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Onsoz

Yapilan literatiir analizi sonucunda bolgemizde Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Klebsiella sp. vb. gibi hastane enfeksiyonlarmma yol agan pek ¢ok gram-negatif
mikroorganizma ile ilgili ayrintili ¢alismalar bulundugu halde, S. maltophilia ile ilgili
olarak biyofilm olusturma kapasitesi gibi virulans ozelliklerini, direng profilini ve
genotipleme ¢alismalarint da igeren arastirma sayisinin ¢ok olmadigi goriilmiistiir.
Bu caligmanin bdlgemizden izole edilen S. maltophilia’nin direng profili, 6zellikle
direngli kokenlerin hastane ortaminda yayilimi, epidemiyolojisi ve virulans
Ozellikleri hakkinda 6nemli bir veri kaynagi olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica hastane
enfeksiyonuna yol agan diger direncli mikroorganizmalar arasinda fark edilmeyerek
potansiyel tehlike olusturan S. maltophilia’nin yeri ve 6nemi konusunda fikir
vereceginden saglik personeli tarafindan uygulanacak tedavi ve alinmasi gereken

onlemler bakimindan da yol gosterici olmasi beklenmektedir.
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Ozet

Klinik Stenotrophomonas maltophilia Kokenlerinin Antibiyotik Duyarhhiklari,
Genotipik Profilleri ve Biyofilm Olusturma Yetenekleri

Nonfermentatif, gram-negatif basil, Stenotrophomonas maltophilia siklikla solunum
sistemi, iiriner sistem ve yara infeksiyonlarindan izole edilen firsat¢1 bir patojendir.
Genellikle hastanelerin yogun bakim tinitelerinde salginlara yol agan S. maltophilia,
biyofilm olusturma yetenegi ve birgok antibiyotige dogal direngli olma gibi
ozelliklerinin bir sonucu olarak tedavisi gii¢ enfeksiyonlara neden olmaktadir. S.
maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SXT)
ilk segenek olmaktadir. Fakat son yillarda az da olsa bu antibiyotige karsi gelisen
direng, diger tedavi seceneklerinin veya yeni antibiyotiklerin arastirilmasi konusunu
giindeme getirmistir. Bu ¢alismada S. maltophilia izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklari, genotipik dagilimi ve biyofilm olusturma kapasitelerinin arastirilmasi

ve degerlendirilmesi amaglanmustir.

Bu c¢alismada, rutin olarak test edilmis en az bir antibiyotige karsi orta duyarl veya
direncli bulunan 13 klinik S. maltophilia izolati degerlendirildi. izolatlar, 2015
yilinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan elde edildi. Bu izolatlarin
siprofloksasin ~ (CIP), levofloksasin (LEV) ve moksifloksasin (MOK)
antibiyotiklerine karsi duyarliliklari mikrodiliisyon yontemiyle, biyofilm olusturma
yetenegi kristal viyole yontemi ile arastirildi. Izolatlar ayrica M13 universal
primerleri ile yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucunda molekiiler olarak

tiplendirildi.

Mikrodiliisyon testi sonuglarina gore CIP, LEV ve MOK ig¢in sirasiyla minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) araliklar; 2-32 pg/ml, 0,5-16 pg/ml ve < 0,125-8
ng/ml, MiKso/MiKgy degerleri; 4-16 pg/ml; 2-8 pg/ml ve 0,125-4 pg/ml olarak
bulundu. Kristal viyole testinin verilerine gore, 13 izolattan ikisinin orta diizey
digerlerinin giligli biyofilm olusturdugu tespit edildi. Molekiiler tiplendirme
sonucunda klonal yakinlig1 olan ii¢ temel grup ve alt gruplar tespit edildi. Ancak bu
gruplar arasinda antibiyotik duyarliliklar1 ve biyofilm olusturma 6zelliklerine gore
siniflama yapabilmeyi kolaylastirabilecek ortak veya ayirt edici bir profil

gozlenmedi. Bu c¢alismadaki duyarlhilik ile ilgili bulgular ve S. maltophilia



izolatlarinin yiiksek diizey biyofilm olusturma egilimi olduguna dair veriler
Avrupa’da ve Tirkiye’de yapilan diger ¢alismalardakilere benzemektedir. Sonug
olarak bu galismanin, S. maltophilia’nin direng profili, yayilimi, epidemiyolojisi ve
virulans o6zellikleri konusunda 6nemli bir veri kaynagi olacagi diisiiniilmektedir.
Hastanedeki salgilarin onlenmesi i¢in nozokomiyal firsat¢1 patojenlerin varligi
arastirtlirken S. maltophilia’nin da etken olabilecegi diisiiniilmelidir. S. maltophilia
ile ilgili epidemiyoloji, virulans faktorleri ve direng¢ mekanizmalari konusundaki

calismalar desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia; biyofilm; antibiyotik direnci;

molekiiler tiplendirme



Abstract

Antibiotic Susceptibilities, Genotype Profiles and Biofilm Forming Abilities of
Clinical Stenotrophomonas maltophilia Strains

Nonfermentative, gram-negative bacilli Stenotrophomonas maltophilia is an
opportunistic pathogen that is often isolated from respiratory system, urinary tract
and wound infections. S. maltophilia, which usually leads to outbreaks in the
intensive care units of hospitals, causes refractory infections as a result of its ability
to form biofilms and natural resistance to many antibiotics. Trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SXT) is the first choice for the treatment of S. maltophilia
infections. However, in recent years, the resistance against this antibiotic has been
raised slightly, and other treatment options or new antibiotics have been investigated.
The aim of this study is to investigate and evaluate the antibiotic susceptibility,

genotypic distribution and biofilm forming capacity of S. maltophilia isolates.

In this study, 13 clinical S. maltophilia isolates which found to be intermediate
susceptible or resistant to at least one antibiotic routinely tested were evaluated. The
isolates were obtained from the Ege University Faculty of Medicine Medical
Microbiology Department Bacteriology Laboratory culture collection in 2015. The
susceptibility of these isolates to ciprofloxacin (CIP), levofloxacin (LEV) and
moxifloxacin (MOK) antibiotics were investigated by microdilution method and the
ability of biofilm formation was investigated by crystal violet method. The isolates
were also molecularly typed by polymerase chain reaction (PCR) performed with

M13 universal primers.

According to the microdilution test results, CIP, LEV and MOK minimum inhibition
concentration (MIC) ranges were found to be 2-32 pg/ml, 0,5-16 pg/ml, < 0,125-8
ug/ml, and the MICso/MICqyy values were found to be 4-16 pg/ml; 2-8 pg/ml and
0,125-4 ug/ml, respectively. According to the data from the crystal violet test, two of
the 13 isolates were determined as medium-level and the others strong-level biofilm
producers. Molecular typing revealed three main groups and subgroups with clonally
related. However, no common or distinctive profile was observed to facilitate
classification according to the antibiotic susceptibility and biofilm formation
characteristics of these groups. These findings regarding the sensitivity of the studies
and data that isolates of S. maltophilia tend to generate high levels of biofilms

v



resemble those in other studies conducted in Europe and Turkey. In conclusion, this
study is thought to be an important source of data on resistance profile, spread,
epidemiology and virulence properties of S. maltophilia. While investigating the
presence of nosocomial opportunistic pathogens to prevent outbreaks in the hospital,
it should be thought that S. maltophilia may also be a causative agent. Studies on
epidemiology, virulence factors and resistance mechanisms related to S. maltophilia

should be supported.

