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1.GIRIS

Bakterilerin diren¢ varligina evrimsel siirecte baktifimizda sinyallesme ve
savunma faktorlii olarak islevselligini stirdiirdiiglinii gérmekteyiz. Antibiyotiklerin
1940’1 yillarda kullanima girmesi 1990’lardan itibaren direngli bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmekte kullanilabilecek ilag seg¢eneklerinin azalmasi,
yeni antimikrobiyal ajanlarin olmamasi diinyay1 tehlikeli bir sekilde “Antibiyotik
doneminin” sonuna getirmektedir (Granata, 2017). Coklu ilag direnci gosteren
Enterobacteriaceae'nin ortaya ¢ikmasiyla birlikte kiiresel anlamda antimikrobiyal
direng patojenleri de artis gostermistir. GSBL iireten K. pneumoniae susunda ilk
diren¢ varliginin ortaya ¢ikmasini karbapenem, penisilin, sefalosporin ve kinolon
direngleri takip etmistir. Son 10 yilda K. pneumoniae'ye baglh, GSBL ve
karbapenemazlarin kiiresel yayilimi dikkat ¢ekmektedir (Qamar, 2019). Buna ek
olarak, Enterobacteriaceae ailesindeki K. pneumoniae suslarmin ekstra genetik
ozellikler kazanarak antibiyotiklere direngli hale gelmesi eski antimikrobiyal
ajanlardan biri olan kolistinin kullanimini tekrar giindeme getirmistir. Coklu ilag
direnci gosteren Gram negatif bakteri enfeksiyonlarmin tedavisi igin kolistin
kullanimindaki mevcut artigla birlikte, kolistin diren¢li Gram negatif patojenlerin
varligin1 rapor eden, kolistin direncli Enterobacteriaceae salginlari bildirilmeye
baslanmistir. Klinik kullaniomda son silahlardan biri olarak goriilen kolistinin
kullaniminin yayginlasmasiyla birlikte diren¢ sorunu giindeme gelmis ve tedavide
tehdit olusturmustur. Son dénemlerde hizla gelisen diren¢ durumu, bu direncin tespit
edilmesinin gereksinimini arrtimigtir. Heniliz diren¢ mekanizmasi net olarak
aydinlatilmis olmasa da diinya genelinde arastirmalar devam etmektedir (Perez,
2019). Biz de bu galismamizda dénemin bir ihtiyaci olarak goérdiigiimiiz ve sorun
teskil eden Enterobacteriaceae ailesinde plazmid aracili mcr-1, mcr-2 ve kromozomal

gen bolgeleri olan phoP/phoQ, pmrA/pmrB varliklarinin arastirilmasini amagladik.



1.1. ENTEROBACTERIACEAE

Enterobacteriaceae iiyeleri ¢ok sayida bakterinin bir araya geldigi, tibbi
olarak 6nemli olan, insanda enfeksiyon etkeni olarak da siklikla izole edilen, en
heterojen ve en genis bakteri toplulugudur. Bu ismi tiirk¢e’ye “enterik bakteriler”
olarak ¢evirmek miimkiin olsa da bu sekilde kullanmak anlam karmasasina sebebiyet
vermektedir. Ciinkii Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler yalnizca barsakta
bulunmadigr gibi barsakta bulunan bakterilerin hepsi de Enterobacteriaceae
ailesinden degildir. Bu ailedeki bakterilerin bazilar1 insan ve hayvanlarmn kalin
barsaginda daima bulunurken normal floranin ¢ok kiiciik bir kismini
olusturmaktadirlar. Ornekleyecek olursak, Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin
normal barsak florasindaki sayisi Bacteroides cinsi anaerop bakterilerin 1/1000 i
kadardir.

Enterik bakteriler olarak adlandirilan Enterobacteriaceae familyasi normal
intestinal florada bulundugu gibi, bitkilerde, toprakta, suda; patojen, kommensal ya
da saprofit olarak bulunup dogada ¢ok genis bir yayilim gostermektedir (Zarakolu,
2016; Torect, 2002; Donnenberg, 2005; Farmer, 2009).

Klinik Onemi

Enterobacteriaceae ailesi, klinik 6neme sahip bakterilerin %50’sini kapsayan,
hastane enfeksiyonlarinda en sik goriilen etkenlerden biridir. Septisemi olgularinin
yaklastk  %50’sinden, iriner sistem  enfeksiyonlarmin  ise  %70’inden
Enterobacteriaceae spp. sorumludur (To6reci, 2002; Donnenberg, 2005).
Enterobacteriaceae spp. igerisinde en sik infeksiyon etkeni Escherichia coli’dir. E.
coli driner sistem enfeksiyonunun en sik etkeni olmakla birlikte, septisemi, yara
enfeksiyonu ve yeni doganlarda menenjite neden olurken intraoperatif olarak
Klebsiella ve Enterobacter tiirleri de %68 ve %100 olasilikla yara enfeksiyonlarina
neden olmaktadir. Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter cloacae tirlerinde Gram

pozitif organizmalardan iki kat daha fazla mortalite goriiliirken, 4-5 kat daha az



siklikla sepsis goriliir. Klebsiella spp. nozokomiyal {iriner sistem enfeksiyonlarinin
en yaygin 2-4. etkeni iken, toplum kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarmin da en
yaygin 3—4 etkenidir (Donnenberg, 2005).

Salmonella, Shigella, Yersinia cinsleri insanlar i¢in daima patojen iken,
Klebsiella, Escherichia cinsleri baska viicut lokalizasyonlarinda firsatg1

infeksiyonlara neden olmaktadir.

National Healthcare Safety Network (NHSN)’nin 2009-2010 yil1 raporlarinda
nozokomiyal iligkili enfeksiyonlarin olusmasinda en c¢ok izole edilen tiirlerin
Enterobacteriaceae ailesinde bulunan E. coli (% 11,5), Klebsiella spp.(% 8),

Enterobacter spp. (% 4,7) oldugu bildirilmistir (SIEVERT, 2009-2010).

D

— 11— Santral sinir sistemi
Escherichia
Citrobacter

— Alt solunum yolu
Klebsiella
Enterobacter
Escherichia

—— Kan
Escherichia
Klebsiella

1 Enterobacter

+——— Sindirim sistemi
Salmonella
Shigella
Escherichia
Yersina

—— Uriner sistem
Escherichia
Proteus
Klebsiella
Morganellal

Sekil 1.1. Goriilme sikligina gore Enterobacteriaceae iiyeleri ile gelisen enfeksiyon bolgeleri(Toreci,
2002; Donnenberg, 2005).



1.1.1.Smiflandirma

Mikrobiyoloji alaninda yapilan ilk simiflandirmalarda gbéz Oniine alinan
bakterilerin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri olmustur. Ancak yeni
teknolojilerden yararlanan yeni tanimlama yoOntemlerinin ortaya c¢ikmasiyla
bakterilerin tanimlanmasinda ve buna bagl olarak yapilan siniflandirmada birtakim
degisiklikler meydana gelmistir. Molekiiler tekniklerin de gelismesiyle niikleik asit
hibridizasyon, DNA sekans yontemi gibi yeni tekniklerle aile i¢indeki bakterilerin
evrimsel ge¢misini ve diger kokenlerle yakinliklarini belirlemek miimkiin olmustur.
Bu arastirmalar neticesinde bircok yeni tiir tanimlanmis, birgok bakterinin de

simiflandirmadaki yeri degistirilmistir (Zarakolu, 2016; Farmer, 2009).

Ozellikle molekiiler mikrobiyolojik tekniklerin daha fazla kullanilmasiyla
birlikte Enterobacteriaceae tiyelerinin pek ¢ok cins ve tiirlerinin isimlendirilmesinde
ya da smiflandirilmasinda degisiklikler meydana geldigi gibi alttiir, biyogrup, ve
serotip diizeyinde de degisiklikler olmustur. Ornegin; Pasteurella pestis ve
Pasteurella pseudotuberculosis gibi Pasteurellaceae ailesinde bulunan tiirler
Yersinia cinsine konularak Enterobacteriaceae ailesine gegirilmistir (Zarakolu, 2016;
Toreci, 2002).

Enterobacteriaceae ailesinin siniflandirilma ve adlandirilmasinda giiniimiize
kadar biyokimyasal, fizyolojik, antijenik ve fenotipik 6zellikler kullanilmaktaydi
(Ozinel, 2017). Giiniimiizde artik bu fenotipik 6zelliklere ek olarak DNA/DNA
hibridizasyon ve 16SrRNA dizilimlerine gore smiflandirilma yapilmaktadir
(Lehman, 2007). Enterobacteriaceae’lar Proteobacteria subesinin
Gammaproteobacteri sinifinda, Enterobacteriales takiminin i¢inde yer alan tek
ailedir. 1960’larda Enterobacteriaceae ailesindeki cins sayis1 10-12 olarak bilinirken,
1985 yilinda 22 cinse ait 69 tir ve 29 adlandirilmamis biyogrup tanimlanmistir.
Gilinimiizde bu ailede 50’den fazla cins ve 150’den fazla tiir tanimlanmistir (http ://

www.ncbi. nim. nih.gov/Taxonomy/Browser /www.tax.cgi?id=543).
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1.1.2.Morfoloji

Enterobacteriaceae {iiyeleri, genellikle homojen ve Gram negatif boyanan,
uclar1 yuvarlak 2-3um boyunda, 0.3-1.0um eninde, sporsuz c¢omak sekilli
bakterilerdir ve aside direngli boyanmazlar. Ancak bazi istisnai durumlar vardir.
Ormegin; Yersinia pestis ve Yersinia pseudotuberculosis daha kiigiik ve kokobasil
goriiniimiinde olup polikromatik boyanirken, Klebsiella cinsindekiler ise daha iri

goriniimdedir.

Enterobacteriaceae  iiyelerinden  Klebsiella,  Shigella,  Leminorella,
Moellerella cinsleri, Salmonella cinsine ait bazi serovarlar ve Y. pestis tiirii
hareketsiz; diger biitlin iiyeler hareketlidir. Proteus cinsi bakteriler ise kati
besiyerinin yiizeyinde yayilacak kadar hareketlidirler. Y.enterocolitica ve
Y.pseudotuberculosis 37°C de iiretildiginde hareketsiz, oda 1sisinda iiretildiginde ise
hareketlidir (Zarakolu, 2016; Koneman, 2006).

1.1.3.Ureme Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin tiimii aerobik ve anaerobik
ortamda (fakiiltatif anaerob) iireyebilirler. Genel olarak iireme sicakliklart 15-44°C
olarak kabul edilir. Insan ve hayvanlardan izole edilen tiirler i¢in optimum iireme
sicakligi 35-37°C olup COy’siz ortamda irerler. E.coli de 44°C’de iireme
gozlenirken, Serratia ve Yersinia tiirleri 1°C’de yavas da olsa iireyebilir. Genis bir
sicaklik araliginda {ireyebilmeleri bu bakterilerin karisik ortamlardan izole

edilmesinde yarar saglamaktadir.

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler herhangi bir zenginlestirici katki
icermeyen bir¢cok besiyerinde rahatlikla iireyebilirler. Buyyon besiyerinde 37°C’de 8-
12 saatte bulaniklik baslar. Cogu tiirii jeloz besiyerinde 18-24 saatte 2-3 mm ¢apinda,

ortast kabarik, diizgiin kenarl1 “S” tipi koloni olustururlar. Bazi tiirlerinde ise birkag



pasajdan sonra kenarlar1 ve yiizeyi diizensiz sekillerde olan “R” tipi koloni olusumu
gortiliir. Klebsiella cinsindeki bakteriler ve diger belirgin kapsiil olusturan tiirler “M”
tipi koloni yapmaktadir (Ozinel, 2017). Ayrica ¢ikolata ve kanl agarda gri, genis,
diiz, kuru veya mukoid koloniler olustururlar. Suslarin ¢cogunda kanli agarda hemoliz
goriilmezken E. coli’nin bazi suslarinda kanli agarda hemoliz goriilebilir. Tiirlerin
¢ogu eritrositleri pargalayan hemolizin salgilamaktadir. Eosin methylene blue (EMB)
agarda metalik parlaklik veren koloniler olusurken, laktozu fermente edenler olusan
asit nedeniyle Mac Conkey agarda pembe-kirmizi koloniler meydana getirirler (Winn
Jr, 2006; Ustagelebi, 1999). Proteus tiirleri ise ¢ok hareketli olduklari i¢in besiyeri
yiizeyinde yayilarak iirerler ve koloni olusturmazlar. Bu bakteri kolonilerinden saf
kiiltiir elde edilebilmesi i¢in hareketlerinin engellenmesini saglayan 6zel yontemler
kullanilmaktadir. Serratia marcescens ve Serratia rubidaea suslari, jeloz
besiyerinde, oda sicakliginda iirettikleri prodigiosin pigmenti sayesinde kirmizi
koloniler olustururlar. Escherichia hermanni, Escherichia vulneris, Enterobacter
sakazakii ve Pantoea agglomerans ile Leclercia cinsine ait bakteriler sar1 koloniler
olustururlar. Ailedeki diger bakterilerin kolonileri renksizdir (Zarakolu, 2016;
Donnenberg, 2005; Koneman, 2006).

1.1.4.Biyokimyasal Ozellikler

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin biyokimyasal ozellikleri rutin
bakteriyolojik tanida da 6nemlidir. Biyokimyasal tanimlama testleri 36 £ 1 ° C * de
inkiibe edilerek yapilir. Test sonuglar1 biiyiik cogunlukla 24 saatte pozitiflesir,
bazilar1 ise 48 saat sonunda tekrar degerlendirilir. Bu ailedeki bakteriler metabolik
olarak oldukga aktiftir. Tiim bakteriler glikozu fermente ederken, bazilarinda gaz
olusumu goriliir. Glikoz disindaki birgok karbonhidrati asit veya gaz olusturarak
fermente ederler. Dekarboksilasyon yolu ile aminoasitleri pargalarlar. Katalaz
reaksiyonlar1 pozitiftir. Oksidaz testleri Plesiomonas spp. disinda negatiftir.
Enterobacteriaceae iiyelerinde sitokrom oksidaz aktivitesinin bulunmamasi bu aileyi
non-fermentatif Gram negatif basillerden ayirmaktadir. Pantoea agglomerans tiirii

hari¢ digerleri nitratlar1 nitritlere indirgerler (Zarakolu, 2016; Koneman, 2006;



Ustagelebi, 1999). Bu biyokimyasal testlere ek olarak indol, metil kirmizisi, Voges-
Proskauer testi, o-nitrophenyl-beta-D-galactosid (ONPG) aktivitesi, iireaz, lipaz,
fenil alanin deaminaz, arginin, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri, hareket, jelatini
eritme ve potasyum siyanitli (KCN) ortamda tlireme oOzellikleri bu aile iginde
siniflandirilan bakterilerin tanimlanmasinda siklikla kullanilmaktadirlar (Ozinel,

2017; Winn Jr, 2006).

Oksidaz testi

Sitokrom oksidaz enzimine sahip bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan
testtir. Oksidaz negatif olarak belirlenen suslar Triple Sugar Iron (TSi) agar

besiyerine ekim yapilarak degerlendirilir.

TSI besiyerinin degerlendirilmesi

TSI besiyerinin ¢alisma prensibi, bakterilerin glikoz, laktoz ve sukroz
tizerindeki etkilerini ve H,S olusturup olusturmadiklarint belirlemeye yoneliktir.
Hafif alkali ortamli olarak hazirlanan TSI besiyeri, igerdigi fenol kirmizisi sayesinde
alkali ortamda kirmiz1 goriiniimdedir. Inokiile edilen bakteri, TSI ortaminda bulunan
karbonhidratlar1 fermente ettigi taktirde ortamin pH’1 aside kaymakta ve asit ortamda
fenol kirmizist sar1 bir renge doniismektedir. Glikozu fermente ederek laktoz ve
siikrozu parcalayamayan bakterilerde dip sari, yatik alan kirmizi renkte
gorilmektedir. Eger inokiile edilen bakteri karbonhidratlardan hig¢birini kullanmazsa

ortamin pH’1 alkali kalmakta yani besiyerinin rengi kirmiz1 olarak devam etmektedir.



Sekil 1.2. TSI besiyeri

Sitrat besiyerinin degerlendirilmesi

Sitrat testinde bakterilerin karbon kaynagi olarak sitrati kullanip
kullanmadigina bakilmaktadir. Yesil renkteki besiyeri iginde bulunan bromtimal
mavisi sayesinde mavi renk olusmasi bakterinin sitrat1 kullandigi anlamina gelir ve
test pozitif olarak degerlendirilir. Renk degisimi olmamasi ise negatif demektir.

Sitrat testi Klebsiella tiirleri igin pozitiftir.

Sekil 1.3. Sitrat besiyeri

Christensen iire agar besiyerinin degerlendirilmesi

Ureaz enzimi iceren enterik basillerde, amonyak iiretimine bagl olarak iire
besiyerinin pH’1mn1 alkaliye ¢evirirler ve inkiibasyon sonrasinda besiyerinin rengi
indikator (fenol kirmizis1) sayesinde saridan pembeye renk degistirir. K.

pneumoniae’de iireaz pozitiftir.



