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OZET

Amac: Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma
Merkezi (Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2018- Aralik
2022 tarihlerinde klinik Orneklerden izole edilmis Serratia marcescens suslarinin
genislemis spektrumlu beta-laktatmaz (GSBL) iiretiminin, kinolon direng
mekanizmalarinin arastirilmasi: ve plazmit aracili diren¢ yayilim mekanizmasinin
gosterilmesi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismadaki S. marcescens suslarmin tiir diizeyinde
tanimlanmast konvansiyonel yontemler ve matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF) (Bruker,
Almanya) ile yapilmistir. Bu yoOntemlere ilave olarak S-adenosylhomocysteine
nucleosidase (pfs) ve S-ribosylhomocysteinase (/uxS) genleri polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile bakilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri otomatize
sistem ve Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Seftazidim
ve/veya sefotaksim duyarli bulunmayan suslara GSBL iiretimi sefepim/sefepim-
klavulanat strip testi saptanmis ve beta-laktamaz genleriden blatem, blasuv, blactx-m
ve blaoxa’nin varligi PZR yontemi ile arastirilmistin. GSBL genleri igeren suglara
konjugasyon deneyleri yapilmistir. Siprofloksasin ve/veya levofloksasin duyarli
bulunmayan suglarda plazmit aracili kinolon direnci PZR yontemi ile gnrd, gnrB,
gnrS, gepA ve aac(6’)-1b genlerinin taranmasi ile gosterilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen tiim S. marcescens suslarinin pfs ve luxS
genleri pozitif bulunmustur. Seftazidim ve/veya sefotaksim duyarli bulunmayan
suslarda, gradiyent strip test ile GSBL {iretimi bir susta saptanmisken suslarin
%9,3’tinde (n=4) blatem, %4,7’tinde (n=2) blasuv, %2,3’inde (n=1) blactx-m
bulunmustur. Higbir susta blaoxa geni saptanmamistir. Hi¢bir susta konjugatif plazmit
belirlenememistir. Kinolona duyarli olmayan suslarin %2,3’linde (n=1) gnrA,
%7’sinde (n=3) gnrS ve %4,7’sinde (n=2) aac(6’)-Ib genleri bulunmustur. gnrB ve
gepA genleri higbir susta saptanmamustir.

Sonug¢: Sonug olarak calismamiz bolgemizdeki S. marcescens’lerin GSBL
iretimini, kinolon diren¢ mekanizmalarina dair epidemiyolojik veri sunarak hem
ulusal antimikrobiyal diren¢ aragtirmalarina hem de ampirik tedavi protokollerinin

belirlenmesine 11k tutmaktadir.



ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the ESBL production and
sensitivity to quinolone group antibiotics and to demonstrate the mechanism of
plasmid-mediated resistance spread of Serratia marcescens strains isolated from
clinical samples at Karadeniz Technical University Medical Microbiology Laboratory

between January 2018 and December 2022.

Materials and Methods: In this study S. marcescens isolates were identified
by conventional methods and matrix assisted laser desorption 10onization time-of-flight
(MALDI-TOF) (Bruker, Germany). In addition to these methods, S-
adenosylhomocysteine nucleosidase (pfs) and S-ribosylhomocysteinase (/uxS) genes
were screened by the polymerase chain reaction (PCR). Antimicrobial susceptibility
testing was determined using an automated system and disc diffusion method. ESBL
production in isolates that were not sensitive to ceftazidime and/or cefotaxime was
determined by cefepime/cefepime + clavulanate strip test and blatem, blasnv, blactx-
m and blaoxa genes were screened by PCR. Conjugation experiments were performed
ESBL positive strains. Plasmid-mediated quinolone resistance genes, gnrA, gnrB,
qnrsS, aac-(6°)-1b and gepA were screened by PCR in strains that were not sensitive to

ciprofloxacin and/or levofloxacin.