Key words: Stenotrophomonas maltophilia; biofilm; antibiotic resistance; molecular

typing
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1. Giris

Stenotrophomonas maltophilia yogun bakim f{initeleri (YBU) ve immiin sistemi
zayiflamis olan bireylerde yaygin olarak goriilen enfeksiyonlarla iliskili patojen
mikroorganizmalardir. Siklikla eriskinlerin orofarinkslerinden, balgamlarindan izole
edilen, nonfermentatif, gram-negatif basil morfolojisinde olan S. maltophilia, 6nceki
yillarda Pseudomonas genusundaki bakteriler arasinda siniflandirilmis firsatgr bir
patojendir. Solunum sistemi, {iriner sistem ve yara enfeksiyonlar: gibi farkli klinik
tablolarda etken olarak tespit edilebilmekte, 0zellikle menenjitli hastalarin
serebrospinal sivilarindan, bacak iilserleri ve yanak mukozasi lezyonlarindan, kistik
fibrozisli hastalardan da siklikla izole edildigi bildirilmektedir. Son zamanlarda ise
endokardit etkeni olarak da izole edildigi gozlenmektedir. Hastane personelinin
elleri, kontamine dezenfektan soliisyonlari, kontamine hastane sulari ile salginlara
yol acabilmektedir. Hastane disinda nadiren etken oldugu ve sadece insanlarda degil
hayvanlarda da hayat: tehdit eden enfeksiyonlara neden oldugu belirtilmektedir. Ileri
yas, prematiirite, cerrahi instrimentasyon, diyabet, hematolojik malignite, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi risk faktdrlerini tastyan YBU hastalarinda
enfeksiyon etkeni olarak S. maltophilia gibi patojenlerin varligi da mutlaka
arastirtlmalidir. Hastanede S. maltophilia klinik suslarinin neden oldugu salginlar
izlenirken, antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi gibi fenotipik yontemler veya
ayrim giicli daha yiiksek olan molekiiler yontemler ile olasi klonalite aragtirilmalidir
(Abbasi 2009, Brooke 2012, Gulcan 2004, Diilger ve Berktas 2007, Pien 2015,
Schaumann 2008, Sen 2017, Yildirim 2009).

S. maltophilia beta-laktamaz, aminoglikozid asetiltransferaz ve eritromisini inaktive
eden enzimleri ve disa atim pompalar1 kodlayan genleri sayesinde birgok antibiyotige
dogal (intrensek) olarak direng gostermektedir. Trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-
SXT) S. maltophilia enfeksiyonlari i¢in en etkin antibiyotik olarak kullanilsa da son
yillarda bu ilaca direncin konu edildigi yeni ¢aligmalara rastlanmaktadir.
Florokinolon grubu ilaglar da S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Buna bagli olarak da o6zellikle levofloksasin (LEV) direnci artis
gostermektedir. YBU’de yaygm goriilen nonfermentatif gram-negatif bakterilerde
antibiyotik direng oranlar1 yiiksek oldugundan, tedavide karbapenemler gibi genis
spektrumlu antibiyotikler tercih edilmektedir. Ayni zamanda karbapenemlere dogal

diren¢li olan S. maltophilia gibi firsat¢1 patojenlerle iligkili enfeksiyonlar gézden



kagabilmekte ve tedavi giliglesebilmektedir. S. maltophilia cansiz ylizeylerde,
prostetik materyaller {izerinde (santral vendz kateter, iiriner sistem kateterleri,
kardiyak kapaklar vb.) adezyon ve biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Ayrica
akciger hiicreleri tizerinde de biyofilm olusturabilmektedirler. Biyofilm, bakterilerin
topluluk halindeyken olusturduklar1 ekzopolisakkarid bir tabaka ile kendi gevrelerini
kusatmasi ve sabit bir yiizeye tutunmasi ile olusur. Cevresel kosullardan
etkilenebilen biyofilm olusturma yetenegi dogrudan bir direng mekanizmasi degildir
ancak diren¢ oranlarmin artisina neden olan bir virulans 6zeligidir (Brooke 2012,
Gulcan 2004, Kandemir 2007, Pien 2015, Sen 2017, Yildirim 2009).

Bu ¢alismada, benzer antibiyotik duyarlilik profili ve biyofilm olusturma yetenegi
gosteren suslarin ayni klona ait olabilecegi ve hastane icerisinde ayni klona ait olan
izolatlarin belli birimlerde yaygin olabilecegi hipotezi degerlendirildi. Bu
degerlendirmeyi yapabilmek icin, E. U. Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Bakteriyoloji Laboratuvari’ na 2015 yili igerisinde gelen ¢esitli klinik drneklerden
izole edilen S. maltophilia kokenlerinin ¢esitli antibiyotiklere karsi duyarlilik
ozellikleri, genotipleri ve biyofilm olusturma kapasitesinin ve elde edilen verilerin

birbirleriyle olan iligkisinin arastirilmasi amaglandi.

2. Genel Bilgiler
2.1.Stenotrophomonas maltophilia

Cevrede yaygin olarak bulunan aerobik, nonfermentatif, Gram-negatif basillerdir.
Ozellikle immiin sistemi zayif olanlarda hastane kaynakli enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Bakteremi, solunum yolu enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, deri
ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit ve menenjit gibi pek c¢cok klinik
enfeksiyonda oOzellikle de ventilator ile iligkili pnomonide etken olarak izole
edilmektedir. Hematolojik malignite, YBU’de olma, santral venoz kateter kullanimi,
yakin zamanda gecirilen cerrahi operasyon, ventilator kullanimi, daha Once
kullanilmig olan genis spektrumlu antibiyotikler, 6zellikle de karbapenem kullanimi
kolonizasyon ve enfeksiyon i¢in risk faktorleri arasindadir. Karbapenemler dahil pek
cok antibiyotik S. maltophilia’ ya kars1 etkili olmadigindan tedavileri gii¢ olmaktadir.
Siklikla bakteriyemi ve pndmoni sonucu 6lim goriiliir (Ciragil 2014, Cikman 2016,

Pien 2015, Sen 2017).



Tedavide ilk tercih edilen ilag TMP/SXT’ dir. Kinolon grubundan LEV, S.
maltophilia tedavisinde en sik kullamlan antibiyotiklerdendir. Ozellikle yeni nesil
kinolonlarin ¢ok etkili oldugu bildirilmektedir. Ayrica doksisiklin ve seftazidim
(CAZ) de etkilidir. Ancak CAZ ile ilgili olarak Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (Clinical Laboratory Standards Institute: CLSI) duyarliligin test edilmesini
Onerirken Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Avrupa Komitesi (The European
Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing: EUCAST) beta-laktamlarin
hi¢biri i¢in test yapilmasini 6nermemektedir (Ciragil 2014, Kandemir 2016, Pien
2015, Tanriverdi Cayc1 2013).

S. maltophilia’ nin florokinolon direncinde SmeABC, SmeDEF gibi aktif disa atim
pompalarinin, ek olarak bir fosfoglukomutaz olan SpgM’nin rol oynadig
bildirilmektedir (Ciragil 2014, Pien 2015). S.maltophilia, dis membran
gecirgenliginde azalma, efluks pompa genlerinin ekspresyonunu artirma, cesitli
enzimlerin tretimi (aminoglikozid modifiye eden enzim, beta-laktamaz vb.) gibi
mekanizmalar ile aminoglikozidler, beta-laktamlar, tetrasiklinler gibi pek ¢ok genis
spektrumlu antibiyotige direng gosterdiginden klinisyenlerin ampirik tedavi
seceneklerini oldukc¢a kisitlamaktadir. Antibiyotiklere duyarli ve direngli bakterilerin
orani cografi bolgelere ve hastanelere gore degisebildiginden sik araliklarla direng
gelisiminin izlenmesi ve hastane igerisinde olasi salginlarin belirlenebilmesi i¢in
suglarin klonal profilinin gosterilmesi Onerilmektedir (Diilger ve Berktas 2007,
Schaumann 2008, Ozkaya 2014, Tanriverdi Cayc1 2013, Tiirk Dag1 2011).

S. maltophilia iilkemizde ve tiim diinyada yaygin olarak giderek artan oranlarda,
hastane ortami ve hastane dis1 olmak lizere pek ¢ok cevreden ve cografi bolgeden
izole edilebilmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) S. maltophilia’ y1 diinya
capinda onde gelen hastane enfeksiyonu kaynagi direngli patojen mikroorganizmalar
arasinda gostermektedir. "Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends"
programi 2012 yilinda S. maltophilia’ nin Asya-Pasifik iilkelerinde (Avustralya, Cin,
Hong Kong, Malezya, Yeni Zelanda, Filipinler, Singapur, Giliney Kore, Tayvan,
Tayland ve Vietnam) intra-abdominal enfeksiyona neden olan ilk dort patojenden
biri oldugunu rapor etmistir. "SENTRY Antimicrobial Surveillance" programi 2012
yilinda S. maltophilia’ nin Brezilya, Arjantin, Meksika ve Sili’de pnémoniye yol

acan ilk 10 patojen arasinda yer aldigini bildirmistir (Brooke, 2014).



