmustir. Ozellikle Escherichia coli
ve Klebsiella pneumoniae gibi ¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalar (Rostkowska et
al. 2020). Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar da laktam
antibiyotik formlaridir. Isimleri, yapilarma bir -laktam halkasmin dahil edilmesinden

kaynaklanir; bu halka antimikrobiyal etki i¢in gereklidir (Sahoo and Banik 2020).

Bakteriyel enfeksiyonlar i¢in en iyi bilinen tedavi beta-laktam antibiyotiklerdir.
Proteinleri penisiline baglayarak eylemini gerceklestirir ve boylece peptidoglikan
sentezini inhibe eder. Bakteri hiicre duvari, PBP'lerin inhibisyonu nedeniyle hasar goriir

ve kaginilmaz olarak hiicre 6liimiine katkida bulunur (Lewis 2020).

Beta laktamaz gelisiminin, bu antibiyotik gruplarina karsi bakteri direncinin anahtar
mekanizmast oldugu bilinmektedir (Palacios et al. 2020). Hiicrelerde biyosentezi

engelleme potansiyelleri nedeniyle, bu enzimler beta-laktam antibiyotikleri hidroliz
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yoluyla inaktive eder, B-laktam, direncli bakterilerin gelismesinden yaklasik 20 yil 6nce
bakteriyel savunmanin ana hatti olmaya devam eder (Liakopoulos et al. 2016). Son
olarak, Gram-negatif bakterilerde B-laktamaz enzimlerinin iiretimi, birincil direng
mekanizmasii temsil eder. Bu enzimler, B-laktam halkasinin karbonil pargasini
kovalent olarak baglayabilir ve amid bagini hidrolize edebilir (Liu et al. 2019, Palacios
et al. 2020).

Enzimatik hidroliz dahil olmak iizere 6ncelikle K. pneumonia ’sinda gram negatif olarak
gorlilen antimikrobiyal direng yollari, mutasyonu hedefler ve azaltilmis absorpsiyon ve
aktif akis yoluyla hiicre i¢i birikimi azaltir (Filgona et al. 2015). K. pneumonia’'n:n
sadece birkag¢ antimikrobiyal ajana degil, ayn1 zamanda genis spektrumlu f-laktamaza
(ESBL) kars1 da bagisik oldugu diistiniiliir (Riwu et al. 2020).

K. pneumonia bir¢ok antibiyotige karsi yiiksek direnci ile dikkat ¢gekmektedir ve diger
gram negatif bakterilere yayilabilen ¢oklu antibiyotik direng genlerine sahiptir (Ashurst
and Dawson 2018).

Genisletilmis p-laktamazlar (ESBL), ctx-m, tem ve shv enzimleri Klinik olarak en
onemli 500 Enzimlerdendir (Bush and Bradford 2019). Aminoglikozid antibiyotikler,
sefalosporinler ve beta-laktamaz antibiyotikler K. pneumonia ile enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in en 1yi karardir. Eger bu antibiyotiklere kars1 birka¢ direng sistemine sahip
iseler bakterileri yok etmek i¢in bu tiir antibiyotiklerin kullanilmasinda zorluklar vardir
(Vital 2013).

2.3.1 Coklu ilaca direngli klebsiella pnomonisi

Klebsiella pnomonisi, mevcut antibiyotiklerin kullanimiyla 6ldiiriilmesi imkansiz olan
¢coK hastane ve toplum enfeksiyonlarini indiikler. Genis antibiyotik spektrumunun genis
kullanimi ayrica hastanede yatan hastalarin K. pneumoniae insidansini artirmasina ve

coklu ilaca direngli K. pneumonia suslarinin desteklenmesine olanak saglamistir (Li et
al. 2020).
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K. pneumonia'nin bu ¢oklu ilag direnci (MDR) soylar1 ortaya ciktik¢a, K. pneumonia
enfeksiyonlarinin yonetimi daha karmasik hale gelmistir. Bu soylar, K. pneumonia
enfeksiyonlarini basarili bir sekilde yonetmek i¢in mevcut terapotik segenekleri azaltan
cesitli antimikrobiyal direng genlerini i¢erir (Moradigaravand et al. 2017). K. pnomonisi
tibbi ortamlarda yaygin olarak tespit edilir ve bunun 6nemli bir kism1 MDR'dir, bu da
onu bugiinlerde biiyiik bir sorun haline getirmektedir (Li et al. 2020).

K. pneumonia'min MDR etkili yayillma potansiyeli, bunu 6nemli bir nozokomiyal
patojen yapar (Morris and Cerceo 2020). Antibiyotiklerin yaygin kullanimi, 6zellikle
MDR K. pneumonia'nin biiylimesine izin verir. Antibiyotik direng genlerinin bakteri
tiirleri ve genleri {lizerindeki diflizyonunda da K. pneumonia antibiyotik direnci sorunu

artmustir (Hou et al. 2015).

Ctx-m'nin, 6rnegin Escherichia coli ve K. pneumonia gibi klinik Enterobacteriaceae
arasinda genis capta dagildigi gozlemlenmistir. ctx ireten suslarin genellikle MDR
oldugunu gosterilmistir (Yarima et al. 2020). Antibiyotik direnci sorunu, yakin zamanda
genisletilmis beta-laktamaz direngli Klebsiella pndmonisindeki artigla vurgulanmig
olup, biiyiik 6lgtide tem, shv ve metallo-beta-laktamaz dahil olmak tizere beta-laktamaz
diren¢ genlerini tasiyan kalitsal bilesenlerin gelismesi ve yayilmasi ile yonlendirilir

(Sofiana et al. 2020).

Son zamanlarda, ¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae, antibiyotige duyarli enfeksiyonlara
gore daha fazla agir hastalifa, daha uzun hastanede yatisa, yliksek Oliim oranlarina
neden olan az sayida antibiyotik bulundugundan dikkate deger bir endigse kaynag:
olmustur (Moradigaravand et al. 2017).

2.3.2 Genislemis spektrumlu beta laktamaz iireten klebsiella pnémonisi

Bir¢ok bakteri tiirliniin olusturdugu enzimler, p-laktam ilaglara karsi korumada
Genislemis Spektrumlu p-laktamazlar (ESBL) olup, bu enzimleri kodlayan genler
agirhikli olarak hareketli genetik elementlerdir (Riwu et al. 2020) . ESBL ilk olarak

1983 yilinda Almanya'da K. pneumonia susundan izole edildi ve bu, diinya c¢apinda
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hastaneye kaldirilan hastalarda sefalosporin direncinde istikrarli bir artis gosterdi
(Sekowska et al. 2020, Mobasseri et al. 2021). Etki mekanizmasinda beta laktam
halkas1 amid bagini hidrolize eder (Palacios et al. 2020).

Genis spektrumlu B-laktamaz iireten izolatlar, Gram-negatif bakterilerden kaynaklanan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ¢ogu antibiyotige genellikle direnglidir (Biset et
al. 2020). ESBL'ler, Klebsiella tiirlerine kars1 aktif oldugu bilinen monobaktamlar ve
aztreonamlari yani sira ti¢lincii kusak sefalosporinleri hidrolize etme kabiliyetine sahip

hizla gelisen enzim grubudur (Newire et al. 2013).

Ambler ve Bush-Jacoby-Medeiros iki dereceli beta-laktamazdir. Ambler gruplart amino
asit homolojilerine gore A, B, C ve D olmak iizere dort niikleer sinifta siniflandirilir.
Smif A, C ve D atomik, serin amino asitli beta-laktamazlar1 icerirken, atom alt1 sinif B,
metal-beta-laktamazlar (MBL'ler) igin aktif bolgelerinde ¢inko-molekiil enzimleriyle
kalir. Ug ana grup ve 16 alt grupta, Bush ve Jacoby Medeiros arasindaki fikir birligi
Beta-laktamazlardan olusuyor. Bu mekanizma substratlara ve enzim inhibitdrlerine

dayanir (Sawa et al. 2020).

Birkag ilaca direngli K. pnomonisi daha ¢ok genis spektrumlu beta laktamaz (ESBL)
aktivitesi ile iligkilidir (Riwu et al. 2020). ESBL'ler daha yaygin olarak K. pneumonia
ile baglantilidir ve niifus - hastane kaynakli enfeksiyonlarin biiyiikk bir kismindan

sorumludur (Garcia-Vidal et al. 2021).

Klebsiella pnomonisi ve Escherichia coli gibi diger bazi bakteriler de diinyanin en
yiiksek genisletilmis beta laktamazlarini igerir (Dawoud et al. 2020). K. pneumonia bla
tem, bla shv ve bla ctx-mda gibi spektrumun yaygin beta-laktamaz genleri dahil olmak
tizere c¢ok cesitli direng genlerinin taginmasi ve dagitimi i¢in olaganiistii yeteneklere

sahiptir (Silva et al. 2020).

Genisletilmis spektrumlu B-laktamaz, drnegin penisilinler, aztreonam ve ayrica birinci,

ikinci ve TUglincli nesil sefalosporinler gibi genis bir PB-laktam yelpazesine kars
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antibiyotik direnci saglar (Rawat and Nair 2010). ctx-m enzimler, K.pneumoniae
suglarinda baskin bir ESBL ailesidir, ancak tem ve shv enzimler de yaygindir (Ejaz et
al. 2021).

Bakteriyel hastaligin en iyi bilinen tedavisinde yer alan Beta-laktam antimikrobiyal
ajanlar ic¢in diinya ¢apinda Gram negatif bakterilerde B-laktam antibiyotik direnci
onemli olmaya devam etmektedir. Bakteri soylar1 siirekli olarak ¢cok sayida p-laktamlara
maruz kalir ve bu bakterilerdeki [B-laktam mutasyonlari, yeni gelisen P-laktam
antibiyotiklere yanit olarak aktivitelerini arttirir. Bu enzimler, genis spektrum igin B-

laktamazlar (ESBL'ler) olarak siniflandirilir (Laskey 2020).

Gram-negatif bakterilerde en iyi bilinen B-laktam diren¢ mekanizmasi, antibiyotigin -
laktamaz aracili hidrolizini gerektirir ve bu da nihai inaktivasyonu ile sonuglanir. En
yiiksek seviyedeki antibiyotik direnci, siklikla, farkli fonksiyonel gruplara ait ¢oklu B-
laktamazlar1 kodlayan genler de dahil olmak {izere, cesitli direng genlerini igeren genis

plazmitlerin degisimi yoluyla ortaya ¢ikar (De Angelis et al. 2020).

Azalan porin veya artan akig gibi diisiik antibiyotik seviyelerinin bir sonucu olarak
potansiyel olarak Oliimciil antibiyotik hacmini degistirmek de temel takviye
seviyelerinin azalmasina yol acabilir. B-laktamalarin gelisimi ve porin kombinasyonu,
bircok gram-negatif patojeninde genel direng mekanizmasini azaltmistir (Smith et al.

2020).

Klebsiella pnomonisi siilfametoksazoller, ampisilinler ve trimetoprim gibi bir¢ok
antibiyotige ve ayrica sefalosporinin sefotaksim, seftriakson ve seftazidim gibi 3. nesil
antibiyotiklerine kars1 direng gosterebilir (Mahato et al. 2019). Bu direng seviyelerinden
sorumlu olan gen tiiriine gore ilag direng belirleyicilerinin sistemlerini tanimak,
bakterilerde ¢oklu ilaca direngli dagilimin anlagilmasinda kritik rol oynar (Ranjbar and
Farahani 2019).
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Enterobacteriaceae klinik izolatlari, 6zellikle K. pneumonia suslari arasinda ESBL'lerin
yayilmasi diinya ¢apinda bir sorun haline gelmistir (Sa’id et al. 2020). Son yillarda, K.
pnomonisi, yiksek morbidite ve mortaliteye sahip bircok enfeksiyonun 6nemli bir
nedeni olarak gelismistir ve bu mikroorganizmalarda antibiyotik direnci diinya ¢apinda
biiyiikk bir yayilma gosterirken, K.pneumonia'da antibiyotik direncinin diinya ¢apinda
antimikrobiyal diren¢ programi siirveyanst caligmalart bir genisleme oranlar

kaydetmistir (Ku et al. 2015).

2.4 Beta-Laktamaz Genleri

e Tem ve Shv Genleri

Hem tem hem de shv genis spektrumlu B-laktamazlar, ilgili genlerindeki bir veya daha
fazla aminoasit ikamesinden tiiretilir. Tem ESBL'ler Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniac'de ¢ok yaygindir ve diinya capinda Gram-negatif basillerde laktam
antibiyotiklere kars1 en yaygin diren¢ mekanizmalarindan biridir (Da Silva et al. 2019).
Klebsiella pnémonisinde yaygin olarak bulunur, ashinda Klebsiella tiirlerinin
kromozomundan kaynaklanir, daha sonra plazmide dahil edilir ve diger

Enterobacteriaceae'ye yayilir (Navon-Venezia et al. 2017).