Sekil 1.4. Christensen iire agar besiyeri

Indol Testi

Triptofanaz enzimi bulunan Gram negatif basiller sivi besiyerinde
triptofondan indol olustururlar. Besiyerinin iizerine Kovaks soliisyonu kondugunda
kirmizi renk olusumu indol pozitif, sar1 renk olusumu ise indol negatif olarak

degerlendirilir. Klebsiella oxytoca indol pozitif / K. pneumoniae indol negatiftir.

Metil Red Testi (MR )

Glikozun fermente olmasiyla besiyerinde organik asitlerin meydana geldigini
ve pH'n diistiigiinii ortaya koymak icin yapilir. Uremis kiiltiirlerden, besiyerlerine
(Tiipte hazirlanmis Clark ve Lubs besiyeri) ekim yapilirak tiipler 37°C’de 2-7 giin
arasinda inkiibasyona birakilir. Uzerine metil kirmizisi soliisyonundan 4-5 damla
damlatilarak karistirilir, iistte kirmizi renkli bir halkanin olusumuyla test pozitif

olarak degerlendirilir.

Voges Proskauer Testi (VP)

Bu testi uygulamak i¢in metil red testi yapilmis olmalidir. Bu test, bazi
mikroorganizmalarin glikozu fermente ederek, nétral bir tiriin olan acetyl methyl
carbinol (acetoin) olusumunu tayin etmede kullanilir. I¢inde glikoz bulunan bufferli
MR/VP (Clark-Lubs, pH 6.9,5 ml) besiyerine kiiltiirden ekim yapilir ve 37°C’de 2-7



giin arasinda inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda kiiltlirlere ve ekilmemis tiiplere
O'Meara ayiracindan (veya Barzit VP ayiraci) 1 ml ilave edilerek su banyosunda
37°C de 4 saat tutulur ve aralikli olarak hafifce calkalanir. Besiyerinin iistiinde 2-5

dakika i¢inde pembe renk olusumu acetoin varligini ortaya koydugundan pozitif

reaksiyon olarak kabul edilir.

Tablo 1.1. E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter izolatlarinin metabolik reaksiyonlari

. e TSi
g
5 | = 82| % .
S 7] ¥ol| 5 o Gaz H,S | Dip Yatik
£ S Sal&»h D
E.coli + + - - - D - Asit (S) Asit (S),
Alkali (K)
K. pneumoniae | - - + + + + - Asit (S) Asit (S),
Alkali (K)
Enterobacter - - + + D + = Asit (S) Asit (S)

(S): Sart (K): Kirmuzi

1.1.5. Antijen Yapilan

Enterobacteriaceae {iyelerinin antijenik yapilar1 epidemiyolojik ve Klinik
arastirmalarda tiplendirme igin kullanilmaktadir. Pectobacterium chrysanthemi
disindaki tiim Enterobacteriaceae tiirlerinde bakteri hiicre duvarinda yer alan
lipopolisakkarid tabakanin derin kisimlarinda "Enterobacterial Common Antigen”
(ECA) bulunur. ECA; ortak bir antijendir ve ailenin en O6nemli ayirt edici

ozelliklerinden birisidir.

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin tiimiinde, ECA disinda karmasik

ve giiglii bir yapiya sahip ii¢ yiizey antijeni bulunmaktadir. Bakterilerin bu temel

antijenik yapilarina baktigimizda;
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¢ Hiicrenin dis duvarinda yer alan somatik antijen (O antijeni),
¢ Kirpikli olan tiirlerde kirpik antijeni (H antijeni),

*Bazi bakterilerde bakteri duvarni cevreleyen bir katman seklinde, bazi
bakterilerde ise bir yiizey maddesi seklinde az miktarda bulunan kapsiil antijeni (K
antijeni) karsimiza ¢ikmaktadir (Zarakolu, 2016; Ustagelebi, 1999).

1.1.6.Virulans Faktorleri

Virulans, mikroorganizmanin  hastalik  olusturma  yetenegi  olup,
mikroorganizmanin patojenite derecesini gosterir. Enterobacteriaceae ailesindeki
tiirler patojeniteleri acisindan ¢ok genis bir yelpaze olustururlar. Bazi tiirler ¢ok
yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip firsatg1 enfeksiyon etkeni iken bazilar1 ¢ok
nadir olarak hastalik olusturur. Bir kismi da insanda enfeksiyon etkeni olarak
bilinmeyen tiirlerdir. Patojenitelerindeki bu farklilik bakterilerin degisik virulans

faktorlerine sahip olmalariyla agiklanmaktadir (Farmer, 2005).

Enterobacteriaceae iiyelerinde ¢ok ¢esitli viriilans faktorleri bulunmaktadir.
Endotoksin, kapsiil, antijenik faz varyasyonlari, ¢ogalma faktorleri, sekresyon

sistemleri, serumun bakterisidal etkisine ve antimikrobiyallere diren¢ viriilans

faktorleri arasindadir (Zarakolu, 2016).

Endotoksin: Hiicre duvarinin en disinda bulunan lipopolisakkarid (LPS)
tabakasimin “lipid A” boliimii endotoksin aktivitesi gostermektedir. Endotoksinler
bakteri hiicresinden disar1 salinmayan, bakterinin 6liimiiyle ya da hiicre duvarinin
yikimi ile agiga ¢ikan iriinlerdir. Isiya, proteolitik enzimlere dayanikli, asit
hidrolizine duyarhdirlar. Biitiin bakterilerin endotoksinlerinin fizyolojik etkileri

benzer 6zellik gostermektedir.
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Ekzotoksin: Protein yapisinda, sekresyon sistemi ile hiicre digina salinan,
Ozgll fizyolojik etkilere sahip ve toksik etkileri olduk¢a gili¢lii molekiillerdir.
Enterotoksijenik E. coli’nin (ETEC) 1siya duyarli toksinleri molabil (LT) ve
termostabil (ST), Enterohemorajik E. coli’nin (EHEC) salgiladig1 verotoksin 1 ve
verotoksin 2, Shigella dysenteriae’nin salgiladigi shiga toksin Enterobacteriaceae
ailesindeki en onemli ekzotoksinlerdir (Donnenberg, 2005; Zarakolu, 2016).

Adhezinler: Mikroorganizmanin ilk krtik basamagi hedef hiicreye miimkiin
oldugunca yakinlasmaktir. Bakterinin hedef hiicredeki reseptorlere baglanarak
tutunmasini  adhezinler saglamaktadir. Enterobacteriaceae ailesindeki onemli

adhezinler fimbria ve dis membran proteinleridir.

Kapsiil: Enterobacteriaceae iiyesinin bircogunda bulunan, bakteri yilizeyine
yakin ve antijenik yetenegi olan, fagositozu Onleyerek bakteriyi komplementin
bakterisidal etkisinden koruyan yapilardir. Klebsiella’larda bulunan genis
polisakkarit kapstilii hiicreyi fagositozdan koruyan onemli bir virulans faktoriidiir.
Yenidogan sepsis ve menenjtine sebep olan E. coli K1 serotipinin kapsiilii; bakterinin

kan-beyin bariyerini gegmesine yardimer olmaktadir (Toreci, 2002; Farmer, 2005).

Bakteriyosinler: Gram negatif bakterilerin ¢ogu tarafindan iiretilen, benzer
bir tiir icindeki bakterilere kars1 bakterisidal 0Ozellik gosteren maddelerdir.
Bakteriyosinler bakteriye 6zel yapida olup plazmid kontroliinde iretilirler. E. coli
tarafindan iretilen bakteriyosine kolisin, Klebsiella spp. tarafindan iiretilene klebsin,

Serratia marcescens tarafindan iiretilene de marcescin denilmektedir (Gtir, 2010).
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1.1.7.Enterobacteriaceae Enfeksiyonlar:

Enterobacteriaceae, intestinal ve ekstraintestinal enfeksiyonlarla iligkili olup,
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda enfeksiyon etkeni olarak izole edilen tiim
mikroorganizmalarin %50’si, klinik olarak 6nemli Gram negatif basillerin %80’ini
olusturmaktadir. Goriilme sikligina gore iiriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi,
pnoémoni, abdominal veya pelvik enfeksiyonu, cerrahi alan enfeksiyonlari, menenjit,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ve barsak enfeksiyonlarinin énemli bir kismi
bulunmaktadir. Enterik patojen olarak olarak bilinenler tiirlerden Y. pestis veba,
cesitli Salmonella serotipleri tifo ve paratifo enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Genellikle nozokomiyal olan bu enfeksiyonlar ciddi seyirli ve mortaliteleri yiiksektir
(Ozinel, 2017; Bilgehan, 2006; Landraud, 2010).

Enterobacteriaceae ailesi icinde tibbi Onemi olan baslica patojenler:
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Serratia, Providencia,
Morganella, Hafnia, Edwardsiella, Yersinia, Shigella ve Salmonella’dir (Téreci,
2002; Farmer, 2009; Farmer, 2005).

1.1.8. Tedavi ve Diren¢ Sorunu

Enterobacteriaceae suslarinda direng, plazmidlere aktarilan, daha sonra da
hiicreler arasinda aktarilabilen ¢ogu farkli tiir hatta farkli cins olmak iizere kaynak
hiicrelerden alinan "mobil" genler araciligiyla olmaktadir. Bu mobil genler tek
antibiyotik simnifina kars1 direnci temsil etse de bazi plazmidler bir¢ok antibiyotige
kars1 direng genlerini bir arada bulundurabilmektedirler (Galimand, 2003). Bunun
yant sira, kromozomal genlerdeki mutasyonlar da diren¢ olusumu i¢in Onem

tasimaktadir (Nordmann, 2014; Partridge,2015).

Enterobacteriaceae iiyelerinde, genellikle c¢oklu ilag direnci gosteren

izolatlarin neden oldugu epidemik hastane enfeksiyonlarindan endise duyulmaktadir.
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Aminoglikozid direnci 1970’lerde sorun teskil ederken, 1982’den GSBL iireten
kokenler ortaya ¢ikmistir. GSBL’lerin genellikle plazmid aracili olmas: ve kolay
gecis gostermesi direncin hizli yayilmasi agisindan 6nemlidir. Enterobacteriaceae
ailesinde son yillarda hizla yayilan karbapenem direnci (6zellikle K. pneumoniae)
giinimiiziin biliylik saglik sorunlarindan biri haline gelmistir. Bu aile icindeki
karbapenem direngli bakterilerin ¢cogu ayn1 zamanda birgok antibiyotige de direng
gostermesi nedeniyle tedavide ciddi sorunlar yaratmistir. Gelinen noktada, nispeten
direncin az oldugu, uzun zamandir ¢esitli nedenlerle yaygin olarak kullaniimayan
eski antimikrobiyal ajanlardan kolistinin yeniden kullanimi giindeme gelmistir. K.
pneumoniae izolatlarinda karbapenem direnci ve ¢oklu ilag direnci gosteren Gram
negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kolistin kullanilmaktaydi. Ancak
kolistin direncinin artmasi ve son yillarda tanimlanan plazmid kaynakli mobilize
kolistin direng geni (mcr-1)’in hizli yayilimi bir tehdit unsuru olarak kolitsini

tiiketme potansiyeli tasimaktadir (Aydogan,2000).

1.1.8.1. Beta-Laktam Antibiyotikler ve Diren¢ Sorunu

Enterobacteriaceae ailesi iginde yer alan bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde, beta laktam grubu antibiyotiklerin genis spektrumlu ve
glivenilir olmalarindan 6tiirii diinyada yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin
%60’ 1m1 olusturmaktadir (Livermore, 2006).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, penisilin baglayan proteinleri, transpeptidaz
ve karboksipeptidazlart inhibe ederek hiicre duvar sentezini durdurmak suretiyle
etkilerini gosterirler (Giilay, 2004). Beta-laktam grubu antibiyotikler toksisiteleri
diisiik ve bakterisid etkisi olan ilaglardir. Bu grup antibiyotiklerin ortak 6zellikleri ise
yapilarindaki beta-laktam adi verilen 4 atomlu halka igermeleridir (Durupinar, 2001).
Her gruptaki beta laktam antibiyotiginin 6zelligi bu halkaya baglanan baska halkalar
ve yan zincirlerin olmasidir. Tiim iiyeleri beta-laktam halkasi igeren 5 gruptan olusur.

Bunlar penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta-laktamaz

14



inhibitorii (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam) beta-laktamlardir. Monobaktamlarda
beta-laktam halkasina baglanan bagka halka yoktur. (Leblebicioglu, 2008).

Bu gruptan sefalosporinler ve GSBL iireten izolatlarin yayginlagsmasiyla
karbapenemler Enterobacteriaceae ailesi enfeksiyonlarmnda siklikla kullanilan

antibiyotiklerden olmustur.

Sefalosporinler

Sefalosporinler giiniimiizde kullanimda olan en genis antibiyotik gruplarindan
birisidir. Penisilinlerden farki bes {iyeli tiazolidon halkasi yerine, alt1 fiyeli
dihidrotiazin halkasi’nin olmasidir. Bu halka sefalosporinlerin beta-laktamazlara
kars1 daha stabil olmasini saglar. Penisilin baglayan protein (PBP)’lere baglanarak
hiicre duvarinin sentezini onler ve bakterisidal aktivite gosterirler. Sefalosporinlere
direng baslica 3 mekanizmayla gelisir. Bunlar; beta-laktamaz yapimi, bakteri hiicre
duvar gecirgenliginin azalmasi ve PBP’lerde modifikasyondur. Sefalosporin
direncine en sik yol agan mekanizma beta laktamaz yapimi olup, stabilitesi farklilik
gostermektedir. Sefalosporinler Gram negatif bakteri hiicre duvarindan protein
yapisinda olan porin denilen su dolu kanallar1 kullanarak geger. Porinlerin say1 veya
capindaki degisiklikler bakteriyel direng ile sonuglanir (Giilay, 2004; Leblebicioglu,
2008; Essack,2001).

Giliniimilize kadar gelistirilen ilaglar birinci, ikinci, ligilincli, dordiincii ve
besinci kusak sefalosporinler olarak adlandirilmislardir. Birinci kusak sefalosporinler
daha ¢ok Gram pozitif bakteriler lizerinde etkili dar spektrumlu olup, ikinci kusak
sefalosporinlerin etkisinin Gram negatif bakteriler lizerinde olmalar1 nedeniyle daha
genis etki spektrumuna sahiptirler. Bu gruptaki sefamisinler, basta sefoksitin olmak
lizere, anti-anaerobik etkinlik gosterirler. Ugiincii kusak sefalosporinler genis etki

spektrumlu, beta-laktamaz enzimlerine de olduk¢a dayaniklidir. Bu grupta P.
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aeruginosa’ya karsi etkili, anti-pseudomonal, sefalosporinler bulunmaktadir.
Dordiincii kugakta Gram negatif ve pozitif bakteriler lizerinde etkili olan ¢ogu beta-
laktamaz direngli en genis spektrumlu sefalosporinlerin oldugu gruptur. Besinci
kusaktakiler, metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarma karsi
etkilidir. Bu grubun iiyeleri olan seftarolin ve seftobiprol basta MRSA olmak iizere
direngli Gram pozitif patojenlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Mehta,2015).

Karbapenemler

Karbapenemlerin, tibbi kullanima girmeleri 1970’li yillarin ortalarinda
Streptomyces cattleya’dan elde edilen “thienamycin” bulunmasiyla baslar. Bu grubun
ilk liyesi imipenemdir. Diger bir iiyesi olan meropenem ile birlikte giiclii non
fermantatif ~ etkinlikleri  nedeniyle hastane enfeksiyonlarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Grubun diger {iyeleri ise ertapenem ve doripenemdir (Jacoby, 2005;
Knapp,2001). Karbapenemler giiniimiizde mevcut olan beta-laktam antibiyotik
grubunda yer alan antibakteriyel spektrumu en genis olanlardir. Penisilin baglayan
proteinlere yiiksek afiniteleri sayesinde hiicre duvar sentezini inhibe ederek etki
gostermektedirler. Beta laktamazlara dayanikliliklari ve yiiksek afiniteleriyle mevcut
beta-laktam antibiyotiklerden (penisilinler, sefalosporinler vb.) ve beta-laktam / beta-
laktamaz  inhibitorii  (klasik  inhibitorler:  tazobaktam, klavulanat  gibi)
kombinasyonlarindan daha genis antibakteriyel spektrum gostermektedir. Bu durum,
temel olarak Gram negatif bakterinin hiicre duvarindan hizli sekide penetrasyonu,
PBP’lere karsi segici afinite ve ¢ogu beta-laktamaz direncinden kaynaklanmaktadir.
Karbapenemler hem Gram pozitif hem Gram negatif aerop ve anaerop bakterilere
kars1 kullanilan giiglii bir antibiyotik grubudur (Papp-Wallace, 2011; Bassetti, 2009).
Ancak, insan hiicresine penetrasyonlar1 iyi olmadigindan intraselliiler patojenlerin
tedavisinde kullanilamamaktadirlar. Karbapenemlerin Gram pozitif bakterilere
etkinligi, tipk: birinci kusak sefalosporinler ve penisilinler gibi oldukca fazla olmakla
birlikte, MRSA kokenlerinde de karbapenem direnci goriilebilir (Topgu, 1996;
Colak, 1996).
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Enterobacteriaceae suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
GSBL, AmpC beta-laktamaz iireten ve ¢oklu ilag direnci (CID) olan bakterilere kars
siklikla karbapenemler kullanilmaktadir (Harris, 2016; Viale, 2015). Ayrica alternatif
ve optimal tedavi secenekleri yetersizliginden monoterapide ve kombine terapilerde
de sik¢a denenmektedirler (Daikos, 2011).