2.2.S. maltophilia enfeksiyonlarinda sik kullanilan antibiyotikler

Trimetoprim (TMP): Antimetabolit etkili bir ajandir. Dihidrofolat rediiktazi inhibe
edip dihidrofolatin  tetrahidrofolata donligmesini  engelleyerek  folik  asit
metabolizmasini etkiler. Bu inhibisyon sonucu timidin, metiyonin, glisin ve bazi
pirinlerin olusumu engelendiginden DNA ve RNA sentezi bozulur. Siklikla
sulfametoksazol ile kombine halde kullanilarak folik asit sentezinin iki basamagina
etkili sinerjistik bir etki olusturulur. Bircok gram pozitif ve gram negatif

organizmaya kars1 etkilidir (Abbasoglu ve Onurdag 2011, Aydin 2014).

Kinolonlor: Bakteride DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde gérev alan
DNA topoizomeraz tip Il (giraz) veya topoizomeraz tip IV enzimlerini inhibe ederek
etki gosteren, yapilarinda kinolin halkasi igeren sentetik kemoteropotik ajanlardir.
Gram-pozitiflerde ana hedef topoizomeraz tip IV olurken gram-negatiflerde DNA-
giraz’in A alt initesidir. ilk kullanilan gram-negatif etkinligi bulunan nalidiksik
asitten sonra iki halkali kinolon ¢ekirdeginde yapilan degisikliklerle gram-negatiflere
ve gram-pozitiflere etkili florokinolonlar gelistirilmistir. Bunlar; genis spektrumlu
olan siprofloksasin (CIP), LEV ve ofloksasin (OFL) ile ¢ok genis spektrumlu olan
moksifloksasin (MOK), gatifloksasin, klinafloksasin ve trovafloksasindir (Abbasoglu
ve Onurdag 2011, Aydin 2014).

Kloramfenikol (CAP): Kloramfenikol ilk kez Streptomyces venezuelae tiirii
bakteriden elde edilmis, ancak giliniimiizde sentetik olarak iiretilebilen bir
antibiyotiktir. Genis spektrumlu ve bakteriostatik etkili bir ajandir. Etkisini, 50S
ribozomal alt {nitenin peptidil transferaz boliimiine geri doniistimlii olarak
baglanarak ve bunun sonucunda peptid uzamasmin inhibisyonuna neden olarak
gosterir (Abbasoglu ve Onurdag 2011, Aydin 2014).

Seftazidim (CAZ): Sefalosporin grubunda, 3.kusakta yer alan genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Sefalosporinler Cephalosporum acremonium mantarindan elde edilen,
7-aminosefalosporanik asit yapisini iceren maddelerdir. Hiicre duvar sentezinin
transpeptidasyon basamagini inhibe ederek bakterisidal etki gosterirler. Genis
(broad) spektrumlu iiglincii kusak ve genisletilmis (extended) spektrumlu dordiincii
kusak sefalosporinler Enterobacteriaceae iiyelerinin ¢oguna ve Pseudomonas

aeruginosa’ ya kars1 etkilidir (Abbasoglu ve Onurdag 2011, Aydin 2014).



Minosiklin (MN): Kolay emilen ve yar1 émrii uzun olan bir tetrasiklin tiirevidir.
Tetrasiklin ilk olarak Streptomyces rimosus isimli bakteriden elde edilmistir.
Tetrasiklinler, naftasenkarboksiamid yapisindan tiiremis, genis spektrumlu,
bakteriyostatik etkili antibiyotiklerdir. Ribozomlarin 30S alt {initesine reversibl
baglanarak aminoagil-transfer RNA (tRNA)’ nin 30S ribozom ile mRNA’ nin
olusturdugu komplekse baglanmasini engeller ve bu yolla protein sentezini durdurur.

(Abbasoglu ve Onurdag 2011, Aydin 2014).

2.3.Biyofilm olusumu

Bakterial aderans (tutunma) mukozal yiizeylerde veya protezlerde biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarin patogenezinde ilk basamagi olusturmaktadir. Klinik ve c¢evreden
izole edilen S. maltophilia suslarinin abiyotik ve canli yiizeylere tutunma 6zelliginin
oldugu bilinmektedir. Biyofilm olusumu 06zellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda
onemlidir. Mikroorganizmalarda biyofilm olusumu, opsonofagositozdan ve
antibiyotiklerin etkisinden koruyan etkisi nedeniyle ozellikle zayif immunitesi
olanlarda kronik enfeksiyon ve sepsise neden olabilmektedir (Bonaventura 2007,
Temel ve Erag 2018, Wang 2016). S. maltophilia’ nin biyofilm olusturma yetenegine
katk1 saglayan mekanizmalarla 1ilgili olarak heniiz kapsamli arastirmalar
yapilmamistir. Ancak son zamanlarda rmlA ve rpfF genlerindeki mutasyonlarin
biyofilm olusumunu azalttig1 yoniinde bulgular ifade edilmektedir. Fosfoglukomutaz
(phosphoglucomutase: PGM) enzimini kodlayan spgM geninin de biyofilm olusumu
ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Zho 2014).

2.4.Molekiiler tiplendirme

Mikroorganizma salginlarin ¢ogunun ortak bir etkene bagli olarak gerceklestiginden
enfeksiyon hastaliklarinin  epidemiyolojisinde izole edilen mikroorganizmalar
arasindaki iligkinin, genetik olarak ayni ya da ¢ok yakin olan organizmalarin
varliginin gosterilmesi biiylikk 6nem tasimaktadir. Bu amagla 1980’lerin basindan
itibaren, klasik olarak kullanilan tipleme yontemleri (biyotipleme, serotipleme,
bakteriyofaj tipleme, bakteriyosin tipleme, antibiyogram gibi fenotipik belirtecler
vb.) yerine, molekiiler yontemler kullanilmaya baslamistir. Bu yontemler arasinda;
restriksiyon enzim analizi (Restriction Fragment Length Polymorphism: RFLP),
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Darbeli Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis: PFGE) bulunmaktadir (Yage1 2001, Cetinkaya ve Ayhan 2012).



3. Gerec ve Yontem
3.1.Gerec
3.1.1. Bakteriler, identifikasyon ve rutin antibiyotik duyarhhk testleri

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Tibbi Mikrobiyoloji Bakteriyoloji
Laboratuvar1’ na Ocak-Aralik 2015 tarihleri arasinda gelen kan, siiriintii, idrar, BOS
gibi ¢esitli klinik 6rneklerden uygun besiyerine ekilerek iiretilmis ve etken oldugu
kabul edilen mikroorganizmalarin identifikasyonu Maldi-TOF MS yontemi (Vitek
MS, BioMerieux, Fransa) ile yapildi. Izole edilen S. maltophilia bakterilerinin
antibiyotik duyarliliklart CLSI (2015) onerileri dogrultusunda yapilan rutin testlerle
degerlendirildi. TMP-SXT, LEV ve MN duyarhliklar1 Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle, CAP ve CAZ duyarlhiliklari duyarhiliklar1 gradiyent-test (E-test,
BioMerieux, Fransa) ile belirlendi. Test edilen antibiyotiklerden en az birine orta
duyarl veya direngli oldugu tespit edilen izolatlar ¢calismaya dahil edildi. Gliserinli
(%10) BHIB igerisinde stoklanarak c¢alismaya kadar -80°C’de kiiltiir dolabinda
saklandi. S.maltophilia ATCC 13637, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 kontrol kokenleri olarak kullanildi.