Tem ve shv-enzim genleri, aminoglikozid direnci de dahil olmak iizere tekrarlayan
direng faktorlerine sahip transfer edilebilir plazmitler iizerinde bulunur ve artan B-
laktam direnci insidanst ve proliferasyonu, bu tir plazmitlerin dagilimimdan
kaynaklanmaktadir (Tapia 2018). E. coli ve K. pneumonia‘dan kaynaklanan ¢ogu ESBL,
tem ve shv tipi B-laktamazlari i¢ceren A sinifina aittir (Pishtiwan and Khadija 2019).
ESBL'lerin tem grubu, bu enzimlerin en bilylik ve yaygin olarak yayilmis grubunu
olusturur. Evrimsel onciileri tem-1 ve tem-2 penisilinazlardir (Al-Ougaili et al. 2020).
Tem, 1960'larin basinda gram-negatif bakterilerde tanimlanan ilk B-laktamaz aracili
plazmitti. Yunanistan'da Temoniera adli hastanin kan kiiltiirde tespit edildi (Rawat ve
Nair 2010), E. coli ve K. pneumoniae gibi gram negatif bakterilerde beta-laktam inhibe

edici enzimler daha fazla varlik gosterir (Nguyen et al. 2020).
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Tem, ampisilini hidrolize etmede karbenisilin, oksasilin ve sefalotinden daha etkilidir ve
klavulanik asit tarafindan bloke edilir. Her biri bir dizi sessiz mutasyonla ayirt edilen bir
dizi gen alleli, tem-1a totem-1f tarafindan kodlanir (Deshayes et al. 2017). Tem-2, tem-
1'in ilk degistirilmis versiyonu, orijinal (indirgenmis) promotorden (blatem-1'de
bulunur) 39. pozisyonda (Gln) tek bir amino asit ikamesi icerir ve gii¢lii bir promotdr
tiretir (Breijyeh et al. 2020). Takimin direnisi, penisilinler ve sefalosporinlere direngli
ikinci, tgiinci ve dordincii nesil sefalosporinler, a-laktamasis inhibitorleri ve

monobaktamlardan daha fazladir (Merijn et al. 2010).

Esas olarak K. pneumonia‘'da bulunan bla shv geni, tem'den kisa bir siire sonra
kesfedildiginde "siilfhidril reaktif vektori" kelimesinden almistir (Drawz and Bonomo,
2010). Pitton, shv kavramini ilk kez 1972'de kulland1 ve bu nedenle “Piton” takma ad1
verildi (Pitton 1972). K. pneumoniae ve E. Coli‘de bulunan yaygin plazmit aracili -
laktamazdir (Padmini et al. 2017).

Bu raporda, shv-1 a-laktamaz K.pneumoniaede en yaygin olaniydi ve plazmid aracili
ampisilin direncinin yiiksek olanlariydi (Bergspica et al. 2020). Tem'in aksine, shv -
laktamazlarin B-laktamaz inhibisyonlarina karsi toleransi yoktur. Beta-laktamaz
inhibitorlerine kars1 duyarlilik kaybina katkida bulunabilecek mutasyonlara sahip sadece

birka¢ enzim bulunmustur (Drawz and Bonomo 2010).

Shv B-laktamazlar Gram negatif bakterilerde yaygindir. Bu enzimler orijinal olarak K.
pneumoniae klinik izolatinda rapor edilmistir ve sefalosporin ilacinda siilfidril hidrolizi
icin genel bir tercih sergilerler (Ding et al. 2021). Bla Shv-1gen baslangicta nokta
mutasyonlar ile iligkiliydi ve ayrica yeni B-laktamaz varyantlarina katkida bulunan bla
Shv genindeki ¢esitli hareket olaylariyla da iliskiliydi (Al-Marzooq et al. 2013). K.
pneumoniae'nin topluluklarda hizla yayilmast ve antibiyotik direnci veren genleri
eksprese eden diren¢ plazmidleri nedeniyle ampisilin ve amoksisiline dogal olarak
direng gosterebilecegi ve kromozom flizerinde veya aktarilabilir bir direng iizerine
kodlanmis tem ve shv beta-laktamaz iiretimi nedeniyle nozokomiyal salginlara yol

acabilir (Shaikh et al. 2015).
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e Ctx-m genler

1980'lerin sonlarinda, ctx-m enzimleri bulundu ve o zamanlar ve ilk olarak
tanimlandiklar1 kasaba (Miinih) i¢in segilen substratlari (sefotaksim) igin ¢agrildi (Sirot
et al. 1987). ctx-m ailesi, diger herhangi bir ESBL formunun aksine, g¢esitli ve benzer
olmayan bir enzim toplulugu igerir. Ctx-m varyantlar1 amino asit dizilerinin ilk
calismasi ve koordinasyonu, bunlar1 bes kiimede tanimladr (ctx-m-1, ctx-m-2, ctx-m-8,
ctx-m-9 vectx-m-25) (Silva et al. 2020).

Filogenetik caligmalar, ctx-m B-laktamazlarin 6nceki plazmid aracili enzimlerin
mutasyonlar1 nedeniyle degil, bakteriyel organizmalardaki kromozomal B-laktamaz
genleri nedeniyle yakindan baglantili oldugunu ve diinya c¢apinda bilindigini
gostermistir (Bevan et al. 2017). Beta-laktamaz ctx genleri dahil edilir ve teorik olarak
mobil genetik sistemlerdeki konjugasyon ile klinik bakterilere aktarilir. Bla ctx-m genler

ayrica hareketli plazmitler tiretir (Zhang et al. 2019).

K. pneumonia ctx-m enziminin diflizyonu sadece yatay gen transferinin triinii degil,
ayni zamanda ctx-m Suslarin klonal difiizyonudur (Dziri et al. 2020). Ek olarak, K.
pneumonia'da IYE'ye neden olan ctx-m Ve viriilans genlerinin kombinasyonu, patojenin
neden oldugu enfeksiyonlart daha da yogunlastirabilir ve bakimi azaltabilir (Derakhshan
et al. 2015). Ekleme dizileri (IS), integronlar ve transpoonlar dahil olmak tizere gesitli
beta-laktamaz ctx-m genetik elementlerinin bu genlerin etrafindaki benzersiz genetik
elementlerle baglantis1 tanimlanmistir. IS, bu genlerin asir1 ekspresyonuna katilir ve
bazilari, transpozisyon birimlerinin de eklendigi bitisik bir integron yapisina sahiptir.

Bu tist yapilar genellikle plazmitlerde bulunur (Awosile and Agbaje 2021).

Ayrica, degerlendirici birimler olarak ve bireysel olarak secim birimleri olarak hareket
edebilirler, yerlestirme dizilerinin (ISEcpl, ISCR, IS26, IS10 ve IS903) seferber olma
ve o-laktamaz genlerinin ekspresyonunu tesvik etme yetenegi, diinya ¢capinda ctx-m tipi
enzimlerin mevcut yayilmasini agiklayabilir. Ekleme dizisi 1S26. Tim izolatlarda
[S26'min varligi, muhtemelen bu ekleme dizisinin IncFIl, IncN ve IncL/M gibi bilinen

plazmitler iizerindeki varligindan kaynaklanmaktadir (Partridge et al. 2018).

22



Ayrica, bla ctx-m88'in yukar1 akiginda mobil faktor IS10 gozlendi (Bonnet et al. 2000).
ctx-m-enzim kodlayan plazmitler de genlerin bakteriler arasinda ve genler arasinda
aktarilmasina izin verecek yiikseklikte bulasicidir (Maina 2020). Ctx-m enzimlerinin
diinya ¢apinda dagilimina bakildiginda, Brezilya ve diger Latin Amerika iilkelerinde

ctx-m-2 siktir (Cerdeira et al. 2020).

Gram negatif bakteriler arasinda bla ctx-m-2 genlerinin yiiksek mobilite orani ve
suslarin hastanede siddetli antimikrobiyal secici basinca maruz kalmasi bu genlerin
yayilmasinin olast nedenleridir (Dropa et al. 2015). ctx-m-1,-2 ve -9 gruplarinin aksine,

ctx-m-25 diinya ¢apinda nadiren gozlenmistir (Zhang et al. 2009).

e Oxageni

Sinif D laktamazlar, oksalik asidi benzil penisiline hidrolize etme konusundaki iistiin
kapasiteleri nedeniyle genellikle oksasilinazlar veya oxa-laktamazlar olarak adlandirilir
(Krasauskas et al. 2015). Bu enzimler 1960'larda ve 1970'lerde tanimlanmis ve penisilin
ve oksasilinin hidrolizini gostermistir (Neuville et al. 2017). Poirel ve meslektaslari
2010'yilinda oxa-laktamazlar1 dort smifa ayirdi (Poirel et al. 2012). ilk topluluk,
sefalosporinlere veya karbapenemlere karsi belirgin bir etki gostermeyen izole dar
spektrumlu D-laktamazdan olusur. Bu grup, oxa-1, oxa-2 ve oxa-101 alt gruplarindan
olusmaktadir. Ikinci kategori, genisletilmis spektrumlu sefalosporinlerin bir alt
kiimesini (6zellikle seftriakson ve sefepim) hidrolize edebilen, genisletilmis spektrum
siifi D-laktamazdan olusur. Grup II'nin yeleri genellikle dar spektrumlu smif D
laktamazlarin nokta mutasyonlaridir ve bazi genisletilmis spektrumlu oxa enzimleri
yapisal olarak dar spektrumlu simif I oxa -laktamazlardan farklidir. Ugiincii form,
karbapenem i¢in daha diisiik bir afiniteye sahip olan ve genis spektrumlu
sefalosporinleri biiylik 6l¢iide hidrolize etmeyen, karbapenem-hidrolize D-laktamazdir.
Oxa-23 benzeri enzimler, karbapenem hidrolize edici D-laktamazlarin bir alt sinifidir
ve Acinetobacter'de karbapenem toleransinin 6nemli bir kaynagidir (Hammoudi Halat
and Moubareck 2020).
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Oxa-48 benzeri enzimler olarak bilinen bir baska enzim alt grubu, bu ¢alismanin odak
noktast olan Enterobacter cinsinde bir nig pazar olusturur (Poirel et al. 2012). Grup 1V,
cesitli fermente olmayan Gram-negatif bakterilerin kromozomlarinda bulunan ve
Acinetobacter baumannii kompleksinin oxa -51 benzeri alt grubunu igeren dogal olarak
olusan bir D tipi laktamazdir. OXA-laktamaz, laktam antibiyotiklerini karbamoil lizine
benzer sekilde hidrolize eder (Bonomo 2017). Oxa enzimi, serinin aktif bolgesini
uyarmak ve sabitlemek i¢in bu karbamatize edilmis lizini kullanilir, bdylece su
molekiillerinin deasilasyon yolundaki sterik engeli ortadan kaldirarak, laktam

reaktiflerinin daha yakin baglanmasi ve daha verimli hidroliziyle sonuglanir (Schneider
et al. 2009).

e Ampc geni

Enterobactericeae bakterilerinin ¢ogu, klinik olarak gerekli sefalosporinazlar olan
kromozomlar1 ve plazmidleri {izerinde kodlanmis ampc-laktamazlara sahiptir (Etemadi

et al. 2020). Bu 6zellikle K. pneumoniae i¢in gegerlidir.

Plazmid aracili enzimler, kromozomal olarak tanimlanmigs ampc-laktamazlara c¢ok
benzer sekilde penisilinler, oksiimino sefalosporinler, sefamisinler ve (degisken olarak)
aztreonam dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli a-laktamlara tolerans verir (Ibrahim et al.
2019). ESBL'ler, enzimin aktif bolgesini kapatan, ticlincli nesil sefalosporinlere ve
monobaktamlara kars1 artan afinite ve hidrolitik aktivite ile sonuglanan bir veya daha
fazla amino asit ikamesi olan tipik-laktamaz tiirevleridir (Meini et al. 2019). Yeni
sefalosporinlerin yaygin kullanimi ve bunlara kars1 ortaya c¢ikan direng, daha yeni
laktamazlarin evrimine yardimci olmustur (Lee et al. 2020). ESBL enzimleri, birincil
yapilarina gore dort molekiiler sinifa (A'dan D'ye) veya substrat siirekliligi ve inhibitor
yanitlarina bagli olarak daha genis bir fonksiyonel kategoriler aralifinda

gruplanabilmektedir (Sawa et al. 2020).

24



e Dblaveb geni

Per, veb, ges ve ibc-laktamazlar gibi plazmitlerin aracilik ettigi diger ESBL'ler
tanimlanmistir, ancak nadirdir, baslica Pseudomonas aeruginosa'da ve az sayida cografi
bolgede meydana gelir (Kothari et al. 2020, Thenmozhi et al. 2014). Bla veb alt grubu,
A smifi-laktamazlarin daha kisith alt gruplarindan biridir. Bla veb enzimleri, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii ve diger Enterobacteriaceae tiirleri gibi
fermente olmayan organizmalarda bol olma egilimindedir ve bunlarin ¢ogalma hizlari

artmaktadir (Al-Ouqaili et al. 2020).

1996'da veb-1 enzimi, Enterobacteriaceae iiyelerinde veya fermente etmeyen cinslerde,
ozellikle Pseudomonas spp'de genis ¢apta dagilmis iilkelerde tespit edildiginden beri,
dort baska dizi varyanti ile Vietnam'dan bir E. coli izolatinda ilk kez tanimlandi

(Ghaima et al. 2018).