Beta-laktamaz inhibitéru beta-laktamlar

Beta-laktam antibiyotiklere karsi direng, beta-laktamazlarin, beta-laktam
halkasindaki karbonil grubu ile ester kopriisti kurarak siklik amid bagini bozmasi ve
antibiyotigin etkisini yok eden enzimlerin varligindan dolayir goériilmektedir. Beta-
laktamazlar Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan tretilebilirler. Gram
negatif bakterilerden 6zellikle Entrobacteriaceae iiyelerinde beta-laktam direnci en
onemli mekanizmadir. Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda, plazmid,
transpozon, integron gibi mobil genetik yapilar da bulundurabilir. Bu enzimler, Gram
pozitif bakterilerde dogrudan dis ortama salinmakta, Gram negatif bakterilerde ise

periplazmik aralikta bulunmaktadirlar (Giilay, 2005).

Bu grubun iyeleri beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine edilmis beta-
laktam antibiyotiklerdir. Bu enzimlerin say1 ve g¢esitliliginin  artmasi

gruplandirilmalarin1 zorunlu hale getirmistir. Bu enzimler pratik olarak;

eklavulanik asit ile kombine edilmis (amoksisilinvetikarsilin, amoksisilin/klavulonat,

tikarsilin/klavulonat )

esulbaktam ile kombine edilmis ampisilin ve sefoperazon, (ampisilin/sulbaktam)

etazobaktam ile kombine edilmis piperasilin ( piperasilin/tazobaktam ) olarak

gruplandirilmislardir.
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Siklikla rastlanan toplum kokenli enfeksiyonlarda beta laktamaz direncinin

artmasindan dolay tercih edilen bilesiklerdir.

1.2. Kolistin

Polimiksinler, Bacillus cinsi bakteriler tarafindan ribozom disi1 olarak {iretilen
katyonik yapili polipeptidlerdir. Kimyasal olarak bes farkli bilesikten (polimiksin A-
E) meydana gelmektedirler. Bunlardan polimiksin B Bacillus polymyxa tiiriinden
izole edilmis, polimiksin E ise Bacillus colistinus tiirlinden izole edilmistir.
Molekiiler agirliklar1 1000 ve daha tizerinde olan ajanlardir. Klinikte tedavi amaciyla

polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanilmaktadir (Falagas, 2005; Kwa, 2007).

Ik olarak 1947 yilinda iiretilen polimiksinler, 1950 ve 1980°1i yillar arasinda
ciddi Gram negatif bakteri enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmistir. Ayn1 yillarda
P.aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir ajan olan gentamisin
gibi aminoglikozidlerin kullanilmaya baslanmasiyla daha az tercih edilmistir. 1980’li
yillarin basinda nefrotoksik yan etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla daha ¢ok rezerv
konumunda tutulmus, uzun yillar yalnizca kistik fibrozisli hastalarin tedavisinde
kullanilmigtir. Bunun haricinde gerekli goriildiigiinde de daha ¢ok topikal ya da oral
kullanimi tercih edilmistir (Falagas, 2006). Son yillarda giderek artan direngli Gram
negatif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilabilecek antibiyotiklerin kisitli hale gelmesi

polimiksinlerin klinik kullanimin1 tekrar giindeme getirmistir (Onciil, 2012).

Polimiksinler c¢oklu ilag direnci goésteren Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii ve karbapenemaz iireten enterik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde zorunlu olarak tercih edilen spesifik ajanlardan biri

olmustur (Falagas, 2010).
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Kolistin, kolistimetat sodyum (kolistin metan siilfat, pentasodyum
kolistimetansiilfat, kolistin siilfonil metat) ve kolistin siilfat olmak tizere iki farkli
ticari formda bulunur (Falagas, 2005; Onciil, 2012). Bunlardan kolistimetat sodyum
in vitro ve in vivo ortamda hidrolize olabilen daha az aktif olan ajandir. Kolistimetat
sodyum, kolistin siilfata kiyasla daha az terdpatik etkinlik ve yan etkilere sahiptir.
Ayrica intravendz, intramuskuler ve inhaler gibi parenteral formlar1 bulunmakla
birlikte, polimiksin grubu antibiyotikler i¢inde en fazla kullanilan parenteral formdur.
Kistik fibrozisli hastalarda nebilizator ile inhaler uygulanmasi, ayrica intratekal ve
intraventrikiiler enjeksiyona miisait olmasi avantaj kazandirmistir. ABD’de sadece
kolistimetat sodyum ve polimiksin B kullanim1 mevcuttur (Kwa, 2007; Li, 2001).
Kolistin siilfat bagirsak dekontaminasyonundan dolay1 oral yolla kullanilirken, cilt

enfeksiyonlarmin tedavisinde ise topikal formu kullanilabilir (Falagas, 2005).

1.2.1. Etki Mekanizmasi

Kolistinin hedefi bolgesi bakterinin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
tabakasidir. Gram negatif bakterilerin hiicre membraninda bulunan anyonik
lipopolisakarid yapisindaki molekiiller igin yiiksek bir baglanma afinitesi
olustururlar. Kolistinin elektrostatik etkilesimi sonunda hiicre membran yapisinda
bulunan ve membrani stabil halde tutan divalan katyonlarmin (Ca™ ve Mg'?) iyon
dengesi bozulur, vyerleri degisen divalan katyonlari lipid yapisindan ayrilirak
permeabilite artisina neden olmaktadir. Bu artis membran yapisini bozdugundan
hiicre igerigi disar1 sizar ve hiicrenin o6limi ile durum sonlanir (Falagas, 2005;
Peterson, 1985). Kolistin, antibakteriyel etkisi disinda giiglii bir anti-endotoksik
aktivite de gostermektedir. Gram negatif bakterilerin endotoksik aktivitesi kolistinin
lipopolisakkarid molekiillerinin lipid A boliimiine baglanarak nétralize etmek {izerine

kurgulanmistir (Falagas, 2005).
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1.2.2. Etki Spektrumu

Kolistinler, son yillarda giderek artan c¢oklu ilag direnci gosteren P.
aeruginosa, A. baumannii ve karbapenem direngli Klebsiella spp. enfeksiyonlarindan
dolayr tedavide zorunlu olarak tercih edilen antimikrobiyal ajanlardir. Ayrica
Enterobacter spp., E.coli, Shigella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp.,
Haemophilus influenzae, Legionella pneumophila, Bordetella pertussisve Y.
pseudotuberculosis’e karsi bakterisidal etkinlik géstermektedirler. Stenotrophomonas
maltophilia enfeksiyonlarinda da etkin olmasina ragmen, degisken duyarliliklar
goriilebilmektedir. Bununla birlikte, kolistinin bazi Mikobakteri tiirleri {izerinde de

etkili olabilecegi gosterilmistir.

Kolistine karst dogal direng, basta Gram pozitif ve anaerop bakteriler olmak
tizere Burkholderia cepacia, Burkholderia pseudomallei, Proteus mirabilis,
Providencia spp., Morganella morgani, Neisseria spp., Brucella spp., Moraxella
catarrhalis ve Serratia marcescens gibi bakterilerde goriilmektedir.

1.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Kolistine kars1 edinilmis direng¢ mekanizmasi, hedef hiicre membraninda
bulunan lipopolisakkaritlerin yapilarindaki meydana gelen degisikliklerdir. Yakin
zamana kadar meydana gelen direngten kromozomal genlerdeki bazi mutasyonlar
sorumlu tutulmaktaydi. Ancak 2016 yilinda Cin’de tanimlanan ve plazmid aracilig
ile kodlanan mcr-1 adli genin membrandaki lipid A boélgesine fosfoetanolamin

eklenmesiyle kolistin direncine neden oldugu saptanmustir (Liu, 2016).

Kolistin direncindeki temel molekiiler mekanizmaya, hiicre membraninda
bulunan lipopolisakkarit tabakasinin lipid A boliimiine fosfoetanolamin (PEtN) veya
4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) eklenmesine ek olarak deasetilasyon veya

hidroksilasyon gibi kovalent degisikliklerin neden oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
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yani sira, kapsiil olusumu ve efluks pompalar1 da etkili olmaktadir (Olaitan, 2014).
En sik karsilasilan lipopolisakkarit degisimi L-Ara4N eklenmesiyle lipid A’nin net
negatif yiikiinii 0’a diisiiren katyon degisimidir. Ikinci degisim sekli ise PEtN
eklenmesiyle, net negatif yiikii -1/-1,5 araligina diistiren modifikasyondur (Nikaido,
2003). Bu diren¢ mekanizmalart lipopolisakkaritin negatif yiikiinii azaltarak
kolistinin hiicre membranina baglanmasini zorlastirmakta ve direncin gelismesine

neden olmaktadir.

Genel olarak, pmrA/pmrB ve phoP/phoQ gibi hiicre membraninda etkili olan
regiilatuar sistemlerde ¢evresel veya spesifik mutasyonel etkenlerle aktivasyon artisi
gozlenirken, bu etkenler lipopolisakkarit modifiye eden genlerin ekspresyonlarinin
artmasina neden olmaktadir. Ornegin, pmrA/pmrB regiilatuar sistem aktivasyonunun
sirasiyla PEtN ve L-AradN molekiillerinin sentezini ve lipid A’ya transferini
saglayan pmrCAB ve arnBCADTEF-pmrE (diger adiyla pmrHFIJKLM-ugd)
operonlarinin regiilasyonu; phoP/phoQ regiilatuar sistem aktivasyonu pmrA/pmrB
regiilatuar sisteminin pmrD tizerinden dolayli aktivasyonuyla dirence katki sagladigi
tespit edilmistir. Kolitsinin direng gelisiminde farkli bakteri gruplarinda farkli
genetik modifikasyonlar gerceklesmektedir. Ozellikle nonfermentatif bakteriler ve
Enterobacteriaceae tiiyelerindeki kazanilmis direng mekanizmalarinda farkliliklar
goriilmektedir (Olaitan, 2014). Son yillarda c¢oklu ilag direnci gosteren K.
pneumoniae kokenlerinin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinda kolistin direnci
Klinik ag¢idan olduk¢a onem tasimaktadir. Yapilan ¢aligsmalarda, direngli bakterilerin
lipid A yapisinda 5 kat daha fazla L-Ara4N bulundugu saptanmigtir (Helander,
1996). Aymi kokenlerin  pmrA/pmrB ve phoP/phoQ regiilatuar sistemlerinde
gergeklesen mutasyonlarda, pmrC ve arnBCADTEF operonlarinin upregiilasyonuna
neden olarak lipid A yapisinda PEtN ve L-Ara4N ile modifikasyonuna neden oldugu
tespit edilmistir (Cheng, 2010).

K. pneumoniae izolatlarinda Kkolistin direncinden sorumlu bir transmembran
proteinini kodlayan kromozomal bir gen mgrB’nin varlig1 ortaya ¢ikmistir. Bu genin
gorevi phoP/phoQ regiilatuar sistemine negatif feedback saglamaktir (Cannatelli,

2013; Lippa; 2009). mgrB mutasyonlar1, pmrA ve/veya phoP’nin fosforillenmesiyle,
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arnBCADTEF operonunu regiile ederek lipid A yapisina L-AradN eklenmesiyle
dirence neden olmaktadir (Cheng, 2010 Kim, 2014). Kapsiil sentezi ile iligkili olan
rcsB geninin phoP/phoQ sistemi tizerindeki baskilayici etkisi ve bu gendeki
mutasyonlar phoP/phoQ sistemini aktive ederek kolistin direncine neden olabilecegi

aciklanmistir.

Antimikrobiyal direncin ciddi sorun teskil ettigi bir diger Enterobacteriaceae
iyesi olan E. coli kokenlerinde de kolistin direncinin, ¢ogunlukla lipid A’nin L-
AradN veya 2-aminoethanol molekiillerinin modifikasyonu ile iliskili oldugu
gosterilirken, az sayida da olsa lipid A’nin PEtN ile modifiye oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (Nummila, 1995; Kim, 2006).

Kolistin direngli E. coli suslarinda bir baska diren¢ mekanizmas: ise
Enterobacteriaceae iiyelerinde korunmus bir gen olan mgrR genindeki
mutasyonlardir. mgrR geni, lipid A’nin PEtN ile modifikasyonundan sorumlu eptB
geninin negatif regiilatorii oldugu belirlenmistir. Bu sayede mgrR mutasyonlarinin
lipid A’y1 modifiye ederek kolistin direncine neden olabilecegi diistiniilmektedir
(Reynolds, 2005; Raetz, 2007). Ayica, mgrR geninin phoP/phoQ sistemi tarafindan
regiilasyonu, ayni yol iizerinden mutasyonlara ugramasi kolistin direncine neden
olabilecegini gostermektedir (Moon, 2009). micA geni de E. coli izolatlarinda
phoP/phoQ sisteminin regiilasyonuna, 6zellikle phoP gen bolgesinin baskilanmasina
neden olmaktadir. Bu durumda yine gende meydana gelen mutasyonlarin Kkolistin

direncinden sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Coornaert, 2010).

Glinlimiizde antibiyotik direncinin ciddi boyutlara ulastig1 bakteri tiirlerinden
olan A. baumannii, L-AradN sentezi igin gerekli genetik mekanizmalara sahip
olmadigindan diren¢ PEtN {izerinden gergeklesmektedir. A. baumannii kokenlerinde
tanimlanan iki  farkli mekanizmanin  kolistin  direncine neden oldugu
diistinilmektedir.  Birincisi  enterik  bakterilere benzer olarak, pmrA/pmrB
bolgelerinde goriilen mutasyonlar sonucunda Lipid A yapisina PEtN eklenmesidir.

Bu mutasyonlar en sik pmrB geninde ve genlerin degisik bolgelerinde
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goriilebilmektedir (Olaitan, 2014). Ayrica, kolistin direngli A. baumannii tiirlerinde,
pmrC benzeri bir fosfoetanol transferaz geni olan ept4 nin ekspresyon seviyelerinde
anlamli derecede artis oldugu yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu genin konumunun
mobil genetik elemanlara yakinhig: horizontal gegis olasiligini da akla getirmektedir
(Arroyo, 2011; Lesho, 2013). Diger direng¢ mekanizmasi ise lipid A sentezinden
sorumlu olan genlerde ( IpxA, IpxC ve IpxD ) meydana gelen niikleotid degisimi,
delesyonlar veya bu genlere ISAball elementinin insersiyonuyla sentezin bozulmasi
veya lipopolisakkaritlerin tamamen kaybolmasi olarak belirlenmistir. Bu tip
mutasyonun goriildiigli kokenlerde genellikle antibiyotigin hedef bolgesi olan lipid A
molekiiliiniin bulunmamas: yiiksek diizey dirence sebebiyet vermektedir. Ayrica,
molekiiler mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamasi, heterodirengli kolistin
subpopiilasyonlarin direng oranlarinin artmasina ve tedavide basarisizliklara neden

oldugu distiniilmektedir (Moffatt, 2010).

P. aeruginosa suslarinda kolistin direng mekanizmalari, A. baumanni’den gok
enterik bakterilere benzerlik gostermektedir. Kolistin direncinden sorumlu 5 farkhi
regiilatuar sistem tespit edilmistir. Bunlar pmrA/pmrB (McPhee, 2003; Moskowitz,
2004; Moskowitz, 2012; Abraham, 2009), phoP/phoQ (Macfarlane, 2009; Barrow,
2009; Schurek, 2009; Miller, 2011), parR/parS (Lesho, 2013; Moffatt, 2010),
colR/colS ve cprR/cprS genleridir (Gutu, 2013). Kolistin direngli P. aeruginosa
izolatlariyla yapilmis ¢alismalarda, direng nedeni mutasyonlar ¢ogunlukla pmrB
geninde saptanmis, pmrA mutasyonlarina da nadiren rastlanmigtir (Lee, 2014).
Enterik  bakterilerden  farkli olarak, phoP/phoQ regiilatuar sistemindeki
mutasyonlardan  kaynakli  degisiklikler ~pmrA/pmrB  sisteminden bagimsiz
gerceklesmektedir. Ayrica pmrB ve phoQ mutasyonlarinin beraber gorildigii
izolatlarin daha direngli olma olasiligt tespit edilmistir (Owusu-Anim, 2012).
Ozellikle phoQ mutantlarinda goriilen mutasyonlarmn yiiksek oranda dirence neden
oldugu saptanmistir (Gutu, 2013). Ayrica, cprR/cprS ve parR/parS regiilatuar
sistemlerinde, kolistin haricindeki diger antimikrobiyal peptidlerin aktivasyonunu
arttirmas1 lipopolisakkarit tabakasinda modifikasyona yol agtigi bildirilmistir
(Fernandez, 2010).
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Kolistin igeren kombinasyon terapileri gelismekte olan Kolistin direncini
azaltmak ve antibiyotigin bakterisidal etkisini arttirmak amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Bu amacla yapilan calismalarda rifampin basta olmak iizere
karbapenemler, sulbaktam, minosiklin, glikopeptidler, tigesiklin ve bazi
antibiyotikler ile kolistinin sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir. Bu c¢aligmalarda
time-kill assay, checkerboard assay ve gradient strip yontemleri uygulanmistir. Time-
kill assay altin standart yontem olarak kabul edilmistir (Biswas, 2012; Bremmer,
2016; Lee, 2008; Principe, 2009; Gazel, 2014; Pachon-Ibanez, 2010).