Tablo 1. CLSI (2015) kriterlerine gore antibiyotiklerin duyarlilik ve direng sinir

degerleri

Zon gap1 MIK

(mm) (ng/ml)

Antibiyotikler >R I >S5 >R I >S
MN-30 pg (Oxoid) 19 1518 14 16 8 4
SXT-25 pg (Oxoid) 16 11-15 10 4/76 - 2/38
LEV-5 pg (Oxoid) 17 1416 13 8 4 2
CAP-gradient test (Biomerioux) 32 16 8
CAZ-gradient test (Biomerioux) 32 16 8

R: Direngli, I: Orta duyarli, S: Duyarli, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon

3.1.2. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen antibiyotikler ve stok
soliisyonlar1

Toz halindeki CIP (Kogak Farma, Tiirkiye), LEV (Kogak Farma, Tiirkiye) ve MOK

(Bayer, Tirkiye) stok g¢ozeltilerinin hazirlanmast CLSI kriterlerine uygun olarak
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asagida verilmis olan formiile gore yapildi. Antibiyotik stok soliisyonlar1 0,2 um por
capindaki membran filtrelerden (Sartorius, Almanya) gegirilerek steril edildi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Stok soliisyon hazirlama formiilii; W= Antibiyotik agirligi (mg)
W=1000xV xC P= Potens (ug/mg)
P V= Hacim (ml)

C= Final konsantrasyon (pg/ml)

3.1.3. Malzemeler, kimyasallar, besiyerleri ve ¢ozeltiler
3.1.3.1.Besiyerleri

1- Brain-Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid, Birlesik Krallik)
2- Gliserinli (%10) BHIB

3- Eosine Methylene Blue Agar (EMB) (Merck, Almanya)

4- MacConkey Agar (Merck, Almanya)

5- Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck, Almanya)

6- Mueller Hinton Broth (MHB) (Oxoid, Birlesik Krallik)

7- Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya)

Toz halindeki besiyerleri firma onerileri dogrultusunda gerekli miktar distile su ile
karigtirlldt ve otoklavda steril edildi. Agarli besiyerleri steril petri kaplarina

dokiilerek oda sicakliginda katilagsmaya birakildi.

Katyon ekli MHB (KE-MHB) hazirlamak i¢in 0,75M CaCl,.2H,0 ve 0,82M
MgCl,.6H,0 stok soliisyonu hazirlandi ve MHB besiyerine otoklavlamadan once

ilave edildi.
Besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

3.1.3.2.Cozeltiler
1.Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu (5X):
Belirtilen kimyasal maddeler tartildiktan sonra distile su ile 1000ml’ ye

tamamlandi1 ve otoklavda steril edildi. 1X TBE elde etmek ic¢in ise distile su ile

seyreltme yapildi.



Trisma base (Bioshop, Kanada) 53,919
Borik asit (Sigma-Aldrich, Birlesik Devletler) 27,52 ¢
Na,EDTA (Applichem, Almanya) 3,729

Fizyolojik tuzlu su (FTS): NaCl (Merck, Almanya), distile su icerisinde % 0,9
oraninda olacak sekilde tartildi ve ¢ozildiir. Otoklavlanda sterilize edildikten
sonra +4 °C’ de saklandi.

Fosfat Tamponu (Oxoid, Birlesik Krallik): 100 ml distile suda 1 tablet ¢oziildii
ve otoklavlanda sterilize edildikten sonra kullan 1ld1.

. Kristal viyole cozeltisi (% 0,1’lik): Gereken miktar kristal viyole (Sigma-
Aldrich, Birlesik Devletler) tartild1 ve distile suda ¢oziildiikten sonra kaba kagit

filtre ile siiziilerek iri partikiiller uzaklastirildi.

3.1.4. Molekiiler Tiplendirmede Kullanilan Madde ve Malzemeler
3.1.4.1.PZR i¢in gerekli malzemeler

. dNTP karisimu (2pmol her biri) (Fermentas, Birlesik Devletler): (2.5 mM/her
biri, toplam 10mM) alikotlanarak -20°C’de saklandi.

. Taq DNA polimeraz (Fermantas, Birlesik Devletler):

10X Taq buffer

25 mM MgCl,

S5U/ul

Primerler

M13 Geri; 5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GA-3’

M13 ileri; 5°-GTA AAA CGA CGG CCA GTG AA-3’

Primerler {iretici firma Onerileri dogrultusunda 100pmol konsantrasyonda

hazirland: ve alikotlanarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.1.4.2.PZR iiriinlerini goriintiilemek icin kullanilan malzemeler

. Agaroz (Sigma-Aldrich, Birlesik Devletler): PZR iiriinlerinin elektrik alanda
yiiriitiilecegi jel ortamini hazirlamak i¢in gerekli miktarda toz tartilarak, 1X TBE
tamponunda ¢oziildii ve eritildikten sonra Safeview DNA boyas: ilave edilerek
tarak yerlestirilmis olan jel tepsisine dokiildii.

SafeView DNA boyas1 (ABM, Kanada): Agaroz jel hazirlanirken jel tepsisine

dokiilmeden once 10ul/100 ml oraninda ilave edildi.



3. 6X-Jel yiikleme boyas1 (Fermentas, Birlesik Devletler): PZR firiinlerinin ve
belirtegin jele yiikklenmesi sirasinda 1/6 oraninda karistirilarak kullanildi.

4. Merdiven (Belirte¢-50bp) (Fermentas, Birlesik Devletler): PZR iirtinleri ile
baraber jele yiiklenerek goriintiilenecek bantlarin yerlerini dogrulamak amaciyla

kullanildi.

3.2.Yontem
3.2.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Rutin testler sonucu TMP-SXT, LEV, MN, CAZ veya CAP antibiyotiklerinden en az
birine orta duyarli veya direngli bulunan 13 S. maltophilia izolatinin ve ayrica E. coli
ATCC 25922 ile P. aeruginosa ATCC 27853 kontrol kokenlerinin CIP, LEV ve
MOK antibiyotiklerine karsi duyarliliklari, CLSI (2015) Onerilerine gore
mikrodiliisyon testi ile belirlendi ve ¢ikan sonuglar duyarli (S), orta duyarli (I),
direncli (R) olarak degerlendirildi.

Ik olarak, stoklanmis olan bakteri kiiltiirleri EMB ve Mac Conkey agar besiyerine
ekildikten sonra 18-24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilarak canlandirildi.
Hazirlanan taze kiiltiirler fizyolojik tuzlu su FTS igerisinde 0,5 McFarland standardi
bulanikligina (10-10% CFU/ml) getirildikten sonra KE-MHB besiyeri igerisinde
1:100 oraminda (10°-10° CFU/mI) seyreltildi (100 ul bakteri siispansiyonu + 9,9 ml
MHB besiyeri).

Plastik, U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklarin kuyucuklarina ilk olarak 50’ser ul
MHB besiyeri ilave edildi. Daha sonra mikroplak iizerindeki kuyucuklarm ilk
sirasina CIP, LEV ve MOK antibiyotiklerinin, ilk kuyularda olmasi istenen son
konsantrasyonun dort kati konsantrasyondaki stok cozeltilerinden 50°ser pl ilave
edildi.

Bu kuyulardan yan kuyucuklara sirayla 50°ser pl aktarilarak ¢ift katli seri diliisyonlar
hazirlandi. Serilerin son kuyucuklarina antibiyotik ilave edilmedi ve tireme kontrolii

(UK) igin ayrild.

Son olarak 1:100 oraninda seyreltilen bakteri siispansiyonlarindan 50’ser ul alinip
mikroplaklardaki kuyucuklar iizerine eklenerek antibiyotik diliisyonlariyla biraraya
getirildi.



Plaklar 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda goz ile degerlendirildi. Uremenin
goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlendi. Testler ii¢ tekrarli olarak
gergeklestirildi (Sekil 1).

MIK MIK

o TR
) .
f i o
g o r
LA -
i % ot
e 2

LT

>

"\

Sekil 1. Mikrodiliisyon testi.
MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon, CIP: siprofloksasin, LEV: levofloksasin,
MOK: moksifloksasin, UK: iireme kontrolii.