Results: pfs and /uxS genes were postive in all S. marcescens. In strains that
were not sensitive to ceftazidime and/or cefotaxime, ESBL production was detected in
one strain by gradient strip test and 9.3% (n=4) blatem, 4.7% (n=2) blasuv, 2.3% (n=1)
blactx-m. No blaoxa postive strains were found. No conjugative plasmid was detected
in any ESBL producer strains. 2.3% (n=1) gnrd, 7% (n=3) gnrS and 4.7% (n=2)
aac(6')-Ib genes were found in not sensivite to ciprofloxacin and/or levofloxacin

strains. No gnrB and gepA postive strains were found.

Conclusion: As a result, this study provides epidemiological data on ESBL
production of S. marcescens in our region and quinolone resistance mechanisms,
leading to both national antimicrobial resistance research and the determination of

empirical treatment protocols.
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1. GIRIS

Serratia marcescens dogada her yerde bulunabilen, gram negatif, oksidaz
negatif, Enterobacterales takimi, Yersiniaceae ailesine ait bir basil olup, Serratia spp.
cinsi i¢inde hastalik yapici en 6nemli tiirdiir (1, 2, 3). Cesitli insan enfeksiyonlariyla
(pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu, keratit, sepsis vb.) iliskili bulunmustur (1, 4, 5). S.
marcescens dzellikle immiinsupresif hastalarda ve pediatrik yas grubunda enfeksiyon
ve salginlara yol agmaktadir (6). Uzun siireli hastane yatislar1 ve girisimsel islemler
uygulanmasi S. marcescens bakteriyemisi i¢in risk faktorii olusturmaktadir (5, 7).

S. marcescens uzun yillar zararsiz bir bakteri olarak biliniyordu ancak 1950’li
yillarda antibiyotik direnci gelistirebilen, salginlar yapabilen bir bakteri oldugu
kanitlanmistir (8). S. marcescens’in genetik yatkinligi zorlu sartlara (Grnegin:
antimikrobiyal ve dezenfektanlara maruziyet) uyum saglamasina yardimci olacak
genetik plastisiteyi gostermektedir (2).

Beta-laktam grubu ve kinolon grubu antibiyotikler tedavide siklikla
kullanilmaktadir. Bu gruplara direng gelismesi tedavide elimizde kalan secenekleri
kisitlamaktadir. Ozellikle hareketli genetik elemanlarm (plazmit) kolay aktarimi
bakteriler arasi diren¢ yayilimina neden olmaktadir. Ayni1 plazmit iizerinde birden
fazla direng geni tagmabilecegi de bilinmektedir. Bu mekanizmalarin takibi ve
gosterilmesi tedavi protokollerinin belirlenmesinde 6nemlidir (9, 10, 11).

S. marcescens‘e bagli enfeksiyonlarin tedavisinde yasanan zorluklar,
antimikrobiyallere kars1 yaygin dogal ve kazanilmis direncinden kaynaklanmaktadir
(8). Bundan dolay1, kazanmlmis direng mekanizmalarinin gosterilmesi Onem
tasimaktadir.

Bu calismada, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi, Uygulama
ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Ocak
2018 - Aralik 2022 tarihlerinde klinik o6rneklerden izole edilmis S. marcescens
suglarinin genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretiminin ve kinolon grubu
antibiyotiklere kars1 duyarliliginin arastirilmasi ve plazmit aracili diren¢ yayilim

mekanizmasinin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serratia marcescens

[talyan bir eczacit olan Bartolomeo Bizio 1819 yilinda piring ve misir
lapalarinda kirmizi kan benzeri pigmentasyon olusumunu fark etmesiyle kirmizi
pigment iireten Serratia marcescens’i kesfetmistir. Italyan bir fizik¢inin adi olan
Serrati’yi anmak i¢in ve marcescens ise Latince ¢iiriimek kelimesinden geldigi i¢in bu
mikroorganizmaya S. marcescens adin1 koymustur (12). Sekil 1°de S. marcescens 'in

polentaya (misir unu lapasi) etkisi gosterilmistir (12).