1.2.4. Klinik Kullanimm

Ulkemizde, Nisan 2010 tarihinde ruhsat almis olan kolistinin kolistimetat
sodyum iceren formati, ¢oklu ilag direnci gosteren Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarinda, 6zellikle karbapenem direncinin yaygin oldugu merkezlerde ya da
in vitro olarak duyarli bulunan antibiyotikler ile tedaviye yanit alinamadiginda,
uygun antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglari dogrultusunda kullanilmaktadir.
Intravendz, inhaler ve intratekal kullanim formlar: kolistinin klinik kullanim
spektrumunu arttirmaktadir. Alt solunum yolu enfeksiyonlarinda inhaler kullanimi ile
elde edilen sonugclar, intravendz kullanimu ile elde edilen sonuglardan daha basarilidir
(Falagas, 2005). Coklu ilag direnci olan Gram negatif basillerden kaynaklanan
ventilator iligkili pndmoni olgularinda da Kolistin monoterapi veya kombine olarak
kullanilirken, yanik enfeksiyonlari ve ventrikiilit olgularinda (intratrakeal olarak)
kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur (Bremmer, 2016).

1.2.5. Yan Etkileri

Nefrotoksisite ve norotoksisite Kolistinin en sik karsilagilan yan etkileridir.
Toksisitenin molekiiler mekanizmasi Kesin olarak bilinmese de, doza bagimli ve geri
dontisiimlii oldugu diistiniilmektedir. Nefrotoksisiteyle iliskilendirilen total kiimiilatif

kolistimetat sodyum dozu, uzamis tedavi siirelerinde yan etkileri artirict rol
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oynamaktadir (Biswas, 2012). Diger bir risk faktorii ise, kolisitinin nefrotoksik
ilaclar ile birlikte verilmesidir. Gegmiste toksisiteye neden oldugu gerekgesiyle
kolistin yerine aminoglikozidler tercih edilmis, ancak aminoglikozidlerin giiniimiizde
daha az nefrotoksik oldugu ortaya c¢ikmustir (Falagas 2010; Yahav, 2011).
Norotoksisite, yaklasik %7 civarinda olguda goriildigi tespit edilmistir. Baslica
semptomlar1 bas donmesi, gligsiizliik, fasyal ve periferal parestezi, vertigo, gérme
bozukluklari, ataksi, konfiizyon ve solunum yetmezligine neden olabilen

noromuskuler blokaj seklinde kendini géstermektedir (Falagas, 2005).

Son yillarda kolistin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda noérotoksik ve nefrotoksik
yan etkilerin beklenenden daha az oldugu bildirilmistir (Matthaiou, 2008). Bunun en
onemli nedenleri, hastalarin daha iyi monitorize edilmesi, nefrotoksik ilaglar ile
birlikte kolistin kullaniminin sinirlandirilmasi, bu konudaki farkindaligin artmasi ve
icerigindeki bulunan nefrotoksik maddelerin azaltilip daha piirifiye hale getirilmis

olmasidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Enterobacteriaceae iiyelerinde plazmid aracili (mcr-1, mcr-2) ve
kromozomal kolistin diren¢ genleri (phoP/phoQ, pmrA/pmrB) varliklarinin
aragtirtlmasit ve kolistin direncinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi

amaciyla yapildi.

Calismanin gergeklesebilmesi icin Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bagkanligi’ndan 07.04.2017 tarihinde alinan 2017/4

toplanti numarali karar ile etik kurul onay1 alinmustir.

2.1. Bakteri Suslarinin Toplanmasi

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar: ve Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.05.2017 ve 31.10.2018 tarihleri arasinda
cesitli servislerdeki hastalardan gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen
Enterobacteriaceae ailesine ait kolistin direngli 40 izolat ve kontrol grubu amaciyla 8

adet kolistine duyarl sus calisma kapsamina alindi.

2.2. Bakteri Suslarimin identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Laboratuvara gonderilen kan, beyin omirilik sivis1 (BOS), idrar, balgam, yara
yeri sliriintiisii gibi 6rnekler kiiltiirii yapilmak {lizere kanl agar, ¢ikolata agar ve EMB
agar besiyerlerine ekildi. 37°C’lik etiivde 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra bakterilerin saf kiiltiirleri elde edildi. Kolonilerin morfolojileri
incelenerek, laktoz pozitif siipheli koloniler kabul edildi. Idrar kiiltiirlerindeki koloni

sayisi 5x10"den fazla olan 6rnekler degerlendirmeye alindi. EMB agarda yesilimsi
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metalik rofle veren, kanli agarda S koloni yapan 2-3 mm capinda E. coli oldugu
diistiniilen stipheli koloniler alindi. EMB agarda 3-4 mm ¢apinda pembe mukoid,
kanli agarda mukoid 3-4 mm boyutundaki Klebsiella spp. oldugu diisiiniilen ve yine
EMB agarda tiremesi gézlenen pembe, Klebsiella kolonileri kadar mukoid olmayan,
kanli agarda ise diizgiin 3-4 mm boyundaki, laktoz pozitif Enterobacter oldugu
diistintilen siipheli koloniler Gram boyama islemine tabi tutuldu. TSI besiyerinde
glukoz, laktoz ve siikroz kullanimi ile gaz ve H3S olusturmasi, sitrat besiyerinde
sodyum sitrat kullanim, iire agar besiyerinde iireaz iiretimi, indol olusumu ve SIM
(Sulfide Indole Motility) besiyerinde enterik hareketlilik yoniinden degerlendirildi.
Gram negatif oldugu anlasilan kolonilerden MALDI-TOF MS (BioMerieux, Fransa)
ve VITEK 2 (BioMerieux, USA) otomatize sistem ile tiir diizeyinde tanimlama
yapildi. Duyarlilik testleri ve molekiiler testler calisilincaya kadar suslar %15 gliserol
eklenmis triptik soy broth igeren 2 ml’lik steril ependorf tiiplerinde siispanse edildi
ve -80°C’de saklandi.

Calismamiza dahil ettigimiz bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini
belirlemek amaciyla kirby bauer yontemi ve VITEK 2 otomatize sistemi
kullanilmistir. Direngli suslar E test yontemi ile dogrulanmistir. Tiim fenotipik

duyarhilik testlerinde ve K.pneumoniae ATCC 700603 standart suslar1 kullanildu.

2.2.1. Maldi-Tof MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization time
of flight, Mass Spectrometry)

Calismaya alinan tiim bakteri izolatlart EMB besiyerine pasajlandi. 24 saatlik
kiiltirlerden tek koloni alinarak 96 bdliimliik test plagina boliim disina tagmayacak
ince bir film tabakasi olusturacak sekilde yayildi. Hiicre duvarmi pargalayarak
protein ekstraksiyonunu saglamak amaciyla iizerine 0,5ul. VITEK-MS-FA
(Formikasit) ilave edilerek kisa bir siire bekletildi. Daha sonra iizerine matriks
¢ozeltisi olarak 1yl VITEK MS-CHCA (=a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid)
eklendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Plak cihaz igine yerlestirilerek islem
baslatildi. Calismamizda MALDI-TOF-MS sistemi olarak VITEK- MS ticari sistemi
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kullanildi, Olgtimler dretici firmanin oOnerdigi ayarlar ile yapildi. Elde edilen
spektrumlar giincel IVD (invitro diagnostik) VITEK MS V.2.0 yazilimi kullanilarak

analiz edildi.

2.2.2. VITEK 2® Otomatize Sistem

Mikroorganizmalarin ¢alisilmasi i¢in identifikasyon amaciyla hazirlanan 0.5
McFarland bulanikligindaki bakteri ¢ozeltisinden 145 pl alinarak yeni hazirlanmis
olan 3 mlI’lik steril deney tiipiindeki serum fizyolojik ile siispanse edildi. Hazirlanan
bakteri siispansiyonlari, iretici firma prosediiriine uygun olarak identifikasyon
(VITEK 2 GN Card) ve antimikrobiyal duyarliliklarin belirlenmesi i¢in (VITEK 2
AST Card) (bioMérieux, Fransa) inokiilasyon Kkartlarina dagitilarak cihaza
(bioMérieux, Fransa) yerlestirildi. Her bir antibiyogram kart1 liyofilize olarak
antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlarin1 ve Mueller Hinton Broth i¢ermektedir. Bu
kartlar mikrodiliisyon tekniginin kiigiiltiilmiis ve kisaltilmis sekliyle MIK/breakpoint
degerini tespit etmektedir. Inkiibasyonun sonunda bakteri tiirleri belirlendi. MIK

degerleri EUCAST kriterlerine gore yorumlandi.

2.3. Direncin Molekiiler Temelinin Arastirilmasi

Kolistin direngli 40 ve kolistine duyarli 8 adet K. pneumoniae susu molekiiler
direng mekanizmasmin arastirilmas: i¢in c¢alismaya dahil edildi. Bu asamada,
literatiirde kolistin direncinden sorumlu olabilecegi bildirilen plazmid aracili mcr-1
ve mcr-2 genlerinin varligi ile kromozomal pmrA, pmrB, phoP ve phoQ genlerinin
ekspresyon seviyeleri incelendi. Molekiiler galismalarimizda mcr-1 pozitif kontrol
susu E. coli NTCC 13846 kullanildi.
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2.3.1. Bakteriden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu yapilacak kdkenlerin tamami yeniden canlandirma islemi
icin -80°C'den ¢ikarildi, Brain Heart Infiizyon Buyyonda (BHI) bir gece inkiibe
edildi, kanli ve EMB agara subkiiltiirleri yapildi. Koyun kanli agardaki taze
pasajlarindan steril 6ze ile alinan 3-5 koloni, 300 pl distile su i¢inde dagitilip,
numaralandirilan kilitli steril ependorf tiipler igerisinde siispanse edildi ve iyice
¢Ozlinmesi saglandi. Her bir 6rnek en az 30 saniye vortekslenerek homojen hale
getirildi. Daha sonra i¢i su dolu beher iginde kopiik spora yerlestirilerek 95°C'de 20
dakika kaynatildi. Ependorflar oda sicakligina geldikten sonra 14000 devirde 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantin 100 ul’si
amplifikasyon icin kalip DNA kaynagi olarak kullanildi. Elde edilen DNA 6rnekleri
-20°C'de PCR islemine kadar saklandi.

2.3.2. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

Calismada 48 bakteri 6rneginden izole edilen DNA’nin konsantrasyonu ve
saflik derecesi i¢in NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 UV/VIS) cihazi kullanildi. Spektrofotometrik yontem ile iiretici
direktifleri dogrultusunda 1ul DNA kullanilarak oOlgim yapildi. 260 nm dalga
boyundaki absorbsiyon degerleri (A260) DNA soliisyonu igerisindeki DNA ve RNA
miktarin1 gosterirken; 280 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri (A280) ise
protein miktarlarim1 gostermektedir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
absorbsiyon degerleri arasindaki oran (A260/A280) hesaplanarak DNA’nin saflik
derecesi belirlendi. A260/A280 degeri > 2 olan ornekler saf olarak kabul edildi,

farkli sonug veren ornekler igin izolasyon asamasi tekrar edildi.

29



2.3.3. Primerlerin Hazirlanisi

Gen bolgelerinin gosterilmesi igin iki ayr1 primer seti kullanildi. Gen bankasi

verilerinden hedeflenen DNA dizileri bulundu. Segilecek primerlerin belirlenen

hedef DNA’ya 0Ozgiin olup olmadigini saptamak i¢in Primer3 Plus programi

kullanildi. mcr-1 ve mcr-2 icin yaklasik olarak 18 basepare (bp) uzunlugundaki

primerler forward ve reverse olarak belirlendi. Primer dizilerinin uygunlugu diger

yayinlarla desteklenerek literatiir tarand1 ve primer dizaynina karar verildi. Ticari

olarak satin alinan liyofilize haldeki primerlere (Sentegen, Tiirkiye) tretici firma

protokoliine uygun olarak sulandirma islemi yapilarak 100 pmol/ul konsantrasyonda

stok primerler elde edildi. Ancak ¢alisma i¢in primerlerin konsatrasyonu 10 pmol/ul

olarak planlandi. Bunun igin 100 pmol/ul konsantrasyondaki stok primerden 10 ul ve

distile sudan 90 pl alindi, toplam hacim 100 ul olacak sekilde tekrar sulandirilarak,

ependorflara ayrilip -20°C’de muhafaza edildi.

2.3.4. mcr-1 ve mcr-2 Real Time PCR Calismasi

mer-1 ve mcr-2 calismast Tablo 3.1°de goriilen primerler ve Real-Amp™
SYBR gPCR Master mix (Cat. No. 801-050, Geneall Biotechnology, Giiney Kore)
kiti kullanilarak tiretici direktifleri dogrultusunda Rotor-Gene Q (QIAGEN, Hilden,
Germany) real time PCR cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 2.1. mcr-1 ve mcr-2 real time PCR ¢alismalarinnda kullanilan primer dizileri.

Primer ad1 Oligonukleotid dizi bp Referans
mer-1 F 5-CGGTCAGTCCGTTTGTTC -3 309 bp (Zaki MES, 2018)
mcr-1R 5-CTTGGTCGGTCTGTAGGG -3 | 309 bp (Zaki MES, 2018)
mcr-2 F 5-TGGTACAGCCCCTTTATT -3 567 bp (Zaki MES, 2018)
mcr-2R | 5- GCTTGAGATTGGGTTATGA -3 | 567 bp (Zaki MES, 2018)
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PCR sartlarinin belirlenmesinin ardindan calismada kullanilacak mcr-1 ve

mcr-2 primer gruplarinin ve hasta orneklerinin PCR ile analizi asamasina gegildi.

Her PCR reaksiyonu i¢in 40 hasta 6rnegine ait DNA, mcr-1 pozitif E. coli kontrol
(PK) DNA’s1 ve negatif kontrol (NK) galisildi. PCR karisimi (Tablo 3.2, Tablo 3.3)

pipetaj hata payr dahil edilerek 55 Ornek i¢in hazirlandi, artan karigim miktart

kullanilmadan atildi.

Tablo 2.2. mcr-1 real time PCR ¢alismalarinda bir reaksiyon i¢in hazirlanmasi gereken

karisim miktarlari.

Komponent Miktar
SYBR Green master mix 12,5ul
mcr-1 forward 1 ul
mcr-1 reverse 1 ul
RNAse/DNAse icermeyen steril su 9,5 ul
DNA 1 pl
Toplam 25 ul

Tablo 2.3. mcr-2 real time PCR ¢alismalarinda bir reaksiyon igin hazirlanmasi gereken

karigim miktarlari.

Komponent Miktar
SYBR Green master mix 12,5ul
mcr-2 forward 1 pl
mcr-2 reverse 1l
RNAse/DNAse icermeyen steril su 9,5 ul
DNA Il
Toplam 25 ul
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PCR karigimlarin hazirlanmasi sirasinda PCR tiipleri, sicakliklarini korumak
amactyla -20°C dondurucudan c¢ikarilan 6zel zemin {izerine yerlestirilerek ¢alisildi.
PCR master mix, dH,O, primerler ve calisilacak DNA’lar sadece ¢6ziilmelerine
yetecek siire kadar sogutucu disinda tutuldu, kullanildiktan hemen sonra dolaba
kaldirildi. Daha sonra, Rotor-Gene Q cihazinda Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’teki kantitatif
real time PCR protokolii uygun olarak ¢alisma gergeklestirildi.

Tablo 2.4. mcr-1 gen bolgesi PCR protokolil.

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 45 saniye
60°C 60 saniye 40 siklus
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika 1 siklus

Tablo 2.5. mcr-2 gen bolgesi PCR protokolii.