3.2.2. Molekiiler Tiplendirme

Rutin testler sonucu TMP-SXT, LEV, MN, CAZ veya CAP antibiyotiklerinden en az
birine orta duyarli veya direngli bulunan 13 izolat ve S. maltophilia ATCC 13637
kontrol susu M 13 primerleri kullanilarak tiplendirildi (Biiyiik 2017).

3.2.2.1. Kalip DNA’nin ekstraksiyonu

Bakterilerin Kkati besiyerinde {iretilmis taze kiltiirlerinden bir koloni alinarak,

eppendorf tiiplere dagitilmis 200 uL steril distile su igerisine siispande edildi.

Bakteri siispansiyonlar1 10 dk vortekslendi ve 1sitici blokta 95-100 °C’de 10 dk

inkiibe edildi. Siire sonunda buz igerisine alinarak hizla sogutuldu.

Siispansiyonlar 10dk 14.000g’de santrifiijlendikten sonra ayrilan siipernatant kismi

alikotlanarak PZR’de kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
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3.2.2.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Uygun oranlarda 10X tamponu, dNTP, M13 primerleri, Taq polimeraz ve kalip DNA
ile PZR karisimi hazirlandi ve 1s1 dongii cihazinda (Techne, TC 312, Bibby Scientific
Ltd., Birlesik Krallik) ilgili kistmlarin amplifikasyonu saglandi.

PZR Karisimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (ul)

Deiyonize su 27,5
10X Taq buffer

MgCl, (25 mM)

dNTP (2 pmol)

Primer M13-Geri (100 pmol/ul)
Primer M13-ileri (100 pmol/ul)
Taq polimeraz (5U/ul)

Kalip DNA

Toplam 50

N O B -, 01 00 O

PZR Program

94°C’de 5 dk. denatiirasyon 7
40°C’de 5 dk. primer baglanmast 2 dongi
72°C’de 5 dk. primer uzamast

40°C’de 1 dk. denatiirasyon

J \

40°C’de 1 dk. primer baglanmasi > 40 dongii

72°C’de 1 dk. primer uzamasi B

3.2.2.3.Goriintiileme ve genotipik analiz

Amplifiye edilen PZR driinleri %1,5 agaroz igeren jele yiiklendikten sonra
elektroforez cihazinda (Bio-Rad, Birlesik Devletler) 1X TBE tamponu ile 100 Volt
ile 60 dK siire ile yuriitiildi. Elektroforez sonrasinda goriintiileme sistemi Fusion FX7
(Vilber Lourmat, Fransa) ile iriinler UV 151k altinda goriintiilendi ve fotograflar
cekildi. Bu fotograflar iizerinden genotip gruplarmin analizi PyElph bilgisayar
programi ile yapildi (Pavel ve Vasile 2012)
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3.2.3. Biyofilm olusturma yeteneginin belirlenmesi

Kristal viyole yontemi ile arastirildi (Rossi 2009, Zhou 2014). Bu yontemde steril 96
kuyucuklu diiz tabanli polisitiren mikroplaklar kullanildi. Rutin testlerde en az bir
antibiyotige orta duyarli veya direngli bulunan 13 izolatta biyofilm olusturma
kapasitesi arastirildi. Kontrol koken olarak S. maltophilia ATCC 13637 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 kullanildi. Calismalar {i¢ tekrarli olarak yapildi.

Ik olarak plaklardaki her bir kuyucuga 180 ul Tryptic Soy Broth (TSB) besiyeri
dagitildiktan sonra 0,5 McFarland standardi bulanikligina ayarlanmis bakteri
stispansiyonlarindan 20 pl eklenip 35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrol olarak sadece besiyeri iceren kuyucuklara bakteri siispansiyonu yerine 20 pl

daha besiyeri eklendi.

Inkiibasyon sonunda mikroplaklar bosaltilip fosfat tamponu (PBS) ile 3 defa yikandu.
Kuyucuklarda meydana gelen biyofilm tabakasini fikse etmek i¢in kuyucuklara 180
ul %95°lik (v/v) etanol dolduruldu ve 20 dk sonra bosaltildi, plaklar ters gevrilip
kurumaya birakildi. Daha sonra kuyucuklar 180 pl % 0,1°lik (w/v) kristal viyole
¢ozeltisi ile dolduruldu ve 20 dk. bekledikten sonra bosaltild1 (Sekil 2).

Sekil 2. Kristal viyole yontemi ile kokenlerin biyofilm olusturma yeteneginin

belirlenmesi

Kuyucuklardaki biyofilm tabakasina tutunan boya %95°lik (v/v) etanol ile 20 dk.
stire ile ¢oziliip, kuyucuklardaki icerik 96 kuyucuklu U tabanli bir bagka mikroplak
icine aktarildi. Kuyucuklardaki icerigin absorbans degeri, mikroplaka okuyucuda
(Thermo Scientific-Varioskan Flash, Birlesik Devletler) 540 nm (ODsg) dalga
boyunda o6lgiildii. Sadece besiyeri iceren negatif kontrol kuyucuklarinin optik

dansitelerinin ortalamasina, bu kuyucuklarla hesaplanan standart sapma (SD:
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standard deviation) degerinin 3 kati eklenerek sinir deger (cut-off: ODc) belirlendi.
Bu deger ile asagidaki esitlikler kullanilarak biyofilm olusturan suslar degerlendirildi

ve biyofilm diizeyleri zayif, orta ve gii¢lii olmak tizere siniflandirildi.

Negatif: OD izolat < ODc

Zayif: ODc < OD izolat <2 x ODc
Orta: 2 x ODc < OD izolat <4 x ODc
Giiglii: 4 x ODc < OD Izolat

4. Bulgular

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji, bakteriyoloji
laboratuvarinda 2015 yilinda izole edilen S. maltophilia kokenleri arasindan rutin
testler sonucu TMP-SXT, MN, LEV, CAZ, CAP antibiyotiklerinden en az birine orta
duyarli veya direngli 13 izolat ile c¢alisildi. Bu izolatlarda CLSI kriterlerine gore
mikrodiliisyon yontemi ile CIP, LEV, MOK duyarliliklar1 test edildi, kristal viyole
yontemi ile biyofilm olusturma kapasiteleri test edildi ve M13 primerleri ile PZR

yapilarak molekiiler tiplendirme yapildi.

Mikrodiliisyon testi sonuglarina gore MiK araliklari; CIP: 2-32 pg/ml, LEV: 0,5-16
ug/ml, MOK: < 0,125-8 pg/ml olarak belirlendi. CIP, LEV ve MOK igin
MiKso/MiKgo degerleri sirasiyla; 4-16 pug/ml; 2-8 pg/ml ve 0,125-4 pg/ml olarak
bulundu. Bazi izolatlarda rutin testlerde disk difiizyon testi ile LEV duyarliliklarinin
degerlendirmeleri ile mikrodiliisyon testi sonuclarinin degerlendirmeleri arasinda
yaklasik bir diliisyon fark bulunmaktadir. Rutin testlerde yapilan disk difiizyon
sonucuna gére LEV’ ye direngli bulunan 16 numarali izolat ile orta duyarli bulunan
27 numarali izolat, mikrodiliisyon testi sonucuna gore duyarli olarak
degerlendirilmistir. Benzer sekilde 21 ve 23 numarali izolatlar da disk difiizyon testi
ile direngli bulunurken mikrodilisyon testi sonuglarina gore orta duyarli
bulunmustur. Sadece 28 numarali izolat her iki test ile de direngli olarak

degerlendirilmistir (Tablo 2).

S. maltophilia izolatlarinin kristal viyole yontemi ile biyofilm olusturma
kapasitelerine bakildiginda, CAZ ve CAP’ ye orta duyarli olan 1 ve 12 no’ lu
izolatlar orta diizey biyofilm olusturdu. Bunun diginda diger duyarlilik profillerindeki
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11 izolatin yiiksek diizeyde biyofilm olusturdugu gozlendi. Yiiksek diizey biyofilm
olusturan kokenlerin optik dansite degerlerine bakildiginda antibiyotik duyarlilik
profilleriyle veya degerleriyle iliskili olarak bir degisim gézlenmedi (Tablo 2).