2.5 Coklu ila¢ Direncini Kodlayan Gen Klebsiella Pneumoniae

e Aminoglikozid direnci ile iliskili genler

Aminoglikozitler ilk olarak 1940'ta kullanilmis (Ethridge and Smith 2018). Toprak
bakterilerinden elde edilen oziitler, yaygin olarak aktif olan en eski antibakteriyel
tedaviyi ifade eder (Mafiz et al. 2018). Cesitli Gram-negatif aerobik bakterilere (tiim
patojenik Enterobacteriaceae dahil), stafilokoklara ve belirli mikobakterilere kars1 1yi bir
bakterisidal etkiye sahip O6nemli bir antibiyotik smifidir (Abo-Shama et al. 2020).
Aminoglikozitler, minik 30S alt biriminin 16S alt birimini ribozomal RNA'ya
baglayarak prokaryotik protein sentezini inhibe eder. Cok yiiksek dozaj varsa,
nefrotoksisite ve ototoksisite gibi olumsuz etkiler normaldir (Bronstrup and Sasse
2020). Aminoglikozidlere direng, asagidaki yollardan biriyle indiiklenebilir: a)
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin bakteriyel gelisimi, b) membran gecirgenligi,

tasinmas1 veya disar1 akmasi nedeniyle azaltilmis emilim, c) ila¢ hedefindeki nokta
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mutasyonlart veya d) hedefi degistiren metilasyon enzimleri (Hasan and Al-Harmoosh
2020).

Antibiyotik inaktivasyonu, en yaygin ve en Onemli aminoglikozid direng siirecidir.
Aminoglikosit degistirici enzimler, antibiyotigin ribozom baglanma kabiliyetini
etkileyen antibiyotik kalintilarina N-asetiltransferaz (NAT), O-adeniltransferaz, O-
niikleotidil transferaz ve Ofosfil-transferaz (APH) ekleyerek islev goriir. Her modifiye
edici enzim, substrat 6zgiilliiglinde farklilik gosterebilir ve birka¢ aminoglikozide direng

saglayabilir (Zarate et al. 2018).

Bugiine kadar bircok aminoglikozid degistirici enzim vardir. Aminoglikozid
etkisizlestirici enzimlerin direnci, hem konjugatif olmayan hem de konjugatif
plazmidler veya baska herhangi bir mobil element iizerinde kodlanabilir. Bu tiir bir
direng, artan diren¢ seviyelerine yol acan nokta mutasyonlarinin kaniti olarak

kromozom olarak kodlanabilir (Tawfick et al. 2020, Sati et al. 2019).

Aminoglikozit degistirici enzimleri kodlayan plazmid kaynakli genlerin edinimi ayrica
aminoglikozide direngli suslarla sonuglanir (Brzychczy-Wloch et al. 2013). Ek olarak,
tim bu genler, tlir sinirlar1 boyunca ilag direncinin hizla yayilmasina yardimci olan
transpozonlarla ilgilidir. Aminoglikozid tolerans gen tiiretme ¢alismalari, hem gelisen
tiirlerin hem de mutasyona ugrayan dogal hiicresel genlerin bunlardan tiiredigini

gostermektedir (Mayhall 2004).

Tobramisin, gentamisin, neomisin ve kanamisin dahil olmak iizere ¢esitli antibiyotiklere
kars1 dnemli bir diren¢ oranm1 kesfedilmistir. Su anda, polimeraz zincir reaksiyonu, hangi
genlerin bu antibiyotiklere tolerans verdigini belirlemek ve bu genlerin baska bakteri
cesitlerinde ve cesitli baska kosullarda da mevcut olup olmadigin1 belirlemek i¢in

cevresel ornekleri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Kimberly 2015).
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2.6 Teshis Yontemleri

Bakteriyel tiplemenin kendi s6zliigii vardir, ancak kullanimi her zaman tutarl degildir
ve bazen kafa Karistirici olabilir. "Izole" ve "sus" kelimeleri genellikle es anlamli olarak
kullanilir, ancak mutlaka dogru bir sekilde kullanilmaz. izolat, tek bir koloniden
kaynaklanan saf bir bakteri toplulugudur (Van Rossum et al. 2020). izolatlar genellikle
klinik mikrobiyolojide tek bir hastadan toplanan bir terapdtik Ornegin birincil
kiiltiirtinden ekstrakte edilir. Saf kiiltiirde bir tiir, tek bir izolatin soyundan gelir,
genellikle gii¢lii bir biiylime ortaminda tek bir ilk koloniden gelir. Bir sus, fenotipik ve
genotipik Ozelliklerine gdre ayni cins ve tiirlerin diger izolatlarindan ayirt edilebilen bir
dizi izolattir. Tek suslar genellikle belirli bir mikroorganizmanin bir hastanin farkli
viicut bolgelerinden eszamanli olarak ekstrakte edilen kiiltiirleridir ve tipleme yoluyla

ayirt edilemez (Murray et al. 2020).

Benzer bakteri izolatlar1 hizli ve dogru bir sekilde ayirt etme yetenegi, epidemiyolojik
stirveyans sistemleri i¢in kritiktir. Glinlimiizde laboratuvarlar ¢cok sayida farkli tipleme
teknigi kullanmaktadir. Bu, temel fenotipik 6zelliklerden DNA dizilimine kadar degisir.
(Belkum et al. 2007). Daha o6nce, koloni morfolojisi, renk, koku, antibiyogram bazl
tipleme, biyotipleme, serotipleme ve belirli maddelerin varhiginda gelisme kapasitesi
gibi fenotipik 6zelliklerin karsilastirilmasiyla ayrim gerceklestirilmistir. Glinlimiizde bu
teknikler, fenotipler ¢evresel kosullara oldukc¢a duyarli oldugundan, laboratuvar
ortamlart i¢in gereken yiiksek diizeyde standardizasyon nedeniyle gereksiz hale
gelmektedir. Bunun yerine, daha giivenilir genotipleme teknikleri kurulmustur (Gajdacs
2020). Genotipik analizler, bakteriyel DNA kompozisyonundaki (6rn. Plazmitlerin
varligi veya yoklugu), genel yapidaki (6rn., Kisitlama endoniikleaz profilleri) veya bir
veya daha fazla genin veya intergenik alanlarin tam niikleotit sekanslarindaki genomik

DNA varyasyonlarinin karsilastirilmasina odaklanir (Tenover et al. 2009).

2.7 ESBL icin Algilama Yontemleri

ESBL iireten tiirleri smiflandirmak i¢in diinya ¢apinda ¢ok sayida tanimlama teknigi

kurulmustur. ESBL i¢in ulusal esik degerler ¢ok farklidir. CLSI kilavuzlar seftriakson,

27



sefotaksim, seftazidim, sefepim ve aztreonama toleransi 16 g/mL'den biiyiikk mic'ler
olarak karakterize eder (Wang et al. 2011). ESBL iireten organizmalar tarafindan
indiiklenen enfeksiyonlarin genisletilmis spektrumlu sefalosporinler veya aztreonam ile
tedavisi, rutin duyarlilik testlerinde etken organizmalar bu antimikrobiyal ajanlara
duyarli goriinse de basarisiz olabilir (Tamma et al. 2020). Ek olarak, bazi ESBL
tireticileri, genisletilmis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonam i¢in normal direng
sinir degerlerinden daha diisiik olan (6rn. 2 ile 8 g/mL arasinda) MIC degerlerine
sahiptir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) sefalosporin siir
degerlerini revize etmistir ve CLSI simdi MIK degerlerini kullanarak klinik sonuglarin
tahminini iyilestirmek i¢in bunlar revize etmektedir (Satlin et al. 2020). 1980'lerden
beri ESBL tanimlamasi igin ¢ok sayida fenotipik test yapilmaktadir. Her iki yaklasim da
ESBL o6zelliklerinin kullanimina izin verir: genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere ve
klavulanat inhibisyonuna karst azalmis duyarlilik. Bu yontemleri kullanarak
indiiklenebilir bir kromozomal AmpC-laktamaz igeren tiirler tarafindan ESBL
gelisimini saptamak zordur ¢iinkii AmpC-laktamaz klavulanat inhibisyonuna karsi
bagisiktir. Ayrica klavulanat, bu organizmalarin kromozomal AmpC-laktamazlarinin bir

uyaricisi olarak hizmet edebilmektedir (Tamma et al. 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

3.1.1 Aletler ve ekipmanlar

Bu calismada kullanilan genel alet ve ekipmanlar Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Aletler ve cihazlar

Ekipman Tiirleri Bir imalat firmas1 Ekipman Tiirleri
BioMerieux® (France) Kompakt Otoanalizor Vitek 2.
Olympus (Japan) Bilesik 1g1kli mikroskop

Labtech (Korea) Otoklav

Hettich (Germany) Yiiksek hizli soguk mikro santrifiij
Eppendorf (Germany) Mikropipet seti (1-1000uL)
Labnet (Taiwan) Elektroforez cihazi

Cruma (USA) Hood Odasi

Memmert Germany Su banyosu

Thermolyne (USA) Sicak plaka

Concord (Lebanon) Buzdolab1

Memmert (Germany)

Kulucka makinesi

Precisa (Switzerland)

Hassas denge

Thermolyne (USA)

Vorteks

Memmert (Germany)

Santrifijj

Ekipman Tiirleri

Bir imalat firmas1 Ekipman Tiirleri

BioMerieux® (France)

Kompakt Otoanalizor Vitek 2.

3.1.2 Biyolojik ve kimyasal malzemeler

Caligsma boyunca kullanilan genel reaktifler ve kimyasallar Cizelge 3.2'de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Bu calismada kullanilan farkli malzemeler

Malzeme
Metil kirmizist Etidyum bromiir
Sodyum klorit (NaCl) Gliserol (CsHgOs)
NaOH Agaroz
a -Naftol (C1oHgO) Pepton

Gram boyama Kiti

Hidrojen peroksit (H,O,) 3%

TE- tampon / TBE- tampon

Kovac reaktifi

ViteK ®2 sistem kartlari

Metil kirmizisi
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3.1.3 Bu c¢ahsma tablosunda kullanilan iireticinin besiyeri

Calisma boyunca kullanilan {ireticinin besiyeri Cizelge 3.3'de listelenmistir. Bu

ortamlarin tiimii, lireticinin protokolii izlenerek 121°C'de ve 15 barda 20 dakika siireyle

bir otoklavda sterilize edilecektir.

Cizelge 3.3 Bu calismada kullanilan iireticinin besiyeri

Besin suyu

Bakteriyel aktivasyon

MacConkey agar

Laktoz fermantasyonu

Besleyici agar

Bakteriyel yetistirme

Simmons sitrat

Sitrat Uretimi

Uglii Seker Demir Agar (TSI)

Gazla seker fermantasyonu

Pepton suyu

Indol tretimi

Metil kirmizi-Voges Proskauer suyu

Metil kirmizisi-Voges Proskauer testi

Kiiltiir ortam Kullanim sirket
Beyin-Kalp-Infiizyon suyu Bakteriyel aktivasyon
Mueller-Hinton agar Duyarlilik testi

Hi-media/Hindistan

Chrome agar

K.pneumoniae i¢in segici tanimlama

Oryantasyon / Fransa

3.1.4 Bu cahsmada kullamlan antibiyotik CD’si

Calisma boyunca kullanilan antibiyotik CD'si Cizelge 3.4'de listelenmistir.

Cizelge 3.4 Bu test i¢in kullanilan antibiyotik CD'sini Bioanalyse (Tiirkiye) sirketi
tarafindan verilmektedir

Sumif Alt simif Antibiyotik Sembol | Konsantrasyon
B- Laktamaz B-Ii(a;linteg?s;;r;}zgrt?rﬁ Amoksisilin+ Klavulanik asit | AMC 30ug
Sefotaksim CTX 30 ug
Cephems Sefalosporin 3. nesil Seftriakson CRO 30 ug

(sefamlar)

Seftazidim CAZ 30 ug
Penemler Karbapenem Imipenem IMP 10 pg
Gentamisin CN 10 pug
Aminoglikozitler Amikasin AK 30 pug
Tobramisin TBO 10 pg
Tetrasiklinler | Tetrasiklin TE 30 ug
. Levofloksasin LEV Sug
Florokinolonlar Siprofloksasin CIP Sug
Penisilinler | Aminopenisilin Amoksisilin AX 25 ug
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3.1.5 Polimeraz zincir reaksiyonunun malzemeleri

e  Molekiiler agirhkli DNA markorii ve ana karisim

Calismada kullanilan molekiiler agirlikli DNA markdrii ve ana karisim, Cizelge 3.5'te

gosterildigi gibi.