94°C 5 dakika 1 siklus
94°C 45 saniye
55°C 60 saniye 40 siklus
72°C 60 saniye
72°C 7 dakika 1 siklus
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2.3.5.PCR Uriinlerinin Elektroforez islemi

Oncelikle 10X TBE (Tris-Borik-Asit-EDTA) tamponundan 100 ml, steril
deiyonize sudan 900 ml alinmis ve 1000 ml’lik 1X TBE tamponu hazirlandi.
Sonrasinda 50 ml 1X TBE tamponu igerisine 1 gr agaroz eklenerek % 2
konsantrasyonluk agaroz jel hazirlandi. Karisim mikrodalga firinda (Argelik,
Tiirkiye) 3-5 dakika kaynatilarak ¢ozdiiriildii. Elektroforez tablasinin igine yiikleme
kuyucuklarini olusturacak sekilde taraklar diizgiin bir sekilde yerlestirildi. Sivi halde
bulunan karisim jel tablasinin igerisine yavas ve kabarcik olusturmayacak sekilde
dokiildi ve 25-30 dakika oda sicakliginda katilasmaya birakildi, jel donduktan sonra
elektroforez tankia yerlestirildi. Uzerini kaplayacak sekilde 1X TBE tamponu jel

tizerine eklendi. Katilagan jel i¢erisinden taraklar ¢ikarildi.

PCR firiinleri 6rnek numarasina gore siralandi. Yiiklemede 10 pl PCR fiiriind,
2 wl loading dye ile karistirilarak sirayla kuyucuklara yerlestirildi. Her PCR
reaksiyonu i¢in kullanilan pozitif kontrol ve negatif kontrol de aym sekilde jel
kuyucuklarina yiiklendi, en son kuyucuga da 100 bp’lik bantlara sahip olan 5 pl
DNA ladder (Genesta, GeneAll) yine 0.5 ul loading dye ile karistirilarak yiiklendi.
Jele marker ve orneklerin yliklemesi yapildiktan sonra elektroforez tankinin kapag:
kapatildi, giic kaynagina baglanarak 100 Volt elektrik ile 30 dakika boyunca
yuriitiildi.

2.3.6.Sonuclarim Gozlenmesi ve Analizi

Elektroforez islemi sonunda jel dikkatli bir sekilde, DNA goriintileme
isleminde kullanilan Spg/ml Etidyum Bromiir (boyar madde) iceren 400 ml ultra saf
suda 151k gecirmeyen agzi kapali bir kapta 15 dakika boyanmaya birakildi. Boyama
islemi sonunda ¢ikarilan jel vakit kaybetmeden UV 1sik altinda goriintiilendi. Jel
transluminator cihazindaki uygun odaciga yerlestirilerek ultraviyole 1s1k altinda, PCR

sonucu olusan iirlinler, marker baz uzunluklari ile karsilastirilarak incelemeye alindi.
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Zayif bile olsa 151ma goriilmesi, bakteride ilgili plazmid veya gen bélgesinin mevcut

oldugu anlamina geldiginden pozitif kabul edildi.

2.3.7. pmrA, pmrB, phoQ ve phoP Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin

Arastirilmasi

Kromozomal gen bdlgeleri igin oncelikle RNA izolasyonu gergeklestirildi
ardindan cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’lar ile pmrA, pmrB, phoP ve phoQ
genlerinin  ekspresyon seviyeleri analiz edildi. Molekiiler ¢alismalarimizin

tamaminda kolistine duyarli K. pneumoniae ATCC 700603 kontrol susu kullanildi.

2.3.8. Bakteriden RNA izolasyonu

Pure Gene RNA Isolation Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak iiretici

firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda RNA izolasyonu gerceklestirildi;

1. Kanli agardan 6ze yardimiyla alinan 4-5 bakteri kolonisi 1000 pl Lizis buffer

icerisinde kuvvetli bir sekilde slispanse edildi.
3. 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

4. Karisimin tizerine 200ul Kloroform izoamilalkol (49:1) karisimi eklendi. Alt-iist
ederek karistirildi ve oda sicakliginda 3 dakika daha bekletildi.

5. Karigim1 4°C’de 12000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi en istte
bulunan siv1 fazdaki siipernatanti yeni bir tiipe aktarildi (=600ul ).

6. Uzerine 1.25 kat (=800ul) etanol (%96-100) eklendi ve pipetleyerek karistirilda.

7. 700 ul lizat kolona transfer edildi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Ttp dokiildi ve kolon tekrar tiipiin igerisine yerlestirildi. Tiim lizatlar
kolona transfer edilinceye kadar bu basamak tekrarland.

34



8. Kolonun tizerine 700ul wash buffer 1 soliisyonu eklendi, oda sicakliginda 12000
x g’de 1 dakika santrifiij edildi, tip dokiildii ve kolon tekrar tiiplin iizerine

yerlestirildi.

9. Kolonun tizerine 500ul wash buffer 2 soliisyonu eklendi, oda sicakliginda 12000 x

g’de 1 dakika santrifiij edildi, tiip dokiildi ve kolon tekrar tiipiin {izerine yerlestirildi.

10. Kolonun tizerine 500ul wash buffer 2 soliisyonu eklendi, oda sicakliginda 12000
x g’de 1 dakika santrifiij edildi, tiip dokiildii ve kolon tekrar tiipiin {izerine

yerlestirildi.

11.Kolon tekrar 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi ve kolon 1,5 ml’lik

ependorf tiiptiniin tizerine yerlestirildi.

12. Kolonun merkezine 30-50ul 65-70°C’de bekletilmis niikleaz free ultra distile su
eklendi, oda sicakliginda 12000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. Elde edilen RNA -80 °C’de muhafaza edildi.

2.3.9. RNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

Kirk sekiz bakteri 6rneginden izole edilen RNA’nin miktar tayini ve saflik
derecesi i¢cin NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific NanoDrop ™
1000 UV / VIS, ABD) cihaz1 kullanildi. Spektrofotometrik yontem ile {iretici
direktifleri dogrultusunda 1pul RNA kullanilarak 6l¢iim yapildi. 260 nm dalga
boyundaki absorbsiyon degerleri (A260) DNA soliisyonu icerisindeki DNA ve RNA
miktarmi gosterirken; 280 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri (A280) ise
protein miktarlari1 gostermektedir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
absorbsiyon degerleri arasindaki oran (A260/A280) hesaplanarak RNA’nin saflik
derecesi belirlendi. A260/A280 degeri > 2 olan ornekler saf olarak kabul edildi,

farkli sonug veren ornekler igin izolasyon asamasi tekrar edildi.
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2.3.10. RNA Orneklerinden Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA izolasyonunun ardindan, komplementer DNA (cDNA) sentezi,
asagidaki asamalar izlenerck High Capacity cDNA Transcription Kit
(appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific, Litvanya) kullanilarak tiretici firma

direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi;

1. -80°C’de muhafaza edilen RNA’lar ve -20°C’de muhafaza edilen cDNA kiti

icerisinde bulunan kimyasallar es zamanli olarak ¢alismaya uygun hale getirildi.

2. Ters transkripsiyon islemi i¢in gerekli master mix farkli bir tiip igerisinde Tablo

2.6’daki sirayla hazirlandi;

Tablo 2.6. cDNA sentezinde PCR ¢aligmasi i¢in hazirlanmasi gereken karisim miktari.

Komponent Miktar (1 reaksiyon i¢in)
10 X RT Buffer 2ul
25 X dnTP mix 0,8ul
10 X Random Primer 2ul
Multi Scribe Reverse Transcriptase Tl
Toplam 5,8 ul

3. Master mix karigimi kit protokoliine gore her bir 6rnek igin 5,8ul olarak belirlendi.
500 ng RNA icerecek sekilde pl cinsinden tiim orneklerde RNA miktar1 hesaplandi
ve buna uygun olarak toplam hacmi 20 pl’ye tamamlayacak kadar RNAse/DNAse

icermeyen steril su eklendi.

4. Bu asamadan sonra tiipler PCR (MiniAmp Thermal Cycler appliedbiosystems,

Thermo Fisher Scientific) ) cihazina yerlestirildi.

5. High Capacity cDNA Transcription Kit prosediiriine uygun sekilde PCR dongiisii
Tablo 2.7°deki gibi olusturuldu.
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Tablo 2.7. cDNA sentezi PCR protokolii.

Asama 1 Asama 2 Asama 3 Asama 4
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika 00

6. Islem sonunda elde edilen cDNA’lar bir sonraki calisma siiresine kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

2.3.11. Real Time PCR (RT-qPCR) Calismasi

pmrA, pmrB, phoQ ve phoP gen bélgelerinin ekspresyon diizeylerini 6lgmek

icin Tablo 2.8’de belirtilen primerler (Sentegen, Tiirkiye) kullanildi (Bremmer, 2016;
Yahav, 2011 Matthaiou, 2008). Real time PCR c¢alismasi, Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanilarak StepOnePlus
Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda gerceklestirildi.

Kontrol geni olarak rpsL (Tablo 2.8) geni housekeeping (referans) gen kullanildi.

Tablo 2.8. pmrA, pmrB, phoQ, phoP ve rpsL genlerinin real time PCR ¢aligmalarinda
kullanilan primer dizileri.

Primer adi

Oligonukleotid dizi

PmrA Forward

GAT GAAGACGGGCTGCATTT

pmrA Reverse

ACC GCT AAT GCG ATCCTC AA

pmrB Forward

TGC CAG CTGATAAGCGTCTT

pmrB Reverse

TTCTGGTTGTTGTGC CCT TC

phoP Forward

TCT ACC GGG TCA GCG AAT AC

phoP Reverse

GAT CAG GAT CGG GAAGGACT

phoQ Forward

ATATGC TGG CGA GAT GGG AAA ACGG

phoQ Reverse

CCA GCC AGG GAA CAT CAC GCT

rpsL Forward

CCGTGG CGG TCG TGT TAA AGA

rpsL Reverse

GCC GTACTT GGA GCG AGC CTG
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pmrA, pmrB, phoQ, phoP ve rpsL genlerinin kantitatif real time PCR
calismasi igin hazirlanmasi gereken bir reaksiyonluk master mix miktar1 Tablo 2.9°da

verilmistir.

Tablo 2.9. pmrA, pmrB, phoQ, phoP ve rpsL genlerinin real time PCR calismasi
icin hazirlanmasi gereken karisim miktari.

Komponent Miktar

SYBR Green master mix Sul
Primer F 0,5 ul
Primer R 0,5 ul
RNAse/DNAse icermeyen steril su 1,5 ul
Toplam 7,5 ul

Her bir 6rnek i¢in toplam reaksiyon hacmi 10 pl olarak belirlenmistir.
RNA’lardan sentezlenen 500ng iceren cDNA’larin hacmi, 1/5 oraninda
sulandirilarak 100 ng’a esitlendi (4ul RNA + 16pul su). Plate kuyucuklarma 7,5 ul
master mix {izerine, 2,5 pul cDNA eklenerek kuyucuklardaki son hacim 10 pl’ye
tamamlandi ve plate kapatici ile kapatildi. StepOnePlus Real-Time PCR System
cihazi kullanilarak Tablo 2.10°daki kantitatif real time PCR protokolii dogrultusunda
calisilma gergeklestirildi.

Tablo 2.10. pmrA, pmrB, phoQ, phoP ve rpsL genleri i¢in kantitatif real time PCR ¢aligma

protokolii.
Asama Dongii Siire Sicakhk
sayisl

Enzim Aktivasyonu 1 siklus 10 dakika 95° C

Denatiirasyon 40 siklus 15 saniye 95°C

Amplifikasyon | Veri toplama 1 dakika 60°C

Uzama 30 saniye 72°C

Melting Denatiirasyon 1 siklus 15 saniye 95°C
Baglanma 1 dakika 60°C (+0,3 °C)
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PCR islemi sonucunda hedef gen (pmrA, pmrB, phoQ ve phoP) ve referans
gen (rpsL) Ct degerleri analiz edildi. Calismaya dahil edilen biitim 6rnekler igin
erime egrisi analizleri yapildi, erime egrileri birbirine uymayan kuyucuklardaki
ornekler tekrar ¢alismaya dahil edildi. Elde edilen gen ekspresyon diizeyleri Livak ve
ark.’nin (Livak, 2001) belirttigi sekilde CtMean, ACtMean, AACT, QAACT degerleri
tek tek hesaplanarak degerlendirildi ve sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi

yapildi.

Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde pmrA, pmrB, phoQ ve phoP
genleri icin SPSS 22.0 software (Chicago, ABD) programi ile t-test ydntemi
kullanild1. Istatistiksel olarak p< 0,05 anlaml1 kabul edildi.
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3. BULGULAR

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar1 ve Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ¢esitli servislerden gonderilen klinik
orneklerden izole edilen, Enterobacteriaceae ailesine ait kolistin direngli 40 K.
pneumoniae izolatt g¢alisma kapsamima alindi. Calismamiz Enterobacteriaceae
suslarin dahil edilecegi sekilde planlandi ve proje bu yonde hazirlanarak etik kurul
onayl alindi. Ancak suslarin arsivlendigi bu siire igerisinde laboratuvarimiza
gonderilen klinik 6rneklerden planlanan ¢alismaya uygun olarak (kolistin direngli
izolat) sadece K.pneumoniae suslari izole edilmistir. Bu yiizden kontrol grubu olarak

kolistine duyarli 8 adet, direngli 40 adet K. pneumoniae susu ¢alismaya dahil edildi.

K. pneumoniae izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklerin dagilimi Tablo

3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. K. pneumoniae izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1 %
Idrar kiiltiirii 12 25
Kan kiilttra 10 20,8
Trakeal aspirat kiiltiirii 10 20,8
Yara kaltiirt 8 16,6
Katater kultiiri 4 8,3
Balgam kiiltiirii 4 8,3

Calismamizda kullandigimiz K.pneumoniae izolatlarinin gonderildikleri
kliniklere gore dagilimi Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2. K.pneumoniae izolatlarinin génderildigi servislerin dagilimi

Klinikler Say1 %
Anesteziyoloji ve Reanimasyon 16 33.3
Yogun Bakim Unitesi 9 18,9
Palyatif Bakim Unitesi 4 8,4
Dahiliye 4 8,4
Beyin Cerrahisi 3 6,2
Genel Cerrahi 3 6,2
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 2 4.2
Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi 2 4,2
Noroloji 2 4.2
Kadin Hastaliklar1 1 2
Kalp ve Damar Cerrahi 1 2
Diger Cerrahi Servisler 1 2
Toplam 48 100

Bu c¢alisgmaya dahil edilen kolistine direngli K. pneumoniae kokenlerinin

fenotipik diren¢ sonuglari

Tablo 3.3’de,

kolistine duyarh

K. pneumoniae

kokenlerinin fenotipik duyarlilik testleri ile alinan sonuglar ise Tablo 3.4’te

gosterilmistir.

Tablo 3.3. Kolistin direngli K. pneumoniae suslarinin fenotipik direng sonuglari

Ornek (n=40) VITEK 2 Gradient Strip Test (MIC)
MiK Yorum MIiK Yorum
Sus No: 1. >16 R* 3 R*
Sus No: 2. >16 R 3 R
Sus No: 3. >16 R 3 R
Sus No: 4. >16 R 6 R
Sus No: 5. >16 R 3 R
Sus No: 6. >16 R 8 R
Sus No: 7. >16 R 4 R
Sus No: 8. >16 R 4 R
Sus No: 9. >16 R 4 R
Sus No: 10. >16 R 4 R
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Sus No: 11. >16 R 4 R
Sus No: 12. >16 R 4 R
Sus No: 13. >16 R 6 R
Sus No: 14. >16 R 3 R
Sus No: 15. >16 R 3 R
Sus No: 16. >16 R 4 R
Sus No: 17. >16 R 8 R
Sus No: 18. >16 R 8 R
Sus No: 19. >16 R 3 R
Sus No: 20. 8 R 3 R
Sus No: 21. 8 R 3 R
Sus No: 22. >16 R 6 R
Sus No: 23. >16 R 6 R
Sus No: 24. >16 R 4 R
Sus No: 25. 8 R 4 R
Sus No: 26. >16 R 4 R
Sus No: 27. >16 R 3 R
Sus No: 28. >16 R 8 R
Sus No: 29. >16 R 8 R
Sus No: 30. >16 R 3 R
Sus No: 31. >16 R 3 R
Sus No: 32. >16 R 3 R
Sus No: 33. >16 R 3 R
Sus No: 34. >16 R 3 R
Sus No: 35. >16 R 4 R
Sus No: 36. >16 R 4 R
Sus No: 37. >16 R 3 R
Sus No: 38. >16 R 4 R
Sus No: 39. >16 R 4 R
Sus No: 40. >16 R 6 R
R: direngli
Tablo 3.4. Kolistin duyarli K.pneumoniae suslarinin fenotipik duyarlilik sonuglar
. VITEK 2 Gradient Strip Test (MIC)
Ornek (n=8)
MiK Yorum MiK Yorum
Kp L. <0,5 S* 1 S*
Kp 2. <05 S 2 S
Kp 3. <0,5 S 2 S
Kp 4. <0,5 S 1 S
Kp 5. <0,5 S 0,75 S
Kp 6. <0,5 S 1 S
Kp7. <05 S 2 S




ATCC 700603 2 S 0,75 S

S: duyarl

K. pneumoniae suslarmin duyarliliklari VITEK 2 (BioMérieux, ABD)
otomatize sistemi ile saptandi. Direngli suslar E test metodu ile dogrulandi.
Calismaya alinan izolatlarin antibiyotik direng¢ profili Tablo 3.5 ve Sekil 3.5°te

verilmigtir.