Tablo 2. S. maltophilia izolatlarinin rutin testlerle belirlenen direng profili,

mikrodiliisyon testi ile belirlenen duyarliliklar1 ve biyofilm olusturma diizeyleri

Izolat Direng MIK Degerleri Biyofilm
No Servis Profili CIP LEV MOK ODsy
1  CYD-YBU CAZ' (MIK: 24) 2 1(S) 05 0,4 (orta)
6  CS-KL CAZ® (MIK: 43) 2 05(S) 01125 1,8 (giicli)
8 AS CAZ" (MIK: 48) 2 05(S) 0125 0,9 (giigli)
CAP' (MIK: 24)
12 KS CAP' (MIK: 16) 2 1(S) 0,125 0,3 (orta)
16 CS-KL LEV® 8 4(S) 2 1,4 (giiglii)
18  CS-KL TMP-SXTR 1 05(S) <0125 0,5 (gigcli)
CAZ'(MIK: 12)
CAPR (MIK: 256)
19 CKU CAPR (MIK: 48) 4 205 1 1,6 (giiglii)
20 C-YBU CAPR (MIK: 48) 1 05(S) 0,25 0,9 (giicli))
21  GHS LEV® 16 8(l) 4 0,9 (giicli))
CAZ" (MIK: 96)
CAPF (MIK: 96)
23 EHKM LEV® 16 8() 4 1,1 (giiglit)
27 CKU LEV' 8 4(S) 4 1,0 (giiglit)
28  EHKM MNF 32 16(R) 8 0,9 (giiclil)
TMP-SXTR
LEVR
30 CS-KL CAPR(MIK:256) 8 4(S) 2 1,2 (giiglii)

CAP: kloramfenikol, CAZ: seftazidim, CIP: siprofloksasin, TMP-SXT:
trimetoprim/sulfametoksazol, LEV: levofloksasin, MN: minosiklin, MOK:
moksifloksasin, MIK: minimum inhibitér konsantrasyon (pg/ml), AS: Acil servis,
CS-KL: Cocuk saghign klinik, CKU: Cocuk kit {initesi, CYD-YBU: Cocuk yeni
dogan yogun bakim iinitesi, C-YBU: Cocuk yogun bakim iinitesi, EHKM:
Enfeksiyon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji, GHS: Gdgiis hastaliklar servisi, KS:
Kardiyoloji servis.
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S. maltophilia izolatlarinin PZR sonucunda gozlenen molekiiler profili (Sekil 3),
PyElph programi ile ¢izilen dendrogram ile yorumland:i (Sekil 4). Dendrogram
incelendiginde temel olarak 1, 6 ve 8 numarali izolatlarin bulundugu bir grup ile
diger 11 kokenin yer aldigi grup goze ¢arpmaktadir. Bu 11 izolati i¢eren grupta da
18, 20, 21, 30 numaral1 ve 12, 16, 19, 23, 27, 28 numarali izolatlar1 igeren iki ana
gruptan olusmaktadir. Elde edilen molekiiler profile gore duyarliliklari ve/veya
biyofilm olusturma kapasiteleri ile ayirt edilebilecek farkli 6zellikler gosteren klonal

grup olusumuna rastlanmadi.

s 500 be

w— 250 hq

PK NK MS0

Sekil 3. S. maltophilia izolatlarinin PZR sonucu elde edilen bant profilleri.

PK: Pozitif kontrol, S. maltophilia ATCC 13637; 1- CAZ" 6- CAZ®; 8- CAZ},
CAP" 12- CAP": 16- LEV®; 18- TMP-SXTR, CAZ', CAP®; 19- CAP®; 20- CAPF;
21- LEVR, CAZR, CAPR: 23- LEVR; 27- LEV'; 28- MNR, TMP-SXTR, LEVR, 30-
CAPR: NK: Negatif kontrol; M: 50 b¢ DNA merdiveni (belirte)
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27.8 S.maltophilia ATCC 13637

X I 21.8 Izolat 30
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249 39.2 lzolat 18
b 234 16.7 lzolat 21
' 16.7 izolat 20
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Sekil 4. S. maltophilia izolatlarinin PZR sonucu elde edilen bant profillerine gére

PyElph programu ile ¢izilen dendrogram (UPGMA tree; 1,0)

5. Tartisma

Hastane enfeksiyonlarinda biiyiik 6neme sahip, firsat¢1 patojen olan S. maltophilia
cesitli mekanizmalarla aminoglikozidler, beta-laktamlar, tetrasiklinler gibi bir¢ok
genis spektrumlu antibiyotige direng gostermektedir. TMP-SXT ise giiclii etkisi
nedeniyle S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotiktir.
Ancak son yillarda bazi bolgelerde bu antibiyotige direng goriilmesi, arastirmacilari
diren¢ mekanizmalarini ve yeni alternatifleri aragtirmaya yoneltmistir (Juhasz 2014,
Ozkaya 2014). Bu alternatiflerin énemli bir kismini olusturan florokinolonlarla
yapilan ¢alismada, Grillon ve ark. (2016), 40 S. maltophilia izolatinda CIP, LEV ve
MOK duyarliligim degerlendirmis ve sirasiyla MiKso-MIKgg degerlerini 4 - >32
mg/L; 1,5 - >32 mg/L ve 0,75 - 6 mg/L olarak tespit etmistir. Bonavertura ve ark.
(2004), giiclii biyofilm tiretme yetenegi oldugunu belirledikleri 20 S. maltophilia
izolatinda yedi florokinolon (CIP, LEV, MOK, ofloksasin, grepafloksasin,
norfloksasin, rufloksasin), SXT ve CAZ antibiyotiginin in vitro aktivitesini
arastirmistir. CIP, LEV, MOK i¢in MIKso/MIKgg degerleri sirasiyla; 2 - 32 mg/L; 1-
8 mg/L ve 0, 5 - 4 mg/L olarak tespit etmistir. Wang ve ark. (2016), 45 S. maltophilia
izolatinda MiKso/MIKgy degerlerini 1-16 mg/L; 0,5-4 mg/L ve 0,25-4 mg/L olarak
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bulmustur. Caligmamizdaki 13 izolat i¢in ise bu degerler; 4-16 mg/L; 2-8 mg/L ve
0,125-4 mg/L olarak belirlendi. Duyarlilik oranlarindaki farkliliklarin ¢alisma igin
secilen grubun o6zellikleriyle (ila¢ direngli, biyofilm olusturma yetenegi olan vb.)

baglantili oldugu diisiiniildii.

S. maltophilia’ da florokinolon direncinin artmakta oldugunu belirten bir ¢alismada
(Pien 2015) LEV’ ye direngli bulunan ve duyarli olan kontrol grubu olmak fiizere iki
ayr1 grup degerlendirilmistir. Kokenlerin izole edildigi hastalara ait demografik
veriler, 6nceden antibiyotik kullanimi olup olmadigr konusunda bilgiler ve diger
ozellikler de kayit altina alinmistir. Ek olarak dirence neden olabilecek SmeA, SmeD
ve SpgM genleri de arastirilmistir. Ancak duyarli ve direngli gruplar arasinda gen
varlig1 ve risk faktorleri ile ilgili olarak anlamh fark goriilmemistir. LEV’ ye duyarli
olan izolatlarin CIP, TMP-SXT, tigesiklin, kolistin gibi diger antibiyotiklere kars1 da
yiikksek duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda LEV direncine bagh
olarak bdyle bir iligki goriillmemistir. Oranlar hakkinda dogru yorum yapabilmek i¢in

calismamizdaki 6rnek sayisinin yeterli olmadigi diistiiniilmiistiir.