Cizelge 3.5 Molekiiler agirlikli DNA markorii ve ana karisim

Molekiiler Agirhigin DNA Markeri

DNA Markeri

Aciklama

Sirket

50 bp ve Yiikleme
boyasi ile merdiven

50-1500 baz ¢ifti (bp). Merdiven, gesitli boyutlarda
(50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,450, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500bp) 13 cift
sarmalli DNA parcasindan olugur. Jelde, diger tim
fragmanlar ayn1 yogunluga sahiptir

Bioneer Corporation
(Kore)

e Primerler

Calismada kullanilan primerleri Cizelge 3.6’de gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Bu arastirmada kullanilan primerleri gosterir

Gene ad1 (3’-5") Oligo Dizisi iiriiniin boyutu (bp) Referans
F-ATATCTCACTGTTGCATCTCC )
OXA | R.AAACCCTTCAAACCATCC 618 (Tuwaij et al. 2020)
F- GGCCGCGTAGGCATGATAGA
SHY | R. CCCGGCGATTTGCTGATTTC 714 (Ensor et al. 2009)
F- CAGCGGTAAGATCCTTGAGA
TEM | R ACTCCCCGTCGTGTAGATAA 643 (Ensor et al. 2009)
F-AACCGTCACGCTGTTGTTAG
CTXM | R TTGAGGCGTGGTGAAGTAAG 766 (Ensor et al. 2009)
F-ATCAAAACTGGCAGCCG )
AMPC | B GAGCCCGTTTTATGCACCCA 350 (Tawaij et al. 2014)
el | FATGGGCATCATTCGCACATGTAGG 573
R-TTAGGTGCGGTACTTGGGTC (Hujer et a1, 2006)
ez | FATGCATACGCGGAAGGCAATAAC 616 ) :
R-CTAACCGGAAGGCTCGCAAG
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3.2 Cozeltiler ve Reaktifler

3.2.1 McFarland standard (0,5)

Barry'ye gore planlama asagidaki gibidir (Barry and Eini 1976):

100 mL distile su (1,175) g (BaCl2. 2H,0) i¢inde ¢oziiliir. 100 mL saf su 2-soliisyon
B'ye eklenecek: 1 mL (H,SOy). ik ¢ozelti (A) 0,5 mL ve ikinci ¢dzelti 99,5 mL (B) ile

hareket ettirilecektir.

Spektrofotometrede hazirlanmig bir {iriiniin yogunlugunu test etmek i¢in kullanilacak:
0,5 Buharlagmay1 6nlemek i¢cin McFarland standart tiipleri parafilm ile kapatildi ve 6
aya kadar oda sicakliginda kalabilir. 625 nm dalga boyundaki absorpsiyon 0,08 ile 0,1

arasinda degisebilir.

Bakteriyel siispansiyonun bulanikligina esdeger bir optik yogunluk elde etmek igin:
1.5'a 1 1208 CFU/litre, McFarland standardi (0.5), yogunluk tespitleri i¢in kullanilan

test gubuguyla ayni ¢aplara sahip temiz, kuru siif bir test gubuguna uygulanmalidir.

3.2.2 Ure ¢ozeltisi

Filtre kagidi, 100 mL damitilmig su (0,22 mm) i¢inde 40 gram iire tozunu sterilize

etmek i¢in kullanilacak (Collee et al.1996).

3.2.3 Kullanima hazir reaktifler

Hi-media Sirketi - Hindistan, kullanima hazir tiim reaktifleri (katalaz, oksidaz, kovacs,

metil kirmizist ve voges-proskauer) yaymlanmistir.
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3.3 Kiiltiir Ortam

3.3.1 Hareketlilik ortamm

Collee vd. (1996) gore bu ortam su sekilde iiretilecek: 100 mL saf suda 1,3 gram
cozerek 0,7 gram agar Nol ile beyin ¢ekirdegi infiizyon suyu sterilize edilecek,
ardindan bunlar test tiipiinde dikey bir konumda birakilacak ve bakterilerin hareketlilik

kapasitesini degerlendirmek i¢in kullanilacaktir.

3.3.2 Kanh agar besiyeri

Kanli agar baz besiyeri, Once iireticinin talimatlarina gére hazirlanarak, ardindan
otoklavlanacak ve yaklagik 40-45 °C de tazelenecek, sonra ona (%5) kan uygulanacak

ve ardindan steril petri plakalarina dokiilecektir (Collee et al. 1996).

3.3.3 Ure agar besiyeri

Ure agar besiyeri su sekilde hazirlanmistir: nce iire agar baz besiyeri 45-50°C'ye
sogutularak, ardindan pH 6,8-7,9'a adapte edilecek, sonra otoklavlanarak, ardindan 95
mL iire bazli agara 5 mL steril, ylizde 40 {ire soliisyonu uygulanacak, sonra her 95 ml
iire bazl agara iyice dagitilacaktir. Besiyeri Ure agar, bakteriyel izolatlarin {ireaz

yetenegini dogrulamak i¢in kullanilacak (Collee et al. 1996).
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3.4 Yontemler

3.4.1 Cahsma tasarimi

Calismanin plan1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Klinik 6érnekler (175) Yanik enfeksiyonu

V

Gram boyama (G-). Kan, Macconkey ve besleyici agarda biiytime

v

Biyokimyasal test: kapsiil olusumu (+), laktoz fermenter (+), katalaz (+), oksidaz (-),
hareketlilik (-), indol iiretimi (-), metil kirmizis1 (-), vogas — proskaur (+), simmon

sitrat (+),Ureaz (+), iiclii sekerli demir agar (asit/asit gazlr)

V

Kromagar tizerinde biiyiime

y

Vitek ® 2 sistemi

v

Klebsiella pnomonisi

v
v v

Antibiyotik duyarliligi =s» MDR,XDR,PDR algilamasi1 total DNA’nin ekstrasiyonu

v V

B-laktam direnci genisletilmesi PCR ile genotipik tespit
Spektrum beta-laktamazlar (ESBL) tem, shv.ctx-m,oxa.ampc,
Cift disk sinerji testi (DDST) ile birincil veb, aaccl,aacc2geni

ve dogrulayici test

Sekil 3.1 Mevcut caligmanin tasarimini géstermektedir
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3.4.2 Orneklerin toplanmasi

Irak'in 1.5 milyon niifuslu Necef sehrinde bulunan yillik 1500 hastanin bagvurdugu
Orta Firat Yanik Merkezinde yanik enfeksiyonu olan hastalardan toplam 175 yanikl

hastadan siiriintii 6rnegi toplanmistir, Sekil 3.2'de gosterildigi gibi.

Sekil 3.2 Yanik enfeksiyonu olan hastalar

e Swab kiiltiira

Swab, enfeksiyon bolgesinden yanik enfeksiyonu olan hastalardan alindi ve aktivasyon
icin steril normal saline yerlestirildi ve hemen kan ve MacConkey agar plakalarina
cizildi, daha sonra 24 saat boyunca 37°C aerobik olarak inkiibe edildi (Collee et al.
1996).
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3.4.3 Klebsiella pneumoniae'nin tanimlanmasi

e Gram boyama

Hem bakteri izolatlar1 i¢cin hem de gram boyamada boyanmis, saf ve geng kiiltiirden
Smear iiretildi. Gram boyama, 151k mikroskobu altinda bakteri hiicrelerinin sekline ve

yapisina karar verildigini gosterir (Collee et al. 1996).

e MacConkey agar'da biiyiime

Bu besiyeri, Enterobacteriaceae ailesi se¢mek i¢in kullanilacak, sonra tiim bakteri
izolatlar1 MacConkey agar plakalarina siirme yontemi ile asilanarak ardindan 37°C'de
bir giin inkiibe edilecektir. Pembe bakteri kolonileri, fermente laktoz bakterilerinin bir

isaretidir (Collee et al. 1996).

e Katalaz testi

Bu test, Collee vd. (1996) gore asagidaki gibi yapilmaktadir: taze (24 saat) ve saf
koloniden alinan temiz slaytta gelistirme %3 H,0O, ile birlestirilir. Kabarcik olusumu,
bakterinin katalaz enzimleri olusturma kapasitesinin avantajli oldugunu ortaya

koymaktadir.

e Oksidaz testi

Yeni olusan bir bakteri kolonisi, iki ila ti¢ damla oksidaz reaktifi damlatilmis filtre
kagidi tizerinde steril bir tahta ¢ubukla siiriiliir . Pozitif bulgular, bakterilerin oksidatik
renk (10-15) saniyede (mor) olusturabilme yeteneginin bir gostergesi olarak goriildii

(Collee et al. 1996).
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e Ure iiretimi

Yeni bakteri kolonileri egimli {ire agar iizerinde ekilecek ve ardindan gece boyunca
37°C'de inkiibe edilecektir. Pozitif sonug, bakterilerin iirez enzimleri liretme yetenegini

gosteren sar1 renkten pembeye orta diizeyde bir renk kaymasiydi (MacFadden 2000).

e Motilite testi

Test tiipiliniin ortasina kadar durdurularak, yeni ve yalnizca bakteri kolonisi asilanir ve
gece 37°C'de inkiibe edilir. Bigak bulanikligimin yayilmasinin, Bigak bulanikliginin
yayillmasinin bakterilerin motilite potansiyeli iizerinde yararli bir etkisi oldugu

gosterilmistir (MacFadden 2000).

e Indol iiretim testi

Bu test, MacFadden (2000)'e gore asagidaki sekilde gerceklestirilmektedir: Taze bir
bakteri izolati pepton suyuna asilanarak ardindan gece boyunca 37°C'de inkiibe
edilecek. Test tiipii daha sonra bir veya iki damla Kovacs reaktifi ile doldurulacaktir.
Bakterilerin triptofani indole doniistiirme kabiliyeti icin pozitif bir sonug, pembe bir

halkanin olusturulmasiyla onerilmektedir (MacFadden 2000).

e  Metil kirmizisi testi

Bu prosediir MacFadden (2000) tarafindan gergeklestirilmistir:

1. Metil-kirmizi-Voges Proskauer broth'un taze bakteri tecridi asilmis ve bir gece
37°C inkiibasyon gecirmis.

2. Test tiipiine birkag damla reaktif (metil kirmizisi) uygulanir.

3. Kirmizi renk varligi, bakterilerin glikozla karigik asitleri fermente etme

kapasitesinin gii¢lii sonucuna karsilik gelmektedir.
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e Voges-proskauer testi

Bu testin prosediirii MacFadden (2000) tarafindan gerceklestirilmistir:

1. Yeni bir bakteriyel yalittm, Metil RED-Voges-Proskauer broth'a agilanmig ve
gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.

2. Test tiipiine birka¢ damla reaktif (Voges-Proskauer) eklenecek.

3. Kirmizi bir rengin ortaya g¢ikmasi, bakterinin glikozun bir {iriin olarak 2,3-

butandiol olugturma kabiliyeti i¢in olumlu bir sonu¢ oldugunu gosterir.

e Simmons Sitrat testi

Simmons sitrat slant agarda geng ve taze bir bakteri izolatinin agilanmasi ve 37°C'de
gece boyunca inkiibasyon. Bakterilerin glikozdan sitrat liretme yetenegi i¢in pozitif bir

sonuca isaret eden mavi rengin goriiniimii (Collee et al. 1996).

e Uclii Sekerli Demir (TSI) testi

Bu testin prosediirii MacFadden (2000) tarafindan yapilmistir: Geng ve taze bir bakteri
izolat1 TSI slant agar i¢inde siirme yontemi ile eklenecek ve 37 santigrat derecede bir

giin inkiibe edilecektir. Olumlu sonuglar asagidaki gibidir, Cizelge 3.7’de gosterildigi

gibi.

Cizelge 3.7 Uglii sekerli demir (TSI) testi sonuglar

Sonuclar (slant/butt)

Sembol

Yorumlama

Sar1 / sar1 / siyah bir ¢okelti i¢inde kabarciklar

H,S tretimi ile Asit /

Asit

Glikoz, laktoz ve/veya
siikroz fermantasyonu;

gaz ve H,S firetimi
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e Krom agar orta testi

Bu besiyeri, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacteriaceae ailesinin diger liyelerinin
belirlenmesi icin segicidir. Asagidakiler iireticinin protokoliidiir (Oryantasyon sirketi -
Fransa): Krom agar besiyeri plakalarinda, tiim siipheli bakteri izolatlar1 stirme yontemi

ile eklenecek ve daha sonra 37°C'de bir giin inkiibe edilecektir. Klebsiella pneumoniae

i¢in pozitif sonug olarak kabul edilen metalik yesil kolonilerin gériintimiidiir.

e Vitek2® sitem testi

Tiim Klebsiella pneumoniae izolatlari, iireticinin dnlemlerine gore Vitek 2® yontemi

(BioMerieux® - Fransa) kullanilarak tespit edilecektir.

3.4.4  Bakteriyel izolatlarin depolanmasi

e Kisa siireli depolama

Bir saf ve taze bakteri izolat1 kolonisi, MacConkey agar slantlari iizerine siirme yontemi
ile eklenerek, 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilecek ve buzdolabinda 4°C'de iki ila ii¢ ay
birakilacaktir (Collee et al. 1996).

e  Uzun siire depolama

Bes saf ve taze koloni, %15 gliserol igeren besleyici suyu i¢inde asilanarak (-10 ile -

15°C)’de 12-18 ay siireyle depolanacaktir (Collee et al. 1996).

3.4.5 Antibiyotik duyarhhg testi

Bu test NCCL’ler (2003)’e uygun olarak asagidaki sekilde gergeklestirilmistir:
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1. Saf ve taze bir kiiltiirden birka¢ Klebsiella pneumoniae kolonisi, normal salin
iceren steril test tlipline aktarilarak, ardindan McFarland standart tiipii ile
karsilastirilacak. Daha sonra plakalar, steril siirlintii ile slirme yoOntemi
eklenecektir.

2. Asilanan tepsi {lzerine, steril bir forseps kullanilarak antibiyotik diskler
yerlestirilecek.

3. CLSI'ye (2020) baglh olarak: Disklerin etrafindaki engelleme bolgeleri

degerlendirilmistir.