Tablo 3.5. K. pneumoniae suglarinin antimikrobiyal direng oranlari

Antibiyotik Direncli Sus Sayisi %

Ampisilin 40 100
Amoksisilin / Klavulanik Asit 40 100
Piperasilin /Tazobaktam 40 100
Sefazolin 40 100
Sefuroksim 40 100
Sefuroksim Aksetil 40 100
Sefoksitin 39 97,5
Seftazidim 40 100
Seftriakson 40 100
Sefepim 38 95

Ertapenem 38 95

Meropenem 38 95

Imipenem 39 97,5
Amikasin 29 72,5
Gentamisin 35 87,5
Siprofloksasin 40 100
Tigesiklin 26 65

Kolistin 40 100
Trimetoprim / Siillfametaksazol 26 65
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Sekil 3.5. K. pneumoniae suslarinin antibiyotik direng oranlari

3.1. Direncin Molekiiler Temelinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada Kolistin direncinden sorumlu mekanizmalar1 arastirmak igin
direngli 40, duyarli 8 K. pneumoniae kokeni ¢alismaya dahil edildi, plazmid aracili
direng genlerinin (mcr-1, mcr-2) varhigi PCR ile incelendi. Molekiiler ¢alismalarda
E.coli NTCC 13846 mcr-1 susu pozitif kontrol olarak kullanildi. Incelemelerimiz

sonucunda K. pneumoniae kokenlerinin higbirinde mcr-1 varligina rastlanmadi (Sekil
3.6).

1000 bp

500 bp
300 bp

100 bp

Sekil 3.6. mcr-1 geni tagiyan (E. coli NTCC 13846) pozitif kontrol izolatina ait agaroz jel
elektroforezi goriintlisii (Hat 1: 100bp DNA ladder (Genesta, GeneAll); Hat 2: mcr-1 gen
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bolgesi pozitif kontrol (309bp); Hat 3-7: calismaya dahil edilen K. pneumoniae suslari; Hat 8:
Negatif kontrol).

Calismamizda 2 adet bakteri susunda (Sus no: 18 ve 24) mcr-2 geni pozitif
olarak tespit edildi. Pozitif suslarin agaroz jel elektroforezi goriintiisii ve real time
PCR grafigi sekil 3.7 ve sekil 3.8’de gosterildi.

-
=

1000bp

—
=
-—
Cad

500bp

100bp

1000 bp
500bp

100bp

Sekil 3.7. mcr-2 geni tasiyan izolata ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii (Hat 1-9 ve Hat
10-18: 100bp DNA ladder (Genesta, GeneAll); Hat 2 ve 11: mcr-2 pozitif K. pneumoniae izolatlar
(Sus No:18 ve 24) (567bp); Hat 3-7 ve Hat 12-16: mcr-2 negatif K. pneumoniae izolatlari; Hat 8 ve
17: Negatif kontrol).
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Sekil 3.8. mcr-2 gen bolgesine ait real time PCR sonuglari.

Kolistin direncinden sorumlu oldugu diisiiniilen pmrA, pmrB, phoP ve phoQ
genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artis incelendi. Calismamizda, Kolistine
direngli kokenlerdeki ekspresyon seviyeleri, kolistine duyarli kokenler ile
karsilastirildi. pmrA, pmrB, phoP ve phoQ genlerinin ekspresyon diizeyleri aykir
deger analizi sonrasi ortalama prasct degerleri hesaplandi, istatistiksel olarak anlamli

bir artig saptanamadi.

Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 22.0 software (Chicago,
ABD) programu ile t-test yontemi kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak p< 0,05

anlamli1 kabul edildi.

Gen ekspresyon sonuglart Tablo 3.6 — Tablo 3.9’da, duyarli ve direngli

izolatlarin ortalama degerleri ise Tablo 3.10°da gosterilmistir.
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Tablo 3.6. K. pneumoniae izolatlarinin pmrA gen bolgesi ekspresyon analizi sonuglari.

Ornek rpsL Geni pmrA Geni pAACt
Sus No: 1. 16,82 23,04 0,2
Sus No: 2. 17,98 24,36 0,2
Sus No: 3. 16,68 28,77 0,0
Sus No: 4. 17,55 26,41 0,0
Sus No: 5. 17,83 26 0,0
Sus No: 6. 19,35 25,96 0.1
Sus No: 7. 17,2 24,62 0,1
Sus No: 8. 20,06 27,08 0.1
Sus No: 9. 17,89 26,94 0,0
Sus No: 10. 17,39 24,04 0,1
Sus No: 11. 25,53 25,5 13,1*
Sus No: 12. 20,59 29,79 0,0
Sus No: 13. 18,68 27,8 0,0
Sus No: 14. 19,31 21,9 2,1
Sus No: 15. 22,04 29,72 0,1
Sus No: 16, 20,84 27,94 0,1
Sus No: 17. 22,37 28,5 0,2
Sus No: 18. 20,67 27,95 0,1
Sus No: 19. 19,14 28,87 0,0
Sus No: 20. 18,45 26,47 0,0
Sus No: 21. 19,51 25,5 0,2
Sus No: 22. 173 26,42 0,0
Sus No: 23. 18,58 21,72 0,0
Sus No: 24. 20,01 27,07 0,1
Sus No: 25. 20,07 26,36 0,2
Sus No: 26. 18,5 23,72 0,3
Sus No: 27. 18,94 24,8 0,2
Sus No: 28. 18,78 25,26 0,1
Sus No: 29. 18,81 25,88 0,1
Sus No: 30. 20,17 25,68 03
Sus No: 3L, 18,17 25,48 0,1
Sus No: 32. 19,93 25,8 0,2
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Sus No: 33. 21,82 26,29 0,6
Sus No: 34. 21,05 28,06 0,1
Sus No: 35. 20,53 29,97 0,0
Sus No: 36. 21,39 27 0,3
Sus No: 37. 17,93 28,09 0,0
Sus No: 38. 20,83 29,12 0,0
Sus No: 39. 21,97 28,38 0,2
Sus No: 40. 19,8 26,42 0,1
Kp L. 20,67 24,87 0,7
Kp 2. 21,17 225 5,1*
Kp 3. 21,37 26,07 0,5
Kp 4. 21,32 26,69 0,3
Kp 5. 19,79 20,49 7,9*
Kp 6. 19,59 22,67 1,5
Kp7. 20,08 26,74 0,1
ATCC 700603 21,35 24,73 1,2

* : Orneklerin sonugclari aykir1 deger analizi dogrultusunda istatistiksel degerlendirmeden
¢ikarilmustir.

Tablo 3.7. K. pneumoniae izolatlarinin pmrB gen bdlgesi ekspresyon analizi sonuglari.

Ornek rpsL Geni pmrB Geni pAACt
Sus No: 1. 16,82 21,1 0.1
Sus No: 2. 17,98 22,44 0.1
Sus No: 3. 16,68 24,32 0,0
Sus No: 4. 17,55 21,46 0.1
Sus No: 5. 17,83 21,72 0.1
Sus No: 6. 19,35 2217 0.2
Sus No: 7. 17,2 21,05 0,1
Sus No: 8. 20,06 34,21 0,0
Sus No: 9. 17,89 2353 0,0
Sus No: 10, 17,39 20,48 0.2
Sus No: 11. 25,53 21,81 19,1*
Sus No: 12. 20,59 25,52 0,0




Sus No: 13. 18,68 23,9 0,0
Sus No: 14. 19,31 20,9 0,5
Sus No: 15. 22,04 25,39 0.1
Sus No: 16. 20,84 24,26 0.1
Sus No: 17. 22,37 33,03 0,0
Sus No: 18. 20,67 23,09 0,3
Sus No: 19. 19,14 23,9 0,1
Sus No: 20. 18,45 22,58 0.1
Sus No: 21. 19,51 21,95 0,3
Sus No: 22. 17,3 22,6 0,0
Sus No: 23. 18,58 233 0,1
Sus No: 24. 20,01 22,93 0,2
Sus No: 25. 20,07 21,59 0,5
Sus No: 26. 18,5 20,21 04
Sus No: 27. 18,94 20,94 0,4
Sus No: 28. 18,78 21,47 0,2
Sus No: 29. 18,81 21,91 0,2
Sus No: 30. 20,17 21,75 0,5
Sus No: 31. 18,17 21,95 0.1
Sus No: 32. 19,93 22,22 0,3
Sus No: 33. 21,82 22,43 0,9
Sus No: 34, 21,05 23,9 0,2
Sus No: 35. 20,53 25,75 0,0
Sus No: 36. 21,39 22,99 0,5
Sus No: 37. 17,93 23,43 0,0
Sus No: 38. 20,83 24,75 0,1
Sus No: 39. 21,97 24,34 0,3
Sus No: 40. 19,8 22,59 0,2
Kp 1. 20,67 20,74 14
Kp 2. 21,17 31,73 14
Kp 3. 21,37 22,8 05
Kp 4. 21,32 23,64 0,3
Kp 5. 19,79 16,75 11,9*
Kp 6. 19,59 20,34 0,9
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Kp?7. 20,08 22,96 0,2

ATCC 700603 21,35 20,68 2,3

* . Orneklerin sonuglar1 aykir1 deger analizi dogrultusunda istatistiksel degerlendirmeden
cikarilmustir.

Tablo 3.8. K. pneumoniae izolatlarinin phoP gen bolgesi ekspresyon analizi sonuglari.

Ornek rpsL Geni phoP Geni pAACt
Sus No: 1. 16,82 36,4 0,0
Sus No: 2. 17,98 355 01
Sus No: 3. 16,68 34,54 0,1
Sus No: 4. 17,55 35,6 0,1
Sus No: 5. 17,83 33,96 0,3
Sus No: 6. 19,35 37,8 0,1
Sus No: 7. 17,2 35,39 0,1
Sus No: 8. 20,06 35,4 0,5
Sus No: 9. 17,89 36,9 0,0
Sus No: 10. 17,39 34,75 0,1
Sus No: 11. 25,53 334 96,2*
Sus No: 12, 20,59 Sl Sl
Sus No: 13. 18,68 34,24 0,5
Sus No: 14. 19,31 34,11 0,8
Sus No: 15. 22,04 35,44 2,1
Sus No: 16. 20,84 34,59 1,6
Sus No: 17, 22,37 38,2 0,4
Sus No: 18. 20,67 38,64 0,1
Sus No: 19. 19,14 34,5 0,5
Sus No: 20, 18,45 36,2 0,1
Sus No: 21, 19,51 36,66 0,2
Sus No: 22. 17,3 34,42 0,2
Sus No: 23. 18,58 34,64 0,3
Sus No: 24. 20,01 34,23 1,2
Sus No: 25, 20,07 358 05
Sus No: 26. 18,5 34,14 0,4




Sus No: 27. 18,94 33,49 09
Sus No: 28. 18,78 32,94 1,2
Sus No: 29. 18,81 33,84 0,7
Sus No: 30. 20,17 34,82 0,9
Sus No: 31. 18,17 ek 1,0
Sus No: 32. 19,93 34,51 1,0
Sus No: 33. 21,82 39,1 0,1
Sus No: 34. 21,05 34,17 2,5
Sus No: 35. 20,53 36,5 0,3
Sus No: 36. 21,39 34,31 3,0
Sus No: 37. 17,93 33,3 0,5
Sus No: 38. 20,83 33,96 2,5
Sus No: 39. 21,97 34,7 3,3
Sus No: 40. 19,8 33,43 1,8
Kp 1. 20,67 34,02 2,1
Kp 2. 21,17 34,17 2,7
Kp 3. 21,37 33,8 4,1*
Kp 4. 21,32 34,44 2,5
Kp 5. 19,79 38,01 0,1
Kp 6. 19,59 33,53 14
Kp7. 20,08 - -
ATCC 700603 21,35 38,5 0,155

* : Orneklerin sonuglar1 aykir1 deger analizi dogrultusunda istatistiksel degerlendirmeden

cikarilmustir.
** : Ekspresyon diizeyi saptanamadi.

Tablo 3.9. K. pneumoniae izolatlarinin phoQ gen bdlgesi ekspresyon analizi sonuglari.

Ornek rpsL Geni phoQ Geni pAACt
Sus No: 1. 16,82 21,91 0.1
Sus No: 2. 17,98 19,63 0,9
Sus No: 3. 16,68 22,3 0,1
Sus No: 4. 17,55 19,43 08
Sus No: 5. 17,83 20,14 06
Sus No: 6. 19,35 20,98 0,9




Sus No: 7. 17,2 19,52 0,6
Sus No: 8. 20,06 23,93 0,2
Sus No: 9. 17,89 21,94 0,2
Sus No: 10. 17,39 19,71 0,6
Sus No: 11. 25,53 22,39 25,4*
Sus No: 12. 20,59 24,85 0,2
Sus No: 13. 18,68 23,73 0,1
Sus No: 14. 19,31 18,22 6,1
Sus No: 15. 22,04 245 0,5
Sus No: 16. 20,84 23,62 0,4
Sus No: 17. 22,37 24,08 0,9
Sus No: 18. 20,67 22,67 0,7
Sus No: 19. 19,14 27,62 0,0
Sus No: 20. 18,45 20,35 0.8
Sus No: 21. 19,51 20,68 13
Sus No: 22. 17,3 21,24 0,2
Sus No: 23. 18,58 22,63 0,2
Sus No: 24. 20,01 25,24 0.1
Sus No: 25. 20,07 21,86 0.8
Sus No: 26. 18,5 20,26 0,9
Sus No: 27. 18,94 21,34 0,5
Sus No: 28. 18,78 21,37 0,5
Sus No: 29. 18,81 21,75 0,4
Sus No: 30. 20,17 22,99 0,4
Sus No: 31. 18,17 21,67 0,3
Sus No: 32. 19,93 22,22 0,6
Sus No: 33. 21,82 22,55 1,7
Sus No: 34. 21,05 23,53 0,5
Sus No: 35. 20,53 24,58 0,2
Sus No: 36. 21,39 24,62 0,3
Sus No: 37, 17,93 23,52 0,1
Sus No: 38. 20,83 23,77 0,4
Sus No: 39. 21,97 24,21 0,6
Sus No: 40. 19,8 23,44 0,2
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Kp 1. 20,67 22,08 11
Kp 2. 21,17 23,01 0,8
Kp 3. 21,37 23,1 0,9
Kp 4. 21,32 23,14 0,8
Kp 5. 19,79 20,07 2,4*
Kp 6. 19,59 20,48 1,6
Kp?7. 20,08 23,54 0,3
ATCC 700603 21,35 22,14 1,7

*Qrneklerin sonuglar1 aykir1 deger analizi dogrultusunda istatistiksel degerlendirmeden ¢ikarilmistir.

Tablo 3.10. Kolistine duyarli (S) ve direngli (R) kokenlerin ekspresyon diizeyleri arastirilan
genler i¢in aykiri deger analizi sonrasi ortalama 2" degerleri.

pmrA

pmrB

phoP

phoQ

Diren¢ Ortalamasi

0,2

0,2

0,8

0,6

Duyarh Ortalamasi

0,7

1,5

1

R/S Ortalamasi

0,5

0,6

1,2

0,8

1,8

1,6

1,4

1,2

0,8

0,6
0,4

0,2 -

pmrA

pmrB

phoP

phoQ

M Direngli

M Duyarh

Sekil 3.9. Kolistine duyarli ve direngli suglarin pmrA, pmrB, phoP ve phoQ genleri igin tespit
edilen ortalama 2*“* degerleri.

53



4. TARTISMA

Antimikrobiyal direng (AMR), bir bakteri susunun normal olarak biliyiimesini
durduran veya ilaglara karsi dayanmalarini saglayan antibiyotiklere karsi direng
gosterdiginde tanimlanir. Son 2 yilda, diinyada ESBL iireten patojenler, metisilin
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve NDM iireten bakteriler gibi ilaca
direngli ve yaygin olarak da ¢ok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis (MDR,
XDR-MTB), MBL iireten bakterilerin ortaya ¢ikisiyla diinya genelinde cesitli
antimikrobiyal ajanlara direngli patojenler ortaya ¢ikmistir. Bu izolatlarin mevcut
tedavi rejimi ile tedavisi neredeyse imkansizdir (Ventola, 2015). AMR, 1940 yilinda
dogal bakteri islemlerinden sonra ilk antibiyotik olan “penisilin” in kesfedilmesiyle
ortaya ¢iktl. Kuskusuz, bazi bakteri suslarina direng saglayan genler milyonlarca yil

Once yani antibiyotiklerden 6nce ortaya ¢ikti (Read, 2014).