Calismamizda 13 izolattan 8’inin hastanedeki cocuk kit iinitesi, cocuk-YBU, ¢ocuk
yenidogan-YBU gibi cocuk ile iliskili boliimlerden gelen 6rneklerden izole edildigi
tespit edilmistir. Sadece bir izolatta TMP-SXT direnci gozlenmistir. Tirkiye’de
yapilan bir ¢alismada 2006-2011 yillar1 arasinda izole edilen 618 S. maltophilia susu
retrospektif olarak degerlendirmis ve izolatlarin en stk YBU’ den (%39,8) izole
edildigi goriilmiis, TMP-SXT direngli S. maltophilia izolatlariin da %49,9’ unun
yine YBU’ de saptandig1 belirtilmistir (Ozkaya 2014). Neonatal YBU’ den yaklasik
7 giinliik bir dénem igerisinde izole edilen 3 S. maltophilia izolati ile yapilan bir
calismada suglarin hepsi CIP ve TMP-SXT’ ye duyarli bulunmus, genotipik olarak
da benzer bant profillerine sahip olduklari gériilmiistiir (Giilcan 2004). Istanbul’ da
YBU’de salgin siiphesiyle yapilan bir calismada S. maltophilia izole edilen bes hasta
izlenmis ve suslarin tamami1 TMP-SXT’ ye duyarli bulunmustur. Iki hastadan izole
edilen suslar ise in-vitro olarak CIP’ ye direncli bulunmustur (Yildirim, 2009).
Ankara’ da yapilan bes yillik bir siirveyans c¢aligmasinda nozokomiyal izolatlarin
%1,6’s1 S. maltophilia olarak izole edilmis ve bu izolatlara karsi en etkili
antibiyotiklerin sirastyla TMP-SXT (direng %21,9) ve CIP (diren¢ %22,5) oldugu
goriilmiistiir (Dizbay 2009). Gaziantep’te yapilan bir ¢alismada %48,6’s1 YBU’den
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olmak tizere 74 S. maltophilia susu izole edilmis ve bu suslara en etkili
antibiyotiklerin TMP-SXT (direng %2,7) ve CIP (direng %9,5) oldugu bulunmustur.
Uciincii kusak Sefalosporinlerin ise tedavide yer alamayacag: belirtilmistir (Zer,
2009). Konya’da yapilan bir ¢alismada S. maltophilia infeksiyonlarinin en sik
pediyatri kliniginde goriildiigii ve suslara en etkili antimikrobiyal ilaglarin TMP-SXT
(direng %10) ve LEV (direng¢ %20) oldugu tespit edilmistir. Ayrica LEV’ ye direngli
tiim suglarin ayn1 zamanda TMP-SXT’ ye de direncli oldugu saptanmistir (Tiirk-Dag1
2011). Van’da yiiriitiilen bir ¢alismada (Cikman 2016) 118 S. maltophilia kokeninde
CAZ, TMP-SXT, CAP ve LEV’ ye karsi direng oranlarimi sirasiyla, %72; %?20,3;
%18,2 ve %7,6 olarak belirlemistir. izolatlarin % 51°i pediatrik hastalardan elde

edilmistir.

Genotiplendirmede PFGE metodu {istiin ayirim giicli nedeniyle en giivenilir sonuglari
verse de zaman alici olmasi, 6zel ekipman ve egitimli personel gerektirmesi
nedeniyle her laboratuvar icin uygulanabilir bir yontem degildir. Bu nedenle
tiplendirme amaciyla kolay uygulanabilecek alternatifler olarak PCR tabanli gesitli
molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Adamek 2011, Lin 2008). Bu g¢alismada
antibiyotik direnci saptanmig S. maltophilia izolatlarinin molekiiler tiplendirilmesi,
M13 universal primerleri kullanilarak PZR ile yapilmistir. Temel olarak klonal
iligkili olarak tii¢ grup tespit edilmistir. Elde edilen molekiiler profile gore
duyarhiliklar1 ve/veya biyofilm olusturma kapasiteleri bakimindan ayirt edilebilecek

farklilikta olan gruplara rastlanmamustir.

Lin ve ark. (2008), 20 S. maltophilia klinik izolatinda PFGE ve PZR tabanli 3
yontem kullanarak (enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PZR),
BOX-PZR, ve repetitive extragenic palindromic (REP)-PZR) bunlarin
tiplendirmedeki ayirim giictinii karsilagtirmistir. BOX-PZR ve REP-PZR’yi PFGE’ye
alternatif gosterebilecek derecede basarili bulurken ERIC-PZR’yi yanlis eslesmeler
ve ayrim giiciiniin 1yi olmamasi nedeniyle yetersiz bulmustur. REP-PZR’yi ise BOX-
PZR’ye gbre aymrim gilicii ve net olarak gozlenebilen parmak izi goriintiileri
saglamasi nedeniyle daha basarili bulmuslardir. Ayrica yiiriitiilen bu ¢aligmada, REP-
PZR yonteminin S. maltophilia izolatlarinin tiplendirilmesinde ilk defa uygulandigini

da belirtmislerdir.
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Adamek ve ark. (2011) caligmalarinda izolatlarini tiplendirmek i¢in REP-PZR ve
gyrB gen sekanslama yontemini kullanmistir. Gen profilleri, REP-PZR ile 12, gyrB
gen sekanslama ile sekiz alt gruba ayrilmis ve gruplardan sekiz tanesindeki
izolatlarin ayni oldugu gozlenmistir. REP-PZR’1n daha ¢ok sayida grup olusturmasi
nedeniyle ayirim giiciiniin daha yiiksek ve diger yonteme kiyasla daha basarili

bulundugu belirtilmistir.

Meksika’da S. maltophilia izolatlarinda antibiyotik direnci ve klonal iliskinin
degerlendirildigi ilk epidemiyolojik ¢alisma oldugu belirtilen bir arastirmada (Flores-
Trevino 2014) PFGE ile tiplendirme yapilarak 119 izolatin 89 tipe ayrildigi goriilmiis
ve bunlarin sadece %21,6’s1 dokuz klonda toplanmistir. Hastane ortaminda diisiik
oranda capraz direng¢ gelistigi belirlenmis ve c¢ok fazla sayida farkli klon
bulunmasinin antibiyotik direnci ile klonal iliskinin birlikte degerlendirilmesini
giiclestirdigi bildirilmistir. Daha genis siirveyans caligmalarina ve ek caligmalara
ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir. Baz1 antibiyotiklere yiiksek, TMP-SXT’ ye ise
orta diizeyde diren¢ (% 32.,8) saptanmistir. Tiim izolatlarin biyofilm olusturma

yetenegine sahip oldugu bulunmustur.

Malezya’da yapilan bir calismada (Neela 2012), MN ve TMP-SXT S. maltophilia’ ya
kars1 en etkili ilaglar olarak degerlendirilmis ve izolatlarin genetik olarak farkli bir
dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Homolog izolatlarin farkli hastalardan izole
edildigi durumlar ise ¢apraz kontaminasyon ihtimalini diisiindiirmiistiir. Macaristan’
da yapilan bir ¢alismada (Juhasz 2014) TMP-SXT, S. maltophilia’ ya kars1 en etkin
antibiyotik olarak bulunurken, florokinolonlarin da gerektiginde iyi bir alternatif
olabilecegi bildirilmistir. ERIC-PCR ile suslarin heterojen bir dagilimi oldugu

goriilmiis ve hastanede bir salgin olmadig: diislintilmistiir.

Mikroorganizma topluluklarinin yasadiklar1 alanda biyofilm tabakasi olusturmalari
onlara antimikrobiyal maddelere kars1 dayaniklilik, konak savunmasindan kagabilme
yetenegi vb. 6zellikle solunum yolu enfeksiyonu olmak iizere pek ¢ok enfeksiyonun
patogenezinde etkili olan 6zellikler kazandirir (Temel ve Erag 2018, Zhuo 2014). S.
maltophilia izolatlar1 canli (konak dokular1) ve cansiz yiizeylerde (teflon, cam,
plastik) biyofilm olusturarak tutunabilmektedir. Biyofilm olusumunda etkili oldugu
bildirilen bazi genler bulunmaktadir. Klinik S. maltophilia izolatlarinda biyofilm

tiretiminin ve biyofilm olusumuna etkisi oldugu disiiniilen rmlA, spgM ve rpfF
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genleri ile biyofilm arasindaki iligkinin degerlendirildigi bir ¢alismada (Zhuo 2014),
bu genlerin biyofilm olusumuna katki sagladigi ancak biyofilm olusturma
diizeylerinde belirgin etkilerinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Izolatlar énceden
PFGE ile genotiplendirilmis ve ¢alismaya alinan toplam 37 izolatin 24 klonda
toplandigi belirlenmistir. Biyofilm c¢alismast temsilci segilen 24 izolat ile
gerceklestirilmis ve 8 izolatin giiglii diizeyde biyofilm olusturdugu bildirilmistir.
Biyofilm olusumu kristal viyole deneyi ile tespit edilmis, sonrasinda elektron
mikroskobu (scanning electron microscopy: SEM) ve konfokal mikroskop (CLSM)

ile dogrulanmustir.