3.4.6 Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (esbl) iiretimi icin test birincil test

CLSI (2020) testi su sekilde yapilmakta

1. Antibiyotik duyarlilik testi, ti¢ tiir 3.nesil sefalosporin antibiyotiktir: bunlar,
seftazidim 30 pg, sefotaksim 30 pg ve seftriakson 30 pg.

2. Izole edilen bakteriyel inhibisyon bélgesi ise: Seftazidim 30 pg icin <22 mm,
sefotaksim 30 pg igin <27 mm ve forceftriakson 30 pg i¢in <25mm. Bu bulgu,
genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (birincil test olarak) gelisimi igin pozitif

bir sonug olarak kabul edilmektedir.

3.4.7 Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz i¢in dogrulama testi

Her K. pnémoni susundan iki veya ii¢ taze ve geng koloniler, 24 saat boyunca 37 ° C'de
besin suyu i¢inde asilandi. Daha sonra kiiltiirlerin besin suyunun bulanikligi Mcfarland

tiipline gore ayarlandi.

Steril stirlintli kullanilarak Mueller-Hinton agar plakalari1 bakteriyel siispansiyonlu ¢izgi
yontemi ile kiiltiirlendi, plakanin ortasina augmentin disk (30 1g) (Amoksisilin 20 og +
Clavulanik asit 101g) yerlestirildi. Augmentin diskinin {i¢ kenarmin c¢evresinde,
Ceftazidime 30 pg, Ceftazaxime 30 png ve Ceftraixoin 30 pg diskleri merkezden

merkeze 15 mm mesafede yerlestirildi. Daha sonra plaka bir giin boyunca 37 ° C'de
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kulugkaya yatirildi. Inhibisyon bélgesi, genisletilmis spektrum bahisleri laktamaz

tiretimi i¢in olumlu sonuglar olarak kabul edilen Augmentin diskine dogru arttirilmigsa.

3.4.8 K.pneumoniae izolatlarinda genlerin molekiiler tanimlanmasi

e Toplam DNA izolasyonu

Bu yaklasim, Lam vd. (2007), Omar ve Anas (2014) tarafindan kabul edilmistir.
MacConkey agar plakalari, {i¢ ile bes saf ve taze klebsiella pneumoniae kolonisi ile 300

uL damitilmis suya yerlestirilecek.

Daha sonra hiicreler, 100°C'ye (banyoda) 1sitilarak 20 dakika pargalanacak ve hiicreler
hemen 30 dakika siireyle buz haline getirilecek ve ardindan 8500 rpm'de santrifiijleme,
hiicrenin diger bilesenlerinden 10 dakika siireyle ¢ikarilacak. DNA prototipi sonunda

siipernatant olarak kullanilacaktir.

e Polimeraz zincir reaksiyonu (pcr) protokolleri

A. PCR karisim

Mevcut analizde, Monoplex Polimeraz Zincir Reaksiyonu Karigiminin toplam hacmi

asagidaki gibi 20 pL:

1. Anakarisim 10 pL.

2. Primer reverse ve forward (her biri tek basma) 2,5 pL. Primer reverse ve
forward (her biri tek basina) 2,5 pL.

3. DNA sablonu 5 pL.

41



B. Polimeraz zincir reaksiyonunun 1s1l dongii kosullari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in dongii yazilimi parametreleri kosullari, Cizelge 3.8°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.8 PCR 1s1l dongii kosullari hizmetleri

Bisiklet kosulu C°;Zaman
= 5
_ % S o 2| 28 2
< Stg 2 N | 2| §5 £
O £ SN = 2 S|2| 5N 8
S5 : B Elsles |
50 2 3 2| = 80
a < ) )
e =
S £
=
z
aacCl | 95C°/5dk | 94C°/1dk | 55C%1dk | 72C%2dk | 30 | 72C°/5dk
(Hujer et
al. 2006)
aacC2 | 95C°/5dk | 94C°/1dk | 55C%1dk | 72C%2dk | 30 | 72C°/5dk
TEM 95C°/5dk | 94C°/30sn | 52C°45sn | 72C°%45sn | 30 | 72C°%7dk
(Ensor et
al. 2009)
SHY |95C°/5dk | 94C°/30sn | 55C%60sn | 72C%45sn | 30 | 72C°7dk
CTX-M | 94C°/5dk | 94C%/45sn | 57 Co/a5sn | 72C%a5sn | 30 | 72co7ak | (ENSor €t
al. 2009)
AMPC | 94C°/5dk | 94Ca5sn | 60 C°/45sn | 72c%60sn | 35 | 72cosak | (Tavail et
al. 2014)
OXA |94C°/5dk | 94C%/60sn | 55 C°/60sn | 72C°60sn | 30 | 72C°/10dk (;“"Zgg(;t

C. Agaroz jel hazirlanmasi ve dna yiiklemesi

Bu prosediir Bartlett ve Stirling (1998) gore gerceklestirilmistir

1. 1,5 gr agaroz, 10x son konsantrasyonda (90 mL damitilmis su + 10 mL TBE) 100
mL Tris-borat-EDTA'ya uygulanacak.
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2. Hazirlanan Tris-borat-EDTA kaynatilacak, ardindan 0,5 mg/mL etidyum bromiir

ilave edilmeden 6nce 45°C'ye sogumaya birakilacak.

3. Agaroz, dengelenmis bir jel tepsisine dokiilerek sogumaya ve sertlesmeye

birakilacak.

4. Bes mikrolitre PCR iiriinii agaroz jel kuyularina, bir ¢ukura DNA isaretgisi ile
birlikte yiliklenecek. Jel girisimi, bir elektroforez bolmesine yerlestirilerek TBE
tamponu ilave edilecektir. Ardindan 95 dakika boyunca 80 voltluk bir elektrik

akimi uygulanacaktir.

5. Son olarak, elektroforez sonucu bir jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak tespit
edilecek; numunenin DNA band1 baz ¢iftleri hedef iiriin boyutuna esit oldugunda

pozitif sonuglar gosterilmektedir.

3.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism siirim 5 yazilimi kullamlarak arastirma

orneklerini karsilastirmak i¢in yilizdeler kullanilmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1 Toplam Ornekler

Bu ¢alisma, 1/5/2020 ile 1/12/2020 tarihleri arasinda Irak-Necef Sehri-lrak Al-Necef tip
hastanesinde gergeklestirilmistir. Yanik enfeksiyonu olan toplam 175 hastalardan yanik
stiriintii gubugu ile 6rnek alindi. 175 yanik siirlintii ¢cubugundan, 103 siiriinti (%58,9)
pozitif bakteri liremesine sahip iken, 72 siiriintiide (% 41,1) bakteri tiremesi olmamustir,

Sekil 4.1'de gosterildigi gibi.

175(100%)

103(58.9%)

72(41.1%)

Total Growth MNo growth

Sekil 4.1 Yanik enfeksiyonlu hastalardan izole edilen toplam yanik siiriintiilerinin
sayilar ve ylizdeleri

4.2 Toplam Bakteri izolatlar1

Yanik enfeksiyonlu 103 hastadan (53 erkek ve 50 kadin) izole edilen bakteri iremesinin
sayilarin1 ve yiizdelerini gostermektedir, Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi. Sonuglar,
toplam 103 bakteri izolatindan 31 izolatta (%30) Pseudomonas spp (18 erkek ve 13
kadin) ve 23 izolatin (%22,3) K. pneumonia (12 erkek ve 11 kadmn) oldugunu
gostermektedir. Ardindan 22 izolat (% 21,4) (11 erkek ve 11 kadin) ile Staphylococcus
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spp ve 11 izolat (% 10,6) E.coli (4 erkek ve 7 kadin) izlemektedir, Sekil 4.2°de
gosterildigi gibi.

8 izolat (%7,8) Acinetobacter spp.(3 erkek ve 5 kadmn) ve 5 izolat (%4,9) Enterobacter
spp (3 erkek ve 2 kadin) varken, en diisiik prevalans izolati 3 izolat (% 3) (2 erkek ve 1
kadin) ile Proteus spp olmaktadir, Cizelge 4.2'de gosterilmektedir. 23 K. pneumoniae
izolatinin tim morfolojik ve biyokimyasal testleri, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'de

gosterilmektedir
31(30%)
23(22.3%) 2(21.4%)
11{10.6%)
8(7.8%)
5(4.9%
I (4.9%) 3(3%)
& & & S R K &
¥ & N4 v <& ¢ X
& & & o & @
d 3
o{Q‘ QQ 0(.; 60 60 Q“
$ e S
Q.;:Q- {'}%Q '?5-’ <

Sekil 4.2 Yanik enfeksiyonlu hastalardan alinan toplam bakteri izolatlarinin sayilari ve
yiizdeleri

Cizelge 4.1 Cinsiyete gore toplam bakteri izolatlarinin sayilar

Bakteriyel biiyiime Say1 Erkek Kadin
Pseudomonas spp. 31 18 13
K.pneumonia 23 12 11
Staphylococcus spp. 22 11 11
E.coli spp. 11 4 7
Acintobacter spp. 8 3 5
Enterobacter spp. 5 3 2
Proteus spp. 3 2 1
Total 103 53 50
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Cizelge 4.2 23 K. pneumoniae izolatinin morfolojik ve biyokimyasal testleri

Test Sonug¢

Gram boyama Gram negatif
MacConkey agarda biiyiime Pembe ve mukoid koloni
Kapsiil olusumu +

Laktoz fermentor +

Katalaz +

Oksidaz -
Hareketlilik -

Indol tretimi -

Metil kirmizisi -

Voges-Proskauer +

Simmons sitrat +

Ureaz +

Uclii Seker Demir Agar Gazli Asit / Asit.
Krom agarda biiyiime Metalik yesil koloniler
Vitek®2 sistemi K.pneumoniae

Sekil 4.3 Klebsiella pneumonia 'nin tek metalik yesil kolonileri, 24 saat 37°C'de krom
agar lizerine

46



4.3 Antibiyotik Duyarhhik Testi

Bu calismada 23 izolata karsi 12 antibiyotik kullanilmaktadir, Cizelge 4.3’de
gosterildigi gibi. Antibiyotik duyarlilik testi sonuglari, 23 izolatin tiimiiniin Amoksisilin
ve Seftriaksona kars1 tam direncli (%100) ve Amoksisilin + Klavulanik aside (%91,3)
yiiksek direngli oldugunu kanitlamaktadir. Diger yandan sonuglar, K. pneumonia'nin
sirasiyla Cefotaxime, Ceftazidime, Tetracycline, Tobramycin ve Ciprofloxacin'e
(%73.9), (%43.4), (%69.5), (%60.9) ve (%47.8) kars1 direng gosterdigini gosterdi.
Levofloksasin (%17,1), Gentamisin (%13) ve Amikasin'e (%4,3) kars1 diisiik direng

varken, Imipenem 23 izolatin tiremesini inhibe eden tek antibiyotiktir.

Cizelge 4.3 23 Klebsiella pneumoniae izolatinin antibiyotik duyarlilik testi

Antibiyotikler Duyarh N (%100) Orta Duyarh N (%100) Direncg
N (%6100)
Amoksisilin 25 ug 0 (%0) 0 (%0) 23(%100)
Amoksisilin + Klavulanik asit . Q o
20110 e 2 (%8,7) 0 (%0) 21 (%91,3)
Sefotaksim 30 pg 5(%21,7) 1 (%4,4) 17 (%73,9)
Seftazidim 30 pg 8 (%34,8) 5 (%21,8) 10 (%43,4)
Seftriakson 30 pg 0 (%0) 0 (%0) 23(%100)
Levofloksasin 30 pg 13 (%56,8) 6 (%26,1) 4 (%17,1)
Imipenem 10 pg 20 (%87) 3 (%13) 0 (%0)
Tetrasiklin 30 Ul 7 (%30,5) 0 (%0) 16 (%69,5)
Siprofloksasin 5 ug 7 (%30,8) 5 (%21,7) 11 (%47,8)
Gentamisin 15 pg 19 (%82,7) 1 (%4,3) 3(%13)
Amikasin 30 pg 22 (%95,7) 0 (%0) 1 (%4,3)
Tobramisin 10 ng 5 (%21,7) 4 (%17,4) 14 (%60,9)

4.3.1 Direnc tiirii

Toplam 23 izolattan sonuglar, K.pneumoniaenin 20 izolatinin (%87) ¢oklu ilag direnci
MDR oldugunu gosterdi (bakteriyel izolat en az 3 farkli antibiyotik smifina
dayanabilir). Ayrica sonug, 23 k.pneumoniae izolatindan XDR olarak 3 izolat (%13)
oldugunu gosterdi (bakteriyel izolat sadece bir veya iki antibiyotik sinifina duyarh

kalir). Ote yandan sonug, hicbir izolatin PDR (tiim antibiyotik simiflarinda tiim alt
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siiflara kars1 bakteriyel izolat direnci) olmadigini géstermistir, Sekil 4.4°de gosterildigi

gibi.