Giliniimiizde AMR, diinya ¢apinda asir1 finansal yilike, hastanede kalma
siresini uzatan ve hatta oliimciil sonuglara neden olabilen, ayrica antibiyotiklerin
asirt ve yanlis doz kullanimi sonucu ortaya ¢ikmustir (Viswanathan, 2012).
Antibiyotiklere direncgli patojenler, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde
morbidite ve mortalitenin ana nedenlerinden biridir. Yayinlanan verilere gore, diinya
genelinde her yil antimikrobiyal ajanlara direngli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlar nedeniyle yaklasik 700.000 kisi 6lmekte ve verilerin ¢ogu Yyetersiz
raporlama ve siirveyans ¢alismalar1 nedeniyle hala rapor edilememektedir (de Kraker
2016). Ote yandan, Center for Disease Control and Prevention (CDC) verilerine gore
direngli bakteriler nedeniyle her yil 2 milyondan fazla kisi enfekte olmaktadir ve

23.000’den fazla oliim ger¢eklesmektedir (Lim, 2016).

Benzer sekilde, Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, yilda 60.000 yenidoganin
direncli bakteri enfeksiyonlart nedeniyle 6ldiigiinii tespit etmislerdir (Laxminarayan,
2013). Ayni sekilde, 2009 yilinda Pakistan'da yapilan bir aragtirmada yeni doganlarin
%40'min MDR patojenleri (E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter cloacae) nedeniyle
oldigi belirtilmistir (Hannan, 2013). Pakistan'dan bir baska arastirmada, 78 kan

orneginden izole edilen MDR-Acinetobacter spp.'nin neden oldugu enfeksiyonda 37
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hastanin 0ldiigii raporlanmistir (Saleem, 2009). Qamar ve arkadaglari, Pakistan
Islamabad'da yaptiklar1 arastirmada, E. coli ve K. pneumoniae'ye bagli NDM-1
pozitif izolatlar1 nedeniyle her 9 cocuktan 4’iinlin 6ldiigiinii bildirmistir (Qamar,

2015).

En yiiksek o0lim orani, gelismis iilkelere kiyasla gelismekte olan {ilkelerde
¢ogunlukla immiin sistemi baskilanmis kisilerde bildirilmektedir. Gelismekte olan
tilkelerde hastanelerdeki baslica risk faktorleri; saglik c¢alisanlarinin zayif hijyenik
uygulamalari, antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanimi, hastane dis1 patojenler,
hastanelerin asir1 kalabalik olmasi, ameliyathanelerin kétii durumudur (Qamar 2014).
Her y1l, diinyadaki antimikrobiyal dirence bagli enfeksiyonlarin oranini azaltmak i¢in
milyonlarca dolar harcanmaktadir. Avrupa Birligi, sadece Avrupa'daki yaklasik
23.000 oliimden sorumlu olan direncgli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin
istesinden gelmek icin yilda yaklasik 1,5 milyar Avro yatirim yapmaktadir (Davies,
2013). Bununla birlikte, Amerika Birlesik Devletleri her yil antibiyotik direncine
bagli enfeksiyonu olan 20 milyon hastay1 tedavi etmek icin 20 milyar dolarin

tizerinde harcama yapmaktadir (Hampton, 2013).

K. pneumoniae ile enfeksiyonlar o6zellikle hastanelerde, erken dogan
bebeklerin ve bagisiklik sistemi bozulmus, seker hastaligi veya asir1 alkol tiikketimi
olan ve yogun tibbi bakim alan hastalar gibi hassas kisiler arasinda goriiliir. En
yaygin olani idrar ve solunum yolu enfeksiyonlar1 ve yeni doganlarda kan dolagimi
enfeksiyonlaridir (World, 2014). Giicli ve ark’nin 126 karbapenem direngli K.
pneumoniae izolatin1 dahil ederek yaptigi ¢alismada en sik solunum &rneklerinden
(%31), sonrasinda da idrar (%29,4) ve kan kiiltiirlerinden (%20,6) izole edildikleri
goriilmistiir (Doktora Tezi. 2017). Akbulut ve ark’nin yaptig1 calismada klinik
tiplerine gore izole edilen K. pneumoniae incelendiginde en sik bakteri
izolasyonunun idrar (%66.62)’da oldugu gorilirken, bunu sirasiyla yara Yyeri
stirtintiisti (%7.2), kan (%7), solunum sekresyonlart (%5.8), vajinal siirtintii (%4.1),
batin bolgesi ornekleri (%1.4), steril sivilar (%]1), apse siiriintiisii (%0.7) ve diger
ornekler (%6.1) oldugu goriilmiistiir (Akbulut, 2017).
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Bizim ¢alismamizda K.pneumoniae suslarinda en sik idrar kiiltiirii (%25), kan
kiltirti (%20,8), trakeal aspirat kiiltiirii (%20,8) ve yara kiiltiri (%16,6) izole
edilmistir (Tablo 4.1).

Antibiyotik direng profilleri incelendiginde Bayram G. ve ark’nin yaptigi
calismada 108 E. coli susunun, seftazidime 107 (%99.1)’sinin, seftriaksona 106
(%98.2)’sinin ve sefepime 108 (%100)’inin direngli oldugu tespit edilmistir.
Imipenem ve meropeneme direngli sus bulunmamistir, amikasine 4 (%3.7),
gentamisine 58 (%53.7), siprofloksasin ve levofloksasine 59 (%54.6), trimetoprim-
siilfametoksazole 74 (%68.5)’li direngli olarak bulunmustur. K. pneumoniae suslari
incelendiginde ise; 23 sus icerisinde sefoksitine 12 (%52.2)’si, seftazidim,
seftriakson ve sefepime yirmi {i¢ (%100)’1i, imipeneme 1 (%4.4)’1 ve meropeneme 1
(%4.4)’1, diger antibiyotiklerden ise amikasine 4 (%17.4)’l, gentamisine 13
(%59.5)’1, siprofloksasin ve levofloksasine 15 (%65.2)’i ve trimetoprim-

stilfametoksazole 11 (%47.8)’1 direngli olarak tespit edilmistir (Bayram, 2016).

Safak B. ve ark’nin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada amikasine %33.4,
seftazidime %81,5, siprofloksasine %50, gentamisine %48,3, seftriaksona %83,7,
imipeneme %38,2, meropeneme %41,1, trimetoprim-siilfametoksazole %54,6,

oraninda direng saptanmistir (Safak, 2016).

Yezli S. ve ark’nin bildirdigi ¢alismaya gére amikasine %100, seftazidime
%61,3, siprofloksasine %42, gentamisine %55, seftriaksona %59, imipeneme %8,7,
meropeneme %3, trimetoprim-siilfametoksazole %29 oraninda direng bildirilmistir
(Yezli, 2014).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada E.coli ve Klebsiella spp. suslarmin en
duyarl olduklart antibiyotikler imipenem (%100-99.6) ve penisilinlerden piperasilin-
tazobaktam (%94.9-87.4) iken, sefalosporinlerden, E.coli i¢in sefepim (%94.9) ve
Klebsiella spp. igin sefoksitin (%98.6-95.6) duyarli bulunmustur (Nijssen, 2004).
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Ariffin ve ark. genis spektrumlu antibiyotik alan pediatrik hastalar {izerinde
yaptiklart aragtirmada MIC yontemi ile en ¢ok Klebsiella spp. (%36.5) izole edilmis.
Klebsiella spp. ve E.coli suslariin genelinde seftazidim (%50), sefotaksim (%52) ve
seftriakson (%50)’a yiikksek oranda direng saptanirken, imipenem (%2100) ve
amikasin (%96) duyarli bulunmustur. (Ariffin, 2004)

Calismamizda izole ettigimiz K.pneumoniae koékenlerinin antimikrobiyal
ajanlara gore direng oranlari incelendiginde; en etkili antibiyotikler tigesiklin (%65)
ve trimetoprim siilfametaksazol (%65) olarak tespit edilirken karbapenem direncinin
> %95 oldugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

1990'lardan bu yana farkli antibiyotik gruplarina karsi bakterilerin direng
gostermesi nedeniyle mortalite oranlar1 giderek artmaktadir. Giiniimiizde, bir¢ok
bakteriyel patojen, ozellikle de K. pneumoniae, ¢esitli antibiyotiklere yapisal olarak
diren¢ gostermektedir. Bunun yani sira plazmid aracili genler ve kromozomal genler
ile antimikrobiyal diren¢ kazanirlar ve kodlarlar (Tenover, 2006). Son on yilda,
karbapenemlere direngli Enterobacteriaceae (CRE) o6zellikle yogun bakim
tinitelerinde, hastane enfeksiyonlarindan sorumlu en 6nemli patojenlerden biri haline
gelmistir. CRE, aminoglikozidler, florokinolonlar, sefalosporinler ve karbapenemler
gibi ¢oklu antibiyotik direnci gosteren bakterilere karsi tedavinin secilmesi giderek
zor hale gelmistir. Genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteleri olan polimiksinlere
ait olan kolistin (polimiksin E), CRE'in neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in
kullanilabilecek son secenek antimikrobiyal ajanlardan biri olmustur. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) son derece onemli antibiyotikler listesinde kolistine yer vermistir
(Falagas, 2005).

Diinya genelinde artan CRE prevalansi, 6zellikle Italya ve Yunanistan gibi
CRE'nin endemik oldugu iilkelerde, polimiksin direncinin artmasina neden olmus ve
kolistin kullanimimi arttirmistir (Kontopidou, 2014; Kontopidou, 2011; Neonakis,
2010; Rojas, 2017; Venditti, 2017).
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Diinya genelinde farkli referans yontemlerinin kullanildigi g¢alismalarda
birbirinden farkli sonuglar bildirilmistir. Rojas ve ark.’nin 2011- 2014 yillar1 arasinda
gerceklestirdigi ¢alismada, K. pneumoniae’da kolistin duyarliligi 246 hastada
arastirilmis ve % 13 oraninda kolistin direnci saptanmistir. Bu ¢alisma sonucuna gore
kolistin direngli K. pneumoniae enfeksiyonlari yiiksek mortalite ile iliskilendirilmistir
(Rojas, 2017).

Ulkemizde, Kahraman ve ark.’nin retrospektif olarak yaptiklar1 ¢alismada,
kok hiicre nakli yapilan hastalarda nakil sirasinda gelisen enfeksiyonlardan 2012-
2018 yillar1 arasinda izole edilen karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin %

20’sinin kolistin direngli oldugunu tespit edilmistir (Kahraman, 2018).

Arabaci ve ark.’nin 2018 yilinda otomatize sistem ile anitibiyotik duyarliligin
tespit edildigi 57 K.pneumoniae izolatin1 dahil ettikleri ¢alismada ise kolistin direnci
% 60 olarak bulunmustur (Arabaci, 2018).

Kolistin, direncli kokenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan 6nemli antimikrobiyal ajanlardan biridir (Onciil, 2012). 2015 yilmin
sonlarina kadar bildirilen polimiksin direng¢ mekanizmalar1 genellikle 6zgiil iki
bilesenli diizenleyici sistemlerini kodlayan genlerde mutasyonlara neden olan
mekanizmalar ile kontrol edilen kromozomal genler kaynakliyd: (Miller, 2011). 2016
yilinda Liu ve ark., (Liu, 2016)’nin yaptiklari ¢alismada hayvan ornekleri tizerinden
izole ettikleri bir E. coli susunda, plazmid tarafindan kodlanan mcr-1 geninin Kkolistin
direncinden sorumlu oldugunu bildirmislerdir. ilk olarak 2016 yilinda Belgika’dan
bildirilen mcr-2 ise, mcr-1 ile niikleotit dizi benzerligi yiiksek olan bir diger plazmid
aracili direng genidir. (Xavier, 2016; SARI, Ayse Nur, ve ark, 2017).

Kolistin direnci, biitiin Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerde giderek artan ve
tehlike arz eden bir durum teskil etmektedir. Webb HE. ve ark’nin 2016 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada 8684 Salmonella susu mcr-1 varligi agisindan incelenmis
ve 4 adet sus pozitif bulunmustur (Webb, 2016). Srijan A. ve ark’nin Tayland’da
2017 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 118 ¢ok ilaca direngli Enterobacteriaceae (74 E.
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coli, 39 K. pneumoniae, 3 Proteus mirabilis, 1 Enterobacter aerogenes ve 1
Enterobacter cloacae) iiyesinde 2 adet K.pneumoniae izolatinda mcr-1 genini pozitif
bulmusglardir (Srijan, 2018).

Zaki MES. ve ark’nin Misir’da 2018 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismaya 50
Enterobacteriaceae susunu dahil etmislerdir. MIC > 2 mg/L olan kolistin direngli
izolatlarin dahil edildigi bu ¢alismada mcr-1 ve mcr-2 geni arastirtlmistir. PCR ile
yapilan ¢alismada 1 E.coli, 1 K.pneumoniae susunda mcr-1 geni pozitif olarak tespit
edilmistir. Zaki MES ve ark’nin bu ¢alismalarinda mcr-2 geni saptanamamaistir (Zaki,
2018).

Dalmolin ve ark’nin 2018 yilinda Brezilya’da karbapenem direngli suslarda
KPC-2 gen bolgesini arastirdiklar1 ¢alismada kolistin direncinden sorumlu plazmid
aracilt mcr-1 gen bolgesine de bakmislardir. Bir K.pneumoniae susunda mcr-1 geni
bulmuslardir. Bu bulgular, hem mcr-1 hem de KPC-2 tasiyan K.pneumoniae
izolatlarinin, antimikrobiyal tedaviye ciddi bir tehdit olarak ortaya cikabilecegini

vurgulamaktadir. (Dalmolin, 2018).

Calismamiza c¢esitli kliniklerden izole edilen kolistin direncli 40 K.
pneumoniae susu dahil edilmistir. Tiim PCR g¢aligmalar1 sonucunda pozitif kontrol
izolatinda mcr-1 gen bolgesi icin 309 baz cifti (bp) beklenen bant biiytikliigii elde
edilmistir. Real time PCR ile plazmid aracili gen varhigini arastirdigimiz

calismamizda mcr-1 geni tespit edilememistir.

Xavier ve ark’nin 2016 yilinda Belgika’da kolistin direngli E.coli suslari ile
yaptiklar bir ¢calismada mcr-1 geni negatif bulunmus ancak, mcr-1’den 9 baz daha
kisa olacak sekilde 1617 bp uzunlugunda ve mcr-1 ile %76,75 sekans uyumu

gosteren mcr-2 geni tanimlanmistir. (Xavier, 2016).

Toplam 2049 Enterobacteriaceae izolatinin dahil edildigi Liassine N. ve

ark’nin, 2016 yilinda yaptiklan ¢alismada sus dagilimlar soyledir; E. coli (n=1704),
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K. pneumoniae (n=151), Proteus mirabilis (n=73), Citrobacter spp. (n=32),
Klebsiella oxytoca (n=22), Enterobacter cloacae (n =18), Morganella morganii (n=
13), Enterobacter aerogenes (n=15), Proteus vulgaris (n=7), Serratia spp. (n=7),
Providencia rettgeri (n=3), Salmonella group D (n=2), Hafnia alvei (n=1) ve
Kluyvera ascorbata (n=1). Isvigre’deki bu ¢alismada mcr-2 ve mcr-1 gen bélgeleri
arastirilmistir. Bir tane E.coli susunda mcr-1 pozitif olarak tespit edilirken mcr-2

genine sahip herhangi bir sus bulunamamustir. (Liassine, 2016).

Garcia-Graells C. ve ark’nin 2018 yilinda Belgika’da 105 Salmonella susunda
yaptiklar1 siirveyans ¢alismasinda suslarin 2°si mcr-1 ve 1’1 mcr-2 pozitif olarak
bulunmustur (Garcia-Graells, 2018). Rhouma M., ve ark’nin Tunus’da 2018 yilinda
develerde yapmis olduklar1 calismada mcr-1 ve mcr-2 geni aragtirmiglardir. Her iki

gen de bu ¢alismada tespit edilememistir (Rhouma, 2018).