Cesitli antibiyotiklerin, S. maltophilia’ nin aderansina etkisinin test edildigi ilk
calisgma oldugu belirtilen bir arastirmada (Bonaventura 2004), SXT ve CAZ S.
maltophilia enfeksiyonlarinda siklikla kullanildig: i¢in, florokinolonlar gram-negatif
ve gram-pozitif bakterilerin biyofilmleri {izerindeki dikkat ¢eken etkileri nedeniyle
tercih edilmistir. Tim florokinolonlar (CIP, LEV, MOK, grepafloksasin,
norfloksasin, ofloksasin, rufloksasin) ' MIK olarak kullanildiginda aderans: belirgin
olarak azaltmistir. CAZ ve SXT ise > MIK ve % MIK degerlerinde aderansa hig etki
etmemigstir. Calismada ayrica biyofilm olusumunun kinetigi izlenmis, 2 saat
inkiibasyon sonunda bakterilerin polisitiren ylizeylere hizla tutundugu zamanla
biyofilm olusumunun arttig1 ve 24 saatin sonunda maksimum yogunluga eristigi
gozlenmistir. Biyofilm olusumu kristal viyole deneyi ve elektron mikroskop

(transmission electron microscopy: TEM, SEM) analizleri ile tespit edilmistir.

Wang ve ark. (2016), 45 S. maltophilia izolat: ile yiiriitiilen ¢aligmalarinda yiiksek
biyofilm olusturma oranin1 %77,8; orta ve zayif biyofilm oranini ise sirastyla %15,6
ve %4,4 olarak tespit etmistir. Bir izolatta ise biyofilm olugumuna rastlanmadig:
belirtilmistir. Biyofilm belirlemek icin plak boyama yontemi kullanilmis ve SEM

analizi ile sonuglar dogrulanmustir.

Italya’da yapilan bir calismada kistik fibroz ve kistik fibroz olmayan hastalar ile
cevreden izole edilen S. maltophilia kokenlerinde biyofilm olusturma kapasitesi de
dahil pek ¢ok virulans faktorii degerlendirilmis ve fenotipik olarak aralarinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Molekiiler olarak da bu koékenlerin farkh
genotipik profile sahip oldugu gdsterilmistir (Pompilio 2011).
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Calismamizdaki izolatlardan sadece ikisinin orta diizey digerlerinin ise yiiksek diizey
biyofilm iiretme kapasitesine sahip oldugu goriildii. Biyofilm iiretme diizeyi,
molekiiler profili ve antibiyotik duyarlilik profili ile ilgili olarak ortak bir 6zellige
rastlanmadi. Bu durumun antibiyotik duyarliligini kontrol eden ve biyofilm
olusumunu diizenleyen farkli o6zellikler veya molekiiler mekanizmalarla iligkili

olabilecegi diisiintildii.

6. Sonuc ve Oneriler

Stenotrophomonas maltophilia onemli bir firsatg1 patojendir, pek ¢ok antibiyotige
dogal direngli olmasi, neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini giic hale
getirmektedir. Glinimiizde tedavisi igin sik tercih edilen TMP-SXT ve LEV gibi
antibiyotiklere karsi gelismekte olan direng ise tedaviyi daha da zorlastirabilir. Bu
nedenle gereksiz antibiyotik kullaniminin engellenmesi, antibiyotik duyarliliklarinin
diizenli olarak takip edilmesi, tedavide calismalarda elde edilen verilerin dikkate
alinmasi, eger miimkiinse yatis siirelerinde kisitlama yapilmasi, yatakli servislerde
kolonizasyonu 6nleyici tedbirlerin alinmasi, temizlik ve hijyen kurallarina uyulmasi

ve saglik personeline uygun egitim verilmesi gibi uygulamalar yararl olacaktir.

Ayrica S. maltophilia’ nin yiiksek oranda biyofilm olusturma egilimi oldugundan,
hastanede 6zellikle YBU’de dikkatle takibi gerekmektedir. Bunun igin de hastanede
Ozellikle antibiyotiklere kars1 yiikksek oranda direngli bulunan ve biyofilm
olusturabilen bakterilerden kaynaklanan salginlar1 tespit etmek ve molekiiler
yontemlerle fenotiplerin yanisira genotipleri de izlemek salgmlarin onlenebilmesi
icin &nemli bir adim olacaktir. Ulkemizde, maddi yetersizlikler, uygun olmayan
laboratuvar kosullari, bu alanda uzmanlagmis personel yetersizligi vb. cesitli
nedenlerle tiplendirme amaciyla molekiiler yontemlerin kullanimi ¢ok yaygin
degildir. Ancak yayginlasmasi halinde daha biliyik ve Onemli kazanglar
saglanacagindan, bu gibi ydntemlerin hastanelerdeki kullanimmin artmasi
desteklenmelidir. Ayrica, direng gelisiminin mekanizmalari, biyofilm olusumunu
kolaylastiran veya Onleyen faktorler ile basarili bir sekilde tiplendirme yapabilen
molekiiler yontemlerin gelistirilebilecegi ileri diizey c¢alismalar desteklenmeli ve

yayginlagtirilmalidir.
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Tesekkiir

Tez konusunun belirlenmesinde ve gerceklestirilmesinde emegi gecen basta tez
danismanim Dog¢. Dr. Fethiye Ferda YILMAZ’ a, {iizerinde calistifimiz S.
maltophilia izolatlarm1 ve ilgili bilgileri saglamamiza yardimci olan Ege Universitesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda 6gretim tiyesi olan Prof. Dr. Sabire Sohret
AYDEMIR’ e, uzmanlik egitimini tamamlamis olan Uzm. Dr. Hale KALFAOGLU’
na ve uzmanlik Ogrencisi Asistan Dr. Miinevver KAYIN’ a, calismamiza ve
projemize destekleri nedeniyle Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog¢. Dr. Hiiseyin TASLI’ ya, Doc. Dr. Bayr1 ERAC’a, Prof. Dr. Mine
HOSGOR-LIMONCU’> ya ve Anabilim Dali Baskam1 Prof. Dr. Safak
ERMERTCAN’ a, anabilim dali arastirma gorevlileri ve personeline tesekkiirlerimi

sunarim.

Molekiiler ¢alismamizda jel goriintileme amaciyla kullandigimiz kemigoriintiileme
cihaz1 (FX-Fusion7, Vilber-Lourmat, Germany) ve izolatlarin biyofilm 6zelliklerini
degerlendirirken kullandigimiz mikroplak okuyucu cihazi (Varioskan Flash, Thermo
Fisher Scientific,US ) icin Farmasotik Bilimler Arastirma Laboratuvart (FABAL)
personeline tesekkiir ederim. Bu g¢alismanin ger¢eklesmesine maddi destek
saglayarak (Proje No: 15-ECZ-013, (Ek 1)) katkida bulunan Ege Universitesi

Bilimsel Aragtirma Projeleri (BAP) Destekleme Komisyonuna tesekkiir ederim.

Ayrica bu siiregte daima yanimda olan ve sabir ve sevgi ile destegini sonuna kadar
benden esirgemeyen sevgili esim Derya YALCINKAYA’ ya, bugiinlere gelmemi
saglayan egitim hayatimda ve verdigim kararlarda yol gosteren degerli aileme ve

dostlarima, ¢ok tesekkiir ederim.
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