20(87%)

3(13%)

0(0.0%)

MDR XDR PDR

Sekil 4.4 K.pneumoniae'nin 23 izolatinin direng tiirli sayilar1 ve yiizdeleri

4.3.2 Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (ESBL) iiretiminin fenotipik testi

4.3.2.1 Birincil fenotipik testi

Bu test, Ceftazidime, Cefotaxime ve Ceftriaxone ¢evresindeki inhibisyon bdlgesinin
boyutuna gore gerceklestirildi. Pozitif sonug, inhibisyon bdlgesinin boyutuna gore
asagidaki gibi goriinmelidir: seftazidim <22 mm, sefotaksim <27 mm ve seftriakson <25
mm. Sonuglar, toplam 23 izolattan 12 izolatin (%52,1) ESBL iiretme kabiliyetine sahip

oldugunu gostermektedir.
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4.3.2.2 Dogrulayici fenotipik testi

Bu test, Cift Disk Sinerji Testine (DDST) gore yapilmaktadir. Sonuclar, 23 izolattan
ESBL iiretebilen 14 izolatin (%61) oldugunu kanitlamistir, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'de

gosterildigi gibi.
14(61%)
12(52.1%)
Primary phenotypic test Confirmatory phenotypic test

Sekil 4.5 Genigletilmis spektrumlu beta laktamaz tiretiminin fenotipik testi

Sekil 4.6 Cift Disk Sinerji Testi ile K.pneumoniae igin ESBL'nin fenotipik dogrulama
testi
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4.4 Antibiyotik Direnci ile Tliskili Genlerin Molekiiler Tespiti

Antibiyotik direnci ile iligkili genlerin molekiiler tespitinin tiim sonuglart Sekil 4.7'de
gosterilmektedir. Bu c¢alismanin sonuglari, 23 izolattan 13 izolatin (%56,5) gen
tasidigim1 gosterilir (Sekil 4.8). Sonuglar 18 izolatin (%78,2) shv geni i¢in pozitif
oldugunu kanitladi (Sekil 4.9).

18(78.2%)
12(56.5%)
10(43.7)
8(34.7%)
3{13%
1(4.3)
|
ampc aaccl aacc2

Sekil 4.7 Yanik enfeksiyonlu hastalardan izole edilen K. pnémonide antibiyotik direnci
ile iliskili genlerin sayilar1 ve ylizdeleri

L

10 11 12, 13 14 15 16 17 18 19 20

TEM 643 bp

—

Sekil 4.8 Tanisal tem geni ile amplifiye edilmis klebsiella pneumoniae'nin ekstrakte
edilmis toplam DNA'sindan PCR ile amplifiye edilmis {iriinlerin agaroz jel
elektroforezi, 643 bp'de pozitif sonuclar gostermektedir. Elektroforez 80
voltta 90 dakika siireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaret¢isi (1000
bp ladder, 50 ile 1500 bp)
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SHV 714 bp
_-—_—--———— S e e ) —

Sekil 4.9 Tanisal shv geni ile amplifiye edilmis Klebsiella pneumonia 'nin ekstrakte
edilmis toplam DNA'sindan PCR ile amplifiye edilmis iirlinlerin agaroz jel
elektroforezi, 714 bp'de pozitif sonuclar gostermektedir. Elektroforez 80
voltta 90 dakika siireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaret¢isi (1000
bp ladder, 50 ile 1500 bp)

Ote yandan, sonuglar sadece 8 izolatin (%34,7) ctxm geni barindirdigin1 ve ii¢ izolatin
(%13) oxa geni igin pozitif oldugunu gosterdi, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11'de gosterildigi
gibi. Ayrica sonuglar ampc geni i¢in pozitif olan 10 izolatin (%43,7) oldugunu gosterir.
Toplam 23 izolattin higbirinde veb geni saptanmamustir. Ote yandan, sonuglar sadece
bir izolatin (%4,3) aaccl barindirdigin1 saptanmig ve higbir izolatta aacc2 geni
saptanmamustir, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'de gosterildigi gibi.

Big9-c10 el 1451516 174,18 10880, 21 422,23

CTXM 766 bp

Sekil 4.10 Tanisal ctxm geni ile giiclendirilmis klebsiella pneumoniae'nin ekstrakte
edilmis toplam dna'sindan PCR ile gili¢lendirilmis {iriinlerin agaroz jel
elektroforezi, 766 bp'de pozitif sonuglar gostermektedir. Elektroforez 80
voltta 90 dakika siireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaretcisi (1000
bp ladder, 50 ile 1500 bp)
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OXA 618 bp

Sekil 4.11 Tanisal oxa geni ile amplifiye edilmis Klebsiella pneumonia’'nin ekstrakte
edilmis toplam DNA'sindan PCR ile amplifiye edilmis tirlinlerin agaroz jel
elektroforezi, 618 bp'de pozitif sonuglar gosterir. Elektroforez 80 voltta 90
dakika stireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaret¢isi (1000 bp ladder,
50 ile 1500 bp)

e g 1011 12 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23

AMPC 550 bp

Sekil 4.12 Tanisal ampc geni ile amplifiye edilmis klebsiella pneumoniae’nin ekstrakte
edilmis toplam DNA'sindan PCR ile amplifiye edilmis {irtinlerin agaroz jel
elektroforezi, 550 bp'de pozitif sonuglar gdostermektedir. Elektroforez 80
voltta 90 dakika siireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaretcisi (1000
bp ladder, 50 ile 1500 bp)
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AACC1 873 bp

—

Sekil 4.13 Tanisal aaccl geni ile amplifiye edilmis klebsiella pneumoniae’nin ekstrakte
edilmis toplam DNA'sindan PCR ile amplifiye edilmis iiriinlerin agaroz jel
elektroforezi, 873 bp'de pozitif sonuglar gostermektedir. Elektroforez 80
voltta 90 dakika siireyle yapilir. (L): DNA molekiiler boyut isaretcisi (1000
bp ladder, 50 ile 1500 bp)
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5. TARTISMA

5.1 Calisma Orneklerinin Aciklamasi

Yanik yaralanmalart hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde halk sagligi
acisindan onemlidir. Etkilenen viicut kisminin fonksiyonel sakatligi, ciddi yara izi ve
kontraktiirleri gibi ¢esitli komplikasyonlarla iliskilidir (Jeschke et al. 2020). Yanik
yaralanmalart cildi biiyiik 6lgiide etkiler (Hofmann et al. 2021). Haslanma (sicak
sivilar), ates, radyasyon, agik alev, enerji ve sicak su siselerinin tiimi yanik

kaynaklaridir (Jeschke et al. 2020).

Bu c¢alismada, toplam 175 yanik siiriintii cubugundan 103'tinde (%58,9) siiriintli pozitif
bakteri iiremesine sahipken, 72 siiriintii ¢ubugunda (%41,1) lireme olmamistir. Bu
sonuglar El Hamzaoui vd. (2020) ile uyumludur ve %68,25'lik siiriintiilerin pozitif
bakteri iiremesine sahip oldugunu gosterirken, bu calismanin sonuglari, siirlintiilerin
%97'sinin bakteri liremesi sagladigini ve %3'liik siiriintiilerin herhangi bir biiyiime
gostermedigini gosteren Hindistan'daki baska bir ¢alisma ile uyusmamaktadir (George
et al. 2015).

Ote yandan bu galismanin bulgulari, erkeklerde ve kadimlarda enfeksiyon prevalansinin
neredeyse benzer oldugunu ortaya cikartmistir. Sonuglar, yanik enfeksiyonlu 103
hastadan izole edilen bakteri liremesinin say1 ve oranlarinin 53 (%51) erkek ve 50

(%49) kadin oldugunu ortaya ¢ikartmis.

Sonuglar, yanik enfeksiyonlu 103 hastadan izole edilen bakteri iiremesinin say1r ve
oranlarinin 53 erkek ve 50 kadin oldugunu ortaya koyarken, Jauhari vd. (2020) yaptig
calismada toplam 160 hastadan erkek hastalarin %60,7, kadin hastalara gore %39,3
oldugunu kanitlamistir. Ayn1 zamanda, 31-40 yas grubunun %27,5 ile enfeksiyonda ilk
yas grubu oldugunu gostermis ve toplam 160 siiriintiiden 113 siiriintii (%70,6) pozitif

kiiltiir varken 47 (%29,4) sliriintiide {ireme olmadigini belirtmistir. Bakteri {iremesine
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sahip 113 ornek arasinda gram-negatif bakteri 68 izolat (%60,2) varken, gram pozitif
bakteri 45 izolat (%39,8) idi.

5.2 Bakteri izolatlarimin Tanimlanmasi

Hem gelismekte olan hem de gelismekte olan iilkelerde ve her yas grubunda da en
yaygin sakatlik ve 6liim kaynag hala yanik enfeksiyonlaridir (Spronk et al. 2020).
Biiyiik yaniklar, bagisiklik sistemlerinin lokal ve sistemik baskilanmasina yol agar.
Yanik yara ylizeyi de, cilt ylizeyinin bozulmasi nedeniyle mikrobiyal kolonizasyon ve
proliferasyon igin en uygun kosullar1 saglar. Yara vaskiilaritesi, bozulmus gé¢ nedeniyle
konakge1 hiicrenin korumasini azaltir, bu da antimikrobiyal beslemeyi sinirlar ve konakeg1
bagisiklik tepkisini zayiflatan toksik maddeler salgilamaktadir (Colin-Castro et al.
2021).

103 klinik ornekten 31 (%30) izolat Pseudomonas aeruginosa, 23 (%22,3) izolat K.
pneumoniae idi. Ayn1 zamanda, 103 o6rnekten sadece 22'si (%21,4) Staphylococcus
spp'ya aittir ve 11 (%10,6) izolat ise E. coli'dir. 8 izolat (%7,8) Acinetobacter spp. (3
erkek ve 5 kadmn) ve 5 izolat (%4,9) Enterobacter spp (3 erkek ve 2 kadin) varken, en
diisiik prevalans izolat1 3 izolat (% 3) (2 erkek ve 1 kadin) ile Proteus spp. olmustur. Bu
sonuglar Lopez-Jacome vd. (2020) Gram-negatif bakteriler i¢in %59,1 biiyiime
oldugunu gosterdigi sonuglara benzer. Coklu ilaca diren¢li Pseudomonas aeruginosa, en
stk mikroorganizma izolatlaridir. Mevcut ¢alismanin sonuglar1 (M Hamdoon et al.

2011) baskin bakterinin %50 ile P. aeruginosa oldugunu buldugu sonucu ile uyumludur.

Bu c¢alismanin sonucu, pozitif bakteri liremesinin bakteri {iremesinin olmamasindan
daha yiiksek oldugunu goéstermistir. Bu sonug, bakterilerin % 86'sinin kiiltiir pozitif ve
%14 ise kiiltlir negatif oldugunu bulan Forson et al. (2017) ile benzerdir ve baskin

bakteri izolatlarinin %30,2 ile Pseudomonas spp oldugunu belirtmistir.

MacConkey agar, gram pozitif bakterilerin biiylimesini engelleyen safra tuzlar1 ve

kristal viole igerdiginden, Enterobacteriaceae ve iligkili enterik gram negatif bakteriler
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icin farkli bir besiyeridir. Laktoz, MacConkey agarda bulunur. Laktoz fermantasyonu
pembe koloniler iiretirken, laktoz icermeyen fermantasyon renksiz veya yarit saydam

koloniler tiretmektedir (Al Najim et al. 2020).

Besleme oOrneklerindeki daha yiiksek bakteri konsantrasyonlari, son yillarda steril
calisma ortamlarinin yerini almistir. Bununla birlikte, mikrobiyolojinin tanimlama
stireci i¢in saf kolonilerin hazirlanmasi, tipik bir gece kiiltiir plakalarinin kullanilmasini
gerektiren bir sorun olmaya devam etmektedir. Sonug¢ olarak, teshis siireci
orneklemeden hemen sonra baslamamaktadir (Lawrence 2018). Ayrica yanik
izolatlarindan K. pneumoniae izolatlarmin tespiti i¢in biyokimyasal testler yapilmistir.
Biyokimyasal testler; indol testi, metil kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat kullanimi,
iireaz lretimi, seker fermantasyonu, iiclii sekerli demir iizerinde H,S iiretimi, Oksidaz,

Katalaz ve motilite testidir (Islam 2018).

Hashim (2018) Bagdat'ta K. pneumoniae'nin %22.4 ile izole edildigini kanitlamis ve bu
sonucun bireysel olarak incelenen sayilarin artmasina ve bu tiir patojenlerin baskin

olarak daha yiiksek olmasina katkida bulunmaktadir.

VITEK-2, klinik mikrobiyologlarin tibbi agidan onemli bakterileri daha hizli ve
giivenilir bir sekilde siniflandirmasina yardimcr olarak daha giivenli ve daha uygun
maliyetli hasta bakimi saglanir. Yiiksek diizeyde yapilandirilmis bir ticari tanimlama
sistemi i¢in en onemli degerlerden birinin, iireticinin sistemin performansini koruma ve

hatta gelistirme becerisi oldugu vurgulanmaktadir.