Calismamizdaki suslarin izole edildigi drnek tipleri kan, beyin omurilik sivisi,
intraabdominal sivi, kateter ucu, yara, trakeal sekresyon, balgam ve idrar
ornekleridir. Calismaya dahil edilen tim izolatlarda mcr-2 gen bolgesi de PCR
yontemiyle arastirilmistir. Iki adet kolistin direncli K.pneumoniae izolatinda mcr-2
geni tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglandigi tarih itibariyle kolistin direncinden
sorumlu oldugu disiiniilen plazmid aracili genler ile ilgili Tirkiye’den yapilmis
bildirim bulunmamakla birlikte; bu ¢alisma {ilkemizden kolistin direngli K.
pneumoniae izolatlarinda mcr-2 gen bolgesinin varliginin ortaya konuldugu ilk

calisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Giintimiizde hizla gelisen bir mobil kolistin direnci (mcr) ailesi enziminin
ortaya ¢ikmasi ve hizli bir sekilde yayilmasi, kolistinin klinikte son segenek olarak
kullaniliyor olmasini tehdit etmektedir (Mendelson, 2018). Diinya genelinde mcr gen
bdlgesinin ilk tanimlanmasindan bu yana, son 3 yilda mcr ailesine ait yedi farkli iiye
(mcr-2 - mcr-8) tespit edilmistir (Wang, 2018; Zhang, 2019). Bu gen bolgeleri
icerisinde en yaygin olani, yedi kitanin altisinda, yaklasik 50 iilkede tespit edilen
mcr-1"dir (Mendelson, 2018). mcr-1’de goriilen heterojenik farkliliga benzer sekilde

mcr-3'te 10’dan fazla genetik degiskenlik igeren varyasyonlar (mcr-3.1 ila mcr-
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3.12) mevcuttur (Yin, 2017; Kieffer, 2018). Bu nedenle, mcr ailesinin iki ana
tiyesinin (mcr-1 ve mcr-3) su ana kadar bilinmeyen bazi evrimsel segilimlerden
gectigi varsayillmaktadir. mcr ailesinde nadir olarak goriilen diger bes tiyeden (mcr-2,
mcr-5, mcr-6, mer-7, mer-8) farkli olarak, mcr-4 orta derecede genetik heterojeniteye
(mcr-4.1,mcr-4.2 [Q331R],mcr-4.3,mcr 4.4 [H205N&Q331R],mcr4.5 [P110L&Q33
1R] ve mcr-4.6 [V236F] sahiptir (Zhang, 2019). Agik¢a goriiliiyor ki, mcr ailesinde
goriilen bu heterojenite karmasiklig1 ve cesitliligi, klinik kullanimda kolistinin etkisiz

hale getirilmesini arttirmaktadir.

Plazmid aracili tiim diren¢ mekanizmalar1 gibi, mcr-1 ve mcr-2 genleri de
kolay ve hizli yayilarak, kolistin direncinde hizl artiga sebep olma potansiyallerinden
dolay1 tiim diinyada endise yaratmaktadir. Calismamiza dahil edilen izolatlarimizin
timi klinik izolatlardan olusmaktadir. mcr-1 ya da mcr-2’nin tespit edildigi klinik
izolatlar ile yapilan g¢aligmalarin ¢ogunda, bu izolatlarin kaynag belirlenememis
olmasma ragmen, diren¢ genlerinin daha c¢ok hayvanlarda gorildigi
unutulmamalidir. Bu ¢aligmanin ileri asamasinda hayvandan insana gegis siirecinin
takip edilerek daha fazla sus ve farkli mobil genlerin arastirilmasina yonelik

caligmalar 6nerilmektedir.

Iran’da 2017 yilinda Haeili M. ve ark’nm pmrA, pmrB, phoP, phoQ, pmrK ve
pmrC kromozomal gen boélgelerine ait ekspresyon diizeyi ve plazmid aracili
direngten sorumlu mcr-1, mcr-2, mcr-3 ve mcr-4 gen bdlgelerinin varligi
arastirilmistir. Kolistin direngli K. pneumoniae kokenlerinin hig¢ birinde plazmid gen
varligimma rastlanmamistir. Ancak kromozomal genlerdeki ekspresyon artisinin

kolistin direnci ile iliskili oldugu bu ¢alismada belirtilmistir ( Haeili, 2017).

K. pneumoniae izolatlarinda kolistin direncine neden olan mekanizmalarin
arastirlldigr ¢alismalar incelendiginde, genel olarak sorumlu mekanizmanin
kromozomal genler {izerinde kodlanan pmrA, pmrB, phoP, phoQ gibi hiicre
membrani lizerinde etkili regiilatuar sistemlerde gerceklesen mutasyonlar sonucunda
kolistinin hedef bolgesi olan lipopolisakkarit tabakanin modifikasyonu oldugu tespit
edilmistir (Olaitan, 2014).
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Kim S.J ve ark’nin 2018 yilinda yaptiklart calismada K.pneumoniae
suslarinda pmrA, pmrB, phoP, phoQ ve pmrD gen bolgelerinin ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamiza benzer olarak pmrA, pmrB, phoP ve
phoQ genleri i¢in tespit edilen ortalama 24" degerlerinde anlamli bir artis tespit
edilemezken pmrD gen bolgesinde direngli suslarin duyarli suslara oranla ekspresyon

diizeylerinde anlamli bir artis goriilmistiir (Kim, 2018).

Jayol, A ve ark’lar1 yaptiklar1 ¢alismada kantitatif real time PCR (qRT-PCR),
kullanarak pmrC, pmrA, pmrB, pmrD, pmrE ve pmrK genlerinin ekspresyon
diizeylerini analiz etmislerdir. Calismada kontrol geni olarak rpsL gen bolgesi
incelenmistir. Direngli gen bolgelerine ait veriler 2" formiilii kullanilarak rpsL
kontrol geni ve duyarli izolatlar ile karsilastirildi. Nispi ortalama incelendiginde,
pmrC icin 170 kat, pmrA ve pmrB i¢in 70 kat ve pmrK i¢in 40 kat artis oldugu
goriilmiisken, pmrD ve pmrE (swrasiyla, 1.9 ve 1.4 kat artis) gen bolgelerinin

ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark tespit edilememistir (Jayol, 2014).

Cheng, Y.H ve ark’nin Tayvan’da 2015 yilinda 26 kolistin direngli ve 8
kolistin duyarli susta pmrH ekspresyonunu RT-qPCR yontemi ile arastirmislardir. Bu
caligmada, Kolistin duyarl suslara karst RNA ekspresyonundaki nispi kat degisimi,
28%Tye gore hesaplanmustir. Buna gore kolistine direngli suslarm % 88,5'inin
(23/26) ekspresyon seviyelerinin, kolistine duyarli suslardan anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica baska bir gen olan pmrK ifadesi de ayni suslarda
dl¢iilmiistiir. Uc susta pmrH genine benzer sekilde pmrK geninde de ekspresyon

gozlenmistir. Ancak bu ii¢ susun sadece ikisinde ekpresyon diizeyi kolistine duyarl

suglara gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cheng, 2015).

Hong Y.K. ve ark’nin 51 kolistin direngli, 5 kolistin duyarli Enterobacter
cloacae izolatini dahil ettikleri ¢alismada phoQ ve pmrB gen ekspresyon diizeyleri
Olclilmiistiir. RT-gPCR sonuglarina gore, kolistine direncgli izolatlarin, kolistine
duyarh izolatlara kiyasla anlamli derecede yiiksek bir fark tespit edilememistir

(Hong, 2019).
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Ulkemizde 2018 yilinda 20 kolistin direngli, 20 kolistin duyarl
K.pneumoniae sus ile yapilan g¢alismada plazmid kokenli mcr-1 ve mcr-2 gen
bolgelerinin varhigi ve pmrA, pmrB, pmrD, pmrK, phoP ve phoQ kromozomal gen
bolgelerine ait ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. mcr-1 ve mcr-2 genlerini
barindiran plazmidlerin varlig1 bu ¢alismada saptanamamistir. Ancak kolistin direnci
ile iligkili oldugu disiiniilen pmrA, pmrB, pmrD, pmrK, phoP ve phoQ gen

bolgelerinin ekspresyonlarinda anlamli dercede artis saptanmistir (Borsa, 2018).

Calismamizda, phoP, phoQ, pmrA ve pmrB'nin mRNA ekspresyon seviyeleri
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile Olciilmiistiir. Kolistine direngli
kokenlerdeki ekspresyon diizeyleri kolistine duyarli kokenler ile karsilagtirilmis ve
pmrA, pmrB, phoP ve phoQ ekspresyon diizeyleri aykiri deger analizi sonrasi
ortalama 2" degerleri hesaplanmistir. Gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanmamistir. Bu konuya iligskin Tiirkiye’de heniiz arastirmalar
cok simirh sayidadir. Klinikte son segenek olarak kullanilan kolistin antibiyotigine
kars1 gelisen direng mekanizmalarinin ortaya konulmasi tilkemizde antibiyotik
direncinin kontrol altina alinmasi agisinda 6nem arz etmektedir. Dolayistyla kolistin
direncinden sorumlu tutulan diger kromozomal genlerin (¢alismamiza dahil
etmedigimiz) ekspresyon diizeylerinin ileri ¢aligmalarda ele alinmasini

onermekteyiz.

Kromozomal genlerdeki mutasyonun diren¢ mekanizmasi gliniimiizde kesin
olarak biitiiniiyle agiklanamamakla birlikte, kromozomal direngten sorumlu tutulan
ikili bilesen sistem (pmrA/B, phoP/Q) genlerini regiile eden mutasyon genlerinin
varhigi arastirilmali ve gen ekspresyonu disinda bu genlerdeki dizi analizine

bakilarak sekanslama yapilmalidir.

63



5. SONUC VE ONERILER

1.Coklu ilag direnci olan Gram negatif bakterilerde kolistin duyarliligi mutlaka

calisiimalidir ve temel enfeksiyon kontrol 6nlemlerine mutlaka dikkat edilmelidir.

2.Calismamizda K. pneumoniae suslarinda en sik idrar kiiltiirti (%25), kan kiltiirti
(%20,8), trakeal aspirat kiiltiirii (%20,8) ve yara kiiltiirii (%16,6) izole edilmistir.

3.izole ettigimiz K. pneumoniae kokenlerinin antimikrobiyal ajanlara gore direng
oranlar1 incelendiginde; en etkili antibiyotikler tigesiklin (%65) ve trimetoprim
/stilfametaksazol (%65) olarak tespit edilirken, karbapenem direncinin > %95 oldugu

goriilmektedir.

4. Kolistin direncinden sorumlu mekanizmalari arastirmak i¢in direngli 40, duyarl 8
K. pneumoniae kokeni bu ¢alismaya dahil edilmis ve plazmid aracili direng
genlerinin (mcr-1, mer-2) varhig PCR ile incelenmistir. Incelemelerimiz sonucunda
K. pneumoniae kokenlerinin higbirinde mcr-1 varligina rastlanmamustir.

Calismamizda 2 adet bakteri susunda ise mcr-2 geni pozitif olarak tespit edilmistir.

5.mcr-1 ya da mcr-2’nin tespit edildigi klinik izolatlar ile yapilan c¢aligmalarin
cogunda, bu izolatlarin kaynagi belirlenememis olmasina ragmen, direng genlerinin
daha c¢ok hayvanlarda goriildiigli unutulmamalidir. Bu caligmanin ileri asamasinda
hayvandan insana gecis siirecinin takip edilerek daha fazla sus ile calisilmasini

onermekteyiz.

6.Kolistine direncli kokenlerdeki ekspresyon diizeyleri kolistine duyarli kokenler ile
karsilastirilmis ve pmrA, pmrB, phoP ve phoQ ekspresyon diizeyleri aykir1 deger
analizi sonrasi ortalama 2" degerleri hesaplanmustir. Gen ekspresyonlarinda

istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmamastir.

7.Giinlimiizde insan ve hayvan sagliginda klinik amacglh kullanilan mevcut bilinen
tiim antibiyotiklere kars1 bakterilerde direng gelisimleri bildirilmektedir. Antibiyotik
direnci tiim diinyay: ilgilendiren ve sadece bu giinii degil gelecegi de etkileyen ¢ok

onemli bir sorun olarak goriilmektedir.
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8.Antibiyotiklere kars1t direng gelisiminin kontrol altina alinabilmesi igin
antibiyotikler kisitl ve dontisiimlii olarak kullanilmali, antibiyotik kullanim1 egitimi
verilmeli, ila¢ firmalar1 denetlenmeli, antibiyogram yaparak dogru antibiyotik

secilmeli, antibiyotiklere kars1 direng durumu belirlenmelidir.

9.Diinyanin herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikan antibiyotik direnci sorunu ¢ok kisa
siire i¢inde tiim diinyayr kapsayan global bir boyuta ulagmaktadir. Bu nedenle,
antibiyotik direncinin 6nlenmesi konusunda ulusal ve diinya ¢apinda g¢alismalarin
yapilmasi ve bu calismalar dogrultusunda tiim diinyada es zamanli olarak yasal

diizenlemelerin yapilma gerekliligi 6nem arz etmektedir.
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OZET

Enterobacteriaceae Uyelerinde Plazmid Aracili (mcr-1, mcr-2) ve Kromozomal
Kolistin Diren¢ Genleri (PhoP/PhoQ, PmrA/ PmrB) Varliklarinin Arastirilmasi

Coklu ilag direnci gosteren Gram negatif bakterilerin global yiikselisi, hasta
giivenligi i¢in artan bir tehdit olusturmaktadir. Son dekatta, karbapenemlere direncli
Enterobacteriaceae (CRE) hastane enfeksiyonlarinda, o6zellikle yogun bakim
tinitelerindeki en Onemli patojenlerden biri olmustur. CRE, aminoglikozitler,
florokinolonlar, sefalosporinler ve karbapenemler gibi ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren bakterilere karsi tedavinin segilmesinde sorun yaratmaktadir. Genis
spektrumlu antimikrobiyal aktiviteleri olan polimiksinlere ait olan kolistin, CRE'in
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi icin kullanilabilecek son secenek
antimikrobiyal ajanlardan biri olmustur. Kolistinin kullanilmasiyla birlikte kolistin
direncli bakteri prevalansinin da arttigi goriilmektedir. Birgok bakteriyel patojen,
ozellikle de K. pneumoniae, ¢esitli antibiyotiklere yapisal olarak direng
gostermektedir. 2015 yilina kadar, polimiksin direngli genlerin kromozomal iki-
bilesenli sistemler pmrA/pmrB, phoP/phoQ ve negatif diizenleyici mgrB geninin
kodlanmasi araciligi ile oldugu bilinmekteydi. Ancak Kasim 2015'te ilk plazmid
aracilt kolistin direng geni mcr-1 tanimlanmigtir. 2016’da mcr-1 geninin
hayvanlardan insanlara bulastigi tespit edilmis ve takip eden siirecte
diger mcr genlerinin varliklarinin ortaya konulmasi ve hizla yayilmasi soruna farkli
bir boyut kazandirmistir. Direncin 6nlenmesinde, bir antibiyotige kars1 gelistirilen
direncin dogru tanimlanmasi ve molekiiler mekanizmalarin bilinmesi olduk¢a
onemlidir. Bu ¢alismada, Enterobacteriaceae iiyelerinde plazmid aracili mcr-1 ve
mcr-2 ile kromozomal kaynakli direng genlerinin (phoP/phoQ, pmrA/pmrB)
varliklariin arastiritlmasi amaglanmigtir. Calismaya dahil edilen izolatlarda pmrA,
pmrB, phoP ve phoQ genlerinin ekspresyon seviyelerinde, direngli suslarda duyarli
suslara oranla anlamli bir artig saptanmamistir. Bunun yani sira plazmit aracilt direng
mekanizmalarindan olan mcr-1 geni varligina rastanmamigken, 2 adet K.pneumoniae
susunda ise mcr-2 geni tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, kolistin, mcr-1, mcr-2, pmrA/B,
phoP/Q
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SUMMARY

Investigation of Existance of Plasmid-mediated (mcr-1, mcr-2) and
Chromosomal Colistin Resistance Genes (PhoP/PhoQ, PmrA/PmrB) in Members
of Enterobacteriaceae

The global rise of multi-drug resistance Gram-negative bacteria is an increasing
threat to patients. In the last decade, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE)
has become one of the most important pathogens in nosocomial infections, especially
in intensive care units. CRE poses a problem in the selection of treatment against
multiple antibiotic resistance bacteria such as aminoglycosides, fluoroquinolones,
cephalosporins and carbapenems. Colistin, which belongs to polymyxins with broad
spectrum antimicrobial activities, has been one of the last options antimicrobial
agents for the treatment of CRE-mediated infections. The prevalence of colistin-
resistant bacteria increased with the use of colistin. Many bacterial pathogens,
particularly K. pneumoniae, are structurally resistant to a variety of antibiotics. Until
2015, polymyxin-resistant genes were known to be encoded by chromosomal two-
component systems pmrA / pmrB, phoP / phoQ and the negative regulatory mgrB
gene. However, in November 2015, the first plasmid-mediated colistin resistance
gene mcr-1 was identified. In 2016, the mcr-1 gene was found to be transmitted from
animals to humans, and in the following process, the presence and rapid spread of the
presence of other mcr genes gave a different dimension to the problem. In the
prevention of resistance, it is very important to define the resistance developed
against an antibiotic and to know the molecular mechanisms. The aim of this study
was to investigate the presence of plasmid-mediated mcr-1 and mcr-2 and
chromosomal resistance genes (phoP/phoQ, pmrA/pmrB) in Enterobacteriaceae
members. There was no significant increase in expression levels of pmrA, pmrB,
phoP and phoQ genes in resistant strains compared to susceptible strains. In addition,
mcr-1 gene, which is one of the plasmid-mediated resistance mechanisms, was not
detected, whereas mcr-2 gene was detected in 2 K.pneumoniae strains.

Key Words: Klebsiella pneumoniae, colistin, mcr-1, mcr-2, pmrA/B, phoP/Q
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