Sekil 1. S. marcescens’in polentaya (misir unu lapasi) etkisi (12)

2.2. Serratia marcescens Ozellikleri ve Tanimlanmasi

Serratia cinsi kendi i¢inde yaklasik 30 farkl tiir igerir. Bunlardan alt1 tanesi
insan enfeksiyonlariyla iliskili bulunmustur: S. marcescens, S. liquefaciens, S.
plymuthica, S. rubidaea, S. fonticola ve S. odorifera. Bunlardan S. marcescens en sik
insan enfeksiyonlartyla iligkili olan tiirdiir (2). Serratia marcescens oksidaz negatif,
gram negatif, Enterobacterales takimi, Yersiniaceae ailesine ait bir basildir (1, 3).
Rutin mikrobiyolojik kiiltiirde tirer. Otomatize sistem ve MALDI-TOF (Bruker,
Almanya) ile tanimlanabilir. Zhu ve arkadaslar1 (13) Serratia spp. tanimlanmasi i¢in
ayrica S-adenosylhomocysteine nucleosidase (pfs) ve S-ribosylhomocysteinase (/uxS)
genlerinin kullanilabilecegini belirtmistir. S. marcescens deoksiriboniikleaz (DNaz),
lipaz ve jelatinaz tretir (3). Ayrica, S. marcescens kendisine kirmizi pigment veren ve
sekonder bir metabolit olarak prodigiosin tiretir (14, 15). Ekim zamanina gore yaklasik
6-7. glinlerde en iyi prodigiosin pigmenti iiretir (16). Prodigiosin, prodiginin ailesinin
en Onemli tyesidir. Prodigiosin giinlimiizde olas1 antikanser, antimikrobiyal

etkilerinden dolay1 6nemli bir ¢caligma konusu olmustur (15).



S. marcescens dogada her yerde bulunabilen bir bakteridir. Bitkilerde ve
boceklerde patojen olabilir, bazi zararl bilesikleri agir metaller olarak pargalayabilir,
bu nedenle biyolojik kontrol ajan1 olarak kabul edilir. Ayrica antibiyotik direnci i¢in
sadece hastanedeki bakterileri degil; cevredeki ve hastanedeki tiim S. marcescens
tiirleri antibiyotik direncine neden olmaktadir. S. marcescens tiirleri hem antibiyotik
direnciyle hem de olumsuz sartlara uyum saglayabilme (dezenfektanlara direnc)
ozellikleriyle tedavide ciddi sikintilara yol agabilir (2). Sekil 2°de S. marcescens yararh

ve patolojik etkileri gdsterilmistir (2).
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Sekil 2. S. marcescens yararli ve patolojik etkileri (2)

2.3. Serratia marcescens Enfeksiyonlari

S. marcescens dzellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ve pediatrik
yas grubunda (en sik yenidogan) enfeksiyona neden olur (6). Cesitli insan
enfeksiyonlariyla (6rnegin: idrar yolu enfeksiyonu (IYE), menenjit, artrit, sepsis,

pndmoni, keratit gibi) iliskili nozokomiyal ve firsat¢i bir etkendir (1, 4, 5). Yenidogan



yogun bakimlarda c¢oklu ilaca direngli S. marcescens enfeksiyonlarindan salginlar ve
kolonizasyonlar goriilebilir. Hareketli genetik elementler (plazmit) ile yayilim
olabileceginden bu salginlarda enfeksiyon kontrol onlemleri (6rnegin: el hijyent,
malzemelerin dezenfeksiyonu) ¢ok onemlidir. Ayrica yenidogan yogun bakimda S.
marcescens enfeksiyonlart i¢in iyi gelismemis bagisiklik sisteminin olmast,
antibiyotik kullanimi, diisiik dogum agirlig1 (<1500 g), prematiirite (<37 hafta) gibi
sebepler risk faktorlerindendir (17).

S. marcescens bakteriyemisi i¢in 6nemli risk faktorlerinden biri hastanede uzun
stireli yatis olmasidir; bir digeri ise girisimsel bir kateter (yabanci cisim)
uygulanmasidir (5, 7). Kateter kolonizasyonu 6zellikle biyofilmde bakteri hiicresinin
hayatta kalmasina yardim eder. Ayica biyofilmlerde antibiyotik gecisini engelledigi
icin antibiyotik direncine de katkida bulunur (3). S. marcescens saglik hizmetleri
iliskin enfeksiyonlarin %1-2’sini olusturur. Yogun bakim iinitelerinde siklikla

kolonizasyonlara ve salginlara rastlanmistir (5, 7).
2.4. Serratia marcescens’te Antimikrobiyal Diren¢

S. marcescens hem intrinsik hem de kazanilmis diren¢ mekanizmalarina
sahiptir. Sekil 3’te S. marcescens'te antibiyotik direncinin mekanizmalar1 intrinsik,
kazanilmis ve adaptif direng olarak ayrilmasi gosterilmistir (2). Antimikrobiyal direng
mekanizmalar1 bir sonraki boliimde detayli anlatilmistir.

Dis ic n Intrinsik direnc

Membran Membran

*
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Sekil 3. S. marcescens'te antibiyotik direncinin mekanizmalari intrinsik, kazanilmis ve adaptif direng

olarak ayrilabilir (2) *YGT: Yatay gen transferi.



S. marcescens‘e baglh enfeksiyonlarin tedavisinin zor olmasi, biiylik dlglide
organizmanin antimikrobiyallere karsi yaygin dogal ve kazanilmis direncinden
kaynaklanmaktadir. GSBL iiretimi ve aminoglikozitlere, florokinolonlara ve/veya ko-
trimoksazole karsi ¢oklu direncli S. marcescens suslari diinya c¢apinda bir¢ok
hastanede tanimlanmistir (8). S. marcescens izolatlarindaki c¢oklu ilag direnci
nedeniyle, bu organizmalarin yayilmasini dnlemek i¢in dogru antimikrobiyal se¢imi

oldukca dnemlidir (9).
2.5. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari
2.5.1 Beta Laktam Grubu Anitbiyotik Direnci

Beta-laktamlar ¢ok yaygin recete edilen bir antibiyotik smifidir. Penisilinler,
sefalosporinler, sefamisinler, karbapenemler, monobaktamlar ve beta-laktamaz
inhibitorlerinden olusmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler hem gram negatif hem de
gram pozitif bakterilerde peptidoglikan ¢apraz baglanmasinda yer alan enzimler olan
penisilin baglayict proteinlere (PBP) kovalent baglanmanin bir sonucu olarak
bakteriyel hiicre duvari olusumunu engelleyen bakterisidal maddelerdir. Beta-
laktamlara direng, Oncelikle beta-laktam halkasini hidrolize eden ve bdylece ilaci
inaktive eden bakteriyel olarak iiretilen beta-laktamaz enzimlerinden kaynaklanir (18).
Beta-laktam hidrolizi, beta-laktamaz enzimlerinin bu antibiyotiklerin kimyasal
baglarin1 hedef almasi1 ve pargalamasiyla bu bilesiklerin yapisal ve kimyasal olarak

pargalanmasidir (19).

Beta-laktam antibiyotiklerin beta-laktamazlarla hidrolizi, en yaygin direng
mekanizmalarindan biridir. Ambler siniflandirmasinda beta-laktamazlar, molekiiler
yapilarina gore A, B, C ve D olmak tizere dort sinifa ayrilir. A, C ve D siniflarinin beta-
laktamazlari, enzim aktif merkezi olarak bir serini kullanirken, B smifinin beta-
laktamazlar1 