5.3 Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Cizelge 4.3'deki antimikrobiyal duyarlilik testine gore toplam 12 farkli antimikrobiyal
kullanilacak. Yanik enfeksiyonundan 23 izolatin antimikrobiyal diren¢ oranlari,
Amoksisilin ve Seftriaksona kars1 %100 tam direngli ve Amoksisilin + Klavulanik aside
%91,3 yiiksek direng gosterirken, Imipenem 23 izolatin tiimiinde inhibe edilen tek

antibiyotiktir.
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Bu sonuglar, K. pneumonia'mn Amoksisilin, Cefotaxime, Siprofloksasin ve
Gentamisine karsi sirasiyla %20, %0, %70 ve %40 direng gosterdigini bulan Al
Sanjeeet vd. (2020) ile benzer degildir. Mariya ve Hatkar (2015) tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada K.pnémoni'nin amikasine %31,95 direngli oldugunu bildirmislerdir.
Bu ¢alismanin sonuglari, amoksisilin + klavulanik aside direngli %94,7 izolat oldugunu

bulan Luangtongkum vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligma ile uyumludur.

Bu arastirma, amoksisilin 25g ve amoksisilin + klavulanik asit 20 + 10g i¢in maksimum
direng oranlarin %97,67 ile gozlendigini ve en diisiik diren¢ oranlarinin imipenem 10g
icin (%9,30) gozlemlendigini kesfeden Aljanaby ve Alhasnawi (2017) ile aym
fikirdedir. Klebsiella pneumoniae'nin antibiyotik direnci iyi bilinmektedir. Bu bakteri,
yatay olarak diger gram-negatif bakterilere aktarilabilen bir dizi antibiyotik direng
genine sahiptir ve hastanelerde bir dizi nozokomiyal enfeksiyonla iliskilendirilmektedir
(Ranjbar et al. 2016).

Antibiyotik direnci, diinya capinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli bir
klinik endise oldugundan, her iki izolatin da Diinya Saglik Orgiitii tarafindan énerilen
bir antimikrobiyal ajan listesine diren¢ olup olmadigi kontrol edildi. Coklu ilaca direncli
(MDR) bir sus, lic veya daha fazla antibiyotik sinifina direngli olandir (Anonymous
2017).

Klinik tipta antibiyotige direngli patojenlerin se¢cimine ve yayginlastirilmasina yol agan
coklu ilag direncinin gelismesini tesvik eden en Onemli faktdr, duyarlilik testi

yapilmadan antibiyotik kullanimidir (Hernando-Amado et al. 2019).

Bakterilerin neden oldugu bircok enfeksiyon tiirii i¢in antibiyotikler en ¢ok kullanilan
tedavi yontemlerinden biridir. Antibiyotige direngli patojenlerin hizli gelismesi sorunu,
tedavilerin etkililigini devre dis1 birakir ve dolayisiyla halk saglig1 ac¢isindan tehlikeli bir
konu haline gelmektedir (Borges et al. 2016). Su anda onemli bir saglik, sosyal ve
ekonomik sorundur. Yaygin tedaviler genellikle bu antibiyotige direngli bakterilerin
neden oldugu hastaliklar1 tedavi edemez, bu nedenle olasi etkili ¢care oranin1 azaltir ve

viriilan enfeksiyonlarda patojenite ve 6liim oranlarini artirir (Collignon et al. 2009).
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Kazanilmisg diren¢ ve dogal diren¢ olmak {izere iki tiir antibiyotik direnci vardir
(Landecker 2016). Dogal direng, bir organizmanin kalitsal o6zelliklerinden dolay1
antibiyotik etkilerinden kaginma yetenegini ifade eder. Bu tiir bir dirence 6rnek olarak,
yiizeyinde spesifik antibiyotik reseptoriine sahip olmadigi i¢in E. coli gibi bir G
bakterisinin Penisilin G'ye kalitsal direnci vardir (Lewies et al. 2019). Edinilmis direng
ise bir organizmanin genetik materyallerinin niteligindeki bir degisiklik olarak
tanimlanir ve mikroorganizmalarin kendilerini mutasyon yoluyla antibiyotiklere karsi
korumak i¢in kullandiklar1 bir mekanizmadir (Bengtsson-Palme et al. 2018). HGT
(Yatay Gen transferi), bakterilerin direngli genlerini bir dondr bakteriden alarak elde
etmelerinin yoludur (Soucy et al. 2015). Necef ilinde Gram-negatif bakterilerle
kontamine olan hastalara gdzlemsel antibiyotik olarak {igiincii kusak sefalosporinler
verilmistir. Bununla birlikte, Enterobacteriaceae arasinda, bu antibiyotik sinifina karsi

artan bir direng modeli gdzlemlenmistir (Nasser et al. 2020).

Aminoglikosit modifiye edici enzimler (EMA'lar), asetilazlar, fosforilazlar ve
adenilazlar gibi antibiyotik etkinligini azaltabilen bir dizi modifiye edici enzimin
ifadesi, enterobacteriaceae ve diger gram-negatif ¢ubuklarda yaygindir. Diger direng
yollar1 sunlart igerir: zarlarin bakteriyel gecirgenliginde iyilesmeler ve ribozomal

proteinlerdeki degisiklikler (Fernandez-Martinez et al. 2018).

Bununla birlikte, Siprofloksasin ve diger kinolonlar, olgunlagmamis eklemlere zarar
verme riski nedeniyle ¢ocuklar i¢in onaylanmamaktadir. Florokinolon direnci, DNA
girazindaki mutasyonlarla ve/veya cesitli bakterilerde ¢oklu ilaca direncli disa akim
pompalarinin asir1 ekspresyonuyla iliskilendirilir. Coklu ilaca direngli akis pompalari,
insan patojenlerinin ilaglara karst dogal ve edinilmis direncinde 6nemli bir rol oynar

(Mogle et al. 2018).

Tetrasiklin, ¢ok cesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi etkili olan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Aym1 zamanda Tetrasiklinler, tRNA'nin 30S rRNA'nin A
bolgesine baglanmasii Onleyerek, mRNA kodunun yanlis okunmasina neden olarak

veya protein sentezinin baslangi¢ asamasini inhibe ederek caligir (Allas 2017).
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Izolatlarin antibiyotiklere karsi direncinin gelismesinden antibiyotiklerin uygunsuz
kullanim1 sorumludur; bu nedenle antimikrobiyallerin rasyonel uygulamasi, mevcut
antimikrobiyal maddelerin kotiiye kullanimini azaltmak i¢in vurgulanmalidir. Ayrica,
antimikrobiyal duyarlilik yoluyla direng egilimlerini diizenli olarak izlemek 6nemlidir.
Uygun bir ulusal ve eyalet antibiyotik politikasinin ve taslak eylem planinin

uygulanmasi, antibiyotik etkinligini korumali ve hasta yonetimini iyilestirmelidir.

Calisma, yanikli hasta izolatlarinda ESBL tarafindan olusturulan yiiksek antibiyotik
direnci ve K. pneumonia susu prevalansinin, ti¢iincii kusak B-laktam, aminoglikozit ve
sefalosporinler ~ gibi  geleneksel  antimikrobiyallerin  asir1  kullanimindan

kaynaklanabilecegini bulmustur (sefotaksim, seftriakson ve seftazidim).

Ote yandan Kandela (2011) K.pneumonia izolatlarinin sefotaksim ve seftriaksona %80,
ticlincti kusak sefalosporin (3GC)'e ise yiiksek direng gosterdigine dair en carpici
sonuclardan birini gostermistir, ancak seftazidime orta derecede direncgliydi (%60).
Fouzia ve Damle (2015) bir¢ok K. pneumoniae izolatinin (%80) figiincii kusak
sefalosporin ve diger antibiyotiklere direnc¢li oldugunu kesfetmis, bu da bunlarin ¢oklu
ilaca direncli suslar oldugunu goéstermistir. En yaygin neden, dogal kosullar altinda her
iki yonde de cesitli Klebsiella suslar1 arasinda ve ayrica gevresel ve terapotik suslar

arasinda genlerin ve genetik elementlerin konjugal gecisidir (Al-Yasseen 2004).

Al Mahrezi vd. (2014) gibi diger ¢alismalarin sonucu, ¢esitli klinik drneklerden izole
edilen K.pneumoniae'nin ampisilin, amoksisilin ve kloramfenikole son derece direngli
oldugunu ve bu da diger bakteri tiirlerine yatay gen transferi riski nedeniyle ciddi halk

saglig1 sorunlarina yol acabilecegini gostermistir.

Diger caligmalar, Lari vd. (2012) K. pneumoniae'nin sefotaksim (%91), tobramisin
(%86), tetrasiklin (%80), gentamisin (%72), amikasin (71%), amoksisilin / klavulonik
asit (%71), kloramfenikol (%63) ve imipenem (%54) gibi farkli antibiyotiklere direngli
oldugunu gostermistir. Mariya ve Hatkar (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, K.
pneumoniae'nin amikasin (%31,95), nitrfurantoin (%52,78), imipenem (%0,0),
seftriakson (%54,17), sefotaksim (%61,1) ve seftazidim (%62,5) gibi bir¢cok
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antibiyotige direncli oldugunu bildirilmistir. Mevcut calismanin sonuglari, K.
pneumoniae'nin 20 (%74,41) izolatinin MDR oldugunu gosterilmektedir (Sekil 4.4).
Sikarwar ve Batra (2011) K. pneumoniae'nin klinik izolatlarinin antimikrobiyal
duyarlilik agisindan test edildigini ve c¢ogunun c¢oklu ilaca direngli oldugunu
gostermistir. K. pneumoniae ¢oklu ilag ve ESBL gelistiren suslar, yaniklardan izole
edilen K. pneumoniae suslarinda 6nemli oldugu ve beta-laktam antimikrobiyal K.

pneumoniae'ye artan toleransla biiyiik 6l¢iide baglantili oldugunu bulunmustur.

Ote yandan, birgok arastirmaci idrar yolu enfeksiyonlari, yaniklar, cilt enfeksiyonlari,
bakteriyemi, bolgedeki cerrahi enfeksiyonlar, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve diger
hastane enfeksiyonlar1 gibi MDR enterik bakterileri de Klebsiella pneumoniae gibi

temel girig bakterileri olarak tanimlanmaktadir (Khorshidi et al. 2011).

K. pneumoniae genellikle bir saglik kurumunun kurulmasindan izole edilir ve
giinlimiizde biiyiik bir zorluk haline gelen MDR olarak dikkat ¢ekicidir (Rampure et al.
2013). Bu bakteri, MDR K. pneumoniae potansiyeli nedeniyle hayati bir nozokomiyal
patojene sahiptir (Ramirez et al. 2012). Bu izolatlar genellikle B-laktam ve kinolonlar
gibi iki ayr1 antibiyotik grubuna karsi dayaniklidir. En son mutant suslarinin
tiretilmesiyle, MDR K.pneumoniae'nin antimikrobiyallere karsi giderek daha direngli

hale gelecegi tahmin edilmektedir.

Direncin birincil nedeni, bakterileri beta laktam antibiyotiklerin hiicre duvari sentezi
tizerindeki oldiirticti etkisinden koruyan beta-laktamaz enziminin gelismesidir (Slater et
al. 2020). Beta-laktamaz hidrolizi, klinik agidan 6nemli olan Gram-negatif bakterilerde
bu antibiyotik sinifina karsi en yaygin olarak bulunan tolerans yontemidir (Bush and
Jacoby 2010). B-laktam igeren bazi antibiyotiklerin bagka c¢alisma modlar1 vardir. Bu,
hiicre zarfinda, 6rnegin hiicre lizizine neden olan otolitik enzimlere yol agabilir. Ek
olarak, B-laktam antibiyotiklerin aktivite aralig1 farklidir, ¢linkii bazilar1 gram pozitif ve
gram negatif bakterilere kars1 etkili genis spektrumlu antibiyotikler oldugundan, bazilari
sadece aerobik Gram negatif tiriinleri etkileyen monobaktamlar gibi dardir (Jensen et al.

2019).
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Birkac B-laktam susuna siirekli maruz kalma, bu bakterilerde dinamik ve siirekli olarak
B-laktram sentezine ve doniigiimiine yol agmistir, bdylece yeni olusan [-laktam
antibiyotiklere gore etkinliklerini arttirmistir. Bu enzimler genis spektrumlu [-

laktamazlar (ESBL'ler) olarak siniflandirilir (Pitout and Laupland 2008).

Aminoglikozitler olarak bilinen antibiyotikler, giiglii bir bakterisidal etkiye sahip bir
antibiyotik seklidir. Aminoglikozitlere kars1 bakteriyel tolerans, en 6nemlisi bir enzim
ailesi tarafindan inaktivasyon olan ¢esitli mekanizmalardan kaynaklanir. Aminoglikozid
direnci, ribozom hedef mutasyonlar1 ve daha yaygin olarak ribozom metiltransferaz
enzimlerinin bir ailesi tarafindan ribozom modifikasyonu ile de gergeklestirilebilir

(Wilson 2014).

Quinolonlar, hastaliklarla savasmak i¢in kullanilan genis spektrumlu antibakteriyeldir,
bu da son birka¢ yilda kuinolonlara kars1 tolerans derecesinin artmasina neden olmustur,
ornegin, siprofloksasin gibi florokinolonlar, tarihsel olarak K. pneumoniaenin Kklinik
izolatlarina karst miikemmel bir etkinlige sahip oldugunu gostermistir (Raei et al.
2014). Ayrica, yatay transfer potansiyeli ile Plazmid aracili kinolon direnci i¢in ii¢
mekanizma tarif edilmistir: Qnr genleri (3) bir kinolon koruyucu mekanizmay1 kodlar;
aac (60) -Ib-cr geni degistirici bir enzimi kodlar; ve gepA geni bir disar1 akis pompasini
kodlar (Magesh et al. 2011).

5.4 Genisletilmis Spektrumlu Beta-Laktamazlarin Uretimi

Yaygin olarak plazmitler tarafindan kodlanan genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz
(ESBL) genleri, beta-laktam toleransina neden olur (Jiang et al. 2019). Mevcut 6rnekte
genisletilmis spektrumlu beta-laktamlarin gelisimini analiz etmek i¢in birincil ve
dogrulayict1 deneyler kullanilmaktadir. Seftazidim, sefotaksim ve seftriakson
cevresindeki inhibisyon bolgesinin 6lgegi birincil testte Olciilmiistiir. Bu c¢alismada,
sonug 14 izolatin (%61) ESBL iireten K. pneumoniae oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.5
ve Sekil 4.6).
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Ote yandan, K.pneumoniaenin %80'ini bulduklari Kandela (2011) bakteri iireten
genigletilmis  spektrum beta-laktamlardi. Ancak Al-Azawi (2014) Al-Qadisiya
Universitesi'nde iiriner sistem enfeksiyonu olan hastalardan elde edilen K. pnémonisinin

11 izolatinin (%36.7) ESBL iirettigini ortaya koymustur.

Orta Dogu'dan cesitli arastirmalar, ESBL {ireticilerinin yayginlasmasinin ne kadar asir1
oldugunu gostermistir (Zowawi et al. 2014). Fouzia ve Damle (2015)'nin tarafindan
yayinlanan bir rapora gore, ESBL pozitif izolatlar, yiiksek ¢oklu ilag direnci
seviyelerine sahiptir ve Klebsiella pneumoniae gelistiren ESBL prevalansi yiiksektir
(%90,13). Rampure et al. (2013) K. pneumoniae bakterilerinin yaklagik %70'inin

genisletilmis spektrum beta-laktamlar tirettigini buldu.

Cogunlukla plazmitler tarafindan kodlanan genis spektrumlu beta-laktamazlar, K.
pneumonia izolatlarina ve yeni genis spektrumlu -laktam antimikrobiyallere kars1 diger
G-bakteriyel dirence aracilik eden en yaygin -laktamazlardir (Eltai et al. 2018,
Fernandes et al. 2014). Birgok arastirmacilar, 6zellikle K. pneumoniae ve E. coli
arasinda olmak iizere ¢ok sayida klinik ortamda %6 ile % 88 arasinda degisen ESBL
prevalansini bildirmistir (Shahid et al. 2011). bla-tem ve bla-shv genleri; Klebsiella
tiirler, Enterobacter tiirler ve E. coli'de bulunan en yaygimn genlerdir (Mondal et al.
2019).

En yaygin ESBL fiiretici bakteri olan K. pneumoniae olup, shv tipi ve tem K.
Pnomoni'de yaygin olan ESBL formlaridir (Zaniani et al. 2012). Uzun siireli beta-
laktamaz tiretimi K. pnomonisi diinyanin ¢esitli bolgelerinde hizla yayillmistir ve

enfeksiyonlar i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Ghafourian et al. 2011).

Tem ve shv gibi normal beta-laktamase genlerindeki antimikrobiyal diren¢ modellerinin
molekiiler ESBL yontemlerini kullanarak, epidemiyolojisi hakkinda degerli bilgiler
saglayabilir ve mantiksal antimikrobiyal tedaviye yardimci olabilirler (Preetthi 2015).
Bakteriyel suslar, en yaygin kullanilan antibiyotiklere daha uzun siireler boyunca maruz

kalir. Enfeksiyonlarla savasmak ic¢in beta-laktamlarin kullanilmasi, bakterilerde yeni
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olusan beta-laktamlara karsi genisletilmis aktivite gosteren genis etkili beta laktamaz

ad1 verilen bir enzimin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (Ali et al. 2018).

ESBL'ler Klebsiella tiirlerinde yiiksek oranda olusur, ¢iinkii bu bakteriye bagh
enfeksiyonlar ¢ok yaygindir ve bir miktar hiicre korumasi saglayan kapsiillerin varligi,
coklu ilag direncine sahip bir akis pompasinin varligi, diren¢ plazmidinin elde edilmesi
ve yayillmasinda daha yiiksek verimlilik nedeniyle organizmaya karsi bagisik olma

olasilig: yiiksektir (Martin and Bachman 2018).

5.5 Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Molekiiler Tespiti

1965'te gozlemlenen ilk kapsamli beta laktamaz spektrumlarindan biri tem enzimidir.
Yunanistan'in Atina kentindeki Temoneira, adim1 E. coli ile enfekte olan hastadan
alimmistir (Kaspersen 2015). Bla tem geni normalde plazmitlerde (enzim kodlamasi)
mevcuttur. Shv enzimleri substrat degiskeni olarak kabul edilmis ve bu nedenle
Degisken Siilfhidrolit'in kisaltmasi olarak adlandirilmaktadir (Paterson and Bonomo
2005).

Bir¢cok K. pneumoniae susunun kromozomlari {izerinde shv enzimleri bulunur, ancak
bunlar plazmit aracili da olabilirler (Miryala et al. 2020). Tem ve shv genlerindeki
mutasyonlar, 6zellikle Klebsiella pneumoniae olmak iizere Enterobacteriaceae ailesinde
1yi karakterize edilmis genis spektrumlu beta laktamaz enzimlerine yol agmaktadir (Ali

et al. 2018).

PCR, mevcut arastirmada antimikrobiyallere direnen belirli genlerin molekiiler olarak
taninmasint tespit etmek i¢in benzersiz birincil diziler kullandi. Bulgular, direng
genlerinin marka enfeksiyonlarindan izole edilen K. pneumonia'ya aktarildigini gosterdi
(Sekil 4.7). Bu ¢alismada, bla shv genini ortaya ¢ikaran sonug (78,2%) ve bla tem geni
(56,5%) (Sekil 4.8, Sekil 4.9) idi. Aljanaby ve Alhasani (2015) sonuglarinda bla shv

geninin prevalansmin %91,66 oldugunu gosterilmistir. Ote yandan, aym ¢aligmada bla
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tem geninin prevalansi (%100) idi. Ahmed vd. (2013) aksine K.pneumoniae izolatinin

(%10) bla shv geni i¢in pozitif oldugunu bulmustur.

ticii ESBL, pozitif ayakta tedavi ve hastane izolatlar1 olmak {izere %43'liniin, 44'liniin
(%87) tem, 39'unun (%69,64) shv ve 27'sinin (%48,21), ¢esitli klinik 6rneklerden elde
edilen K. pneumoniae'de hem tem hem de shv oldugunu gostermistir. Ctx-m beta-
laktamazlar, seftazidim hidrolizinden ziyade segici sefotaksim hidrolizi ile karakterize

edilir, ancak ctx-m-15 gibi bazi ctx-m gruplar1 da hidrolize edilebilir (Mohamed 2018).

Bla genleri, mobil genetik sistemlere dahil edilmistir ve muhtemelen konjugasyon
yoluyla Klinik bakterilere aktarilmistir (Dinatale 2017). Bu bla- ctx-m mobilize genler,
sefotaksim i¢in olan bu toleransi, seftazidim direncinden ¢ok daha biiylik OSlgiide

gelistirir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 ayrica 8 (%34,7) izolatin bla ctx-m geni icin pozitif oldugunu
gosterilmistir (Sekil 4.7). Saudi Arabistan, Misir, fran, Umman, Liibnan, Kérfez
Konseyi, Irak, Kuveyt ve Tiirkiye, ctx-m gelistiren K. pneumoniae izolatlarinin klonal

yayilmasini kaydetti (Zowawi et al. 2014, Yezli et al. 2015).

Ctx-m enzim ireten K. pneumoniae suslarinin yatay gen transferi ve klonal dagilimi da
ctx-m enzimi iireten K. pneumoniae'nin yayilmasindan sorumludur. Ayrica, IYE'ye
neden olan ¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae'de ctx-m'yi viriilans genleri ile
birlestirmek enfeksiyonlar1 siddetlendirebilir ve tedavinin etkinligini azaltabilir

(Derakhshan et al. 2015).

Ekleme dizileri (IS), integronlar ve transpozonlar dahil olmak {izere birkag¢ bla ctx-m
genetik elemaninin, bu genlerin etrafindaki benzersiz genetik elemanlarla baglantisi
tanimlanmistir. IS, bu genlerin asir1 ekspresyonuna katilir ve bunlardan bazilari,
transpozisyon birimlerinin de eklendigi bitisik bir integron yapiya sahiptir. Bu iist
yapilar genellikle plazmitlerde bulunur (Cantoén et al. 2012). Aksine, mevcut ¢alismanin

sonuglar1 sadece 8 izolatin (%34,7) ctxm geni barindirdigint gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Ayrica sonugta 1 (%4,3) izolatin aacCl geni i¢in pozitif oldugu (Sekil 4.7 ve Sekil
4.14), 0 (%0) izolatin aacC2 geni i¢in 0 (Sekil 4.15) tespit edilmistir. Bu sonug, %1,3
izolatlarin aacC1 geni icin pozitif,% 32.7 izolatlarin aacC2 geni i¢in pozitif oldugunu
bulan Li vd. (2012) ile benzerlige sahiptir. Aljanaby ve Alhasani (2015) tarafindan elde
edilen sonug, vakalarin %27,90''nda aacCl geni pozitif bulunurken, vakalarin
%9,30'unda aacC2 geni pozitif bulunmustur. Bu sonug, mevcut sonuglarimiza kiyasla
yiiksek olacaktir, burada elde ettigimiz sonuglar, yalnizca bir izolatin (%4,3) aaccl

barindirdigini, hi¢bir izolatin aacc2 genini igermedigini gostermistir (Sekil 4.13).

63 izolatin aaccl ve aacc2 genlerinin varligi agisindan PCR ile taranan tiimi, 8'i aaccl
(%22.8) ve altist aacc2 (%17.2) i¢in pozitifti (Bahrami Chegeni et al. 2020). Al-
Marzooq vd. (2013) Malezya'da, aacC2 geninin %67,7 ile en yaygin aminoglikozid
direng geni oldugunu ve K. pneumonia izolatlarinda %2,7 aacCl tespit edildigini

aciklamistir.

D smifi laktamazlara oksasilinazlar veya oxa-laktamazlar da denir cilinkii oksalik asidi
benzilpenisilinden daha verimli bir sekilde hidrolize etme kabiliyetine sahiptirler. Bu
enzimler ilk olarak 1960'larda ve 1970'lerde kesfedilmis ve penisilin ve oksasiline karsi
hidrolitik aktivite gostermistir (King et al. 2016). Ayrica sonuglarda ii¢ izolatin (%13)
oxa geni i¢in pozitif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Antimikrobiyal antibiyotik diren¢ genlerinin molekiiler tespitinin sonucu (Sekil 4.7 ve
Sekil 4.11), 3 (%13) izolatin bla-oxa geni i¢in pozitif oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Bu
sonug, bla- oxa geni bulan Sugumar vd. (2014) izolatlarin %46'sinda tespit edilmis ve

benzer olmayan Amirkamali vd. (2017) bla oxa-1 genini (%37,3) elde etmislerdir.

Antimikrobiyal antibiyotik diren¢ genlerinin molekiiler tespitinin sonucu (Sekil 4.7 ve
Sekil 4.12), 10 (%43,7) izolatin ampc geni igin pozitif oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Bu
sonug, ampc genini bulan Gupta vd. (2012) ile yakin sonuglarda olup izolatlarinin %

32'sinde tespit edilmistir.
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Antimikrobiyal antibiyotik diren¢ genlerinin molekiiler tespitinin sonucu (Sekil 4.7 ve
Sekil 4.13), 0 (%0) izolatta bla veb geni igin pozitif oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu sonug
Amirkamali vd. (2017) tarafindan bla veb geni bulan izolatlarin %13,3'linde tespit

edilmistir.
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6.1

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, en yaygin bakteri pseudomonas spp ve ardindan K. pneumoniae idi.

Tim izolatlarin artan ilag direng Ozelliklerini gostermislerdir, 23 izolatin tamami
Amoksisilin ve Seftriaksona karsi tam direngli (%100) ve Amoksisilin +

Klavulanik aside (%91,3) yiiksek diren¢ gostermistir.

Levofloksasin (%17,1), Gentamisin (%13) ve Amikasin'e (%4,3) kars1 diisiik direng

vardir.
Imipenem, 23 izolatin tiimiiniin iiremesini inhibe eden tek antibiyotiktir.

8 gen arasinda bla tem ve bla shv geni yanik enfeksiyonundan K. pneumoniae
izolatlarinda bulunan en baskin genler iken, toplam 23 izolatta veb ve aaccl geni

tasinmamustir.

Oneriler

Bakteriyel enfeksiyona karsi en iyi antimikrobiyalleri aragtirmak i¢in periyodik

olarak antimikrobiyal duyarlilik testi kullanilacaktir.

Yeni antimikrobiyal sentezi, tibbi bitkiler veya kimyasal ham maddelerden

c¢ikartilabilir ve hastanedeki yaniklarin tedavisinde kullanilir.

Ozellikle hastanede cesitli bakteriyel enfeksiyonlara kars1 daha koruyucu dnlemler

alinmasi1 gerekmektedir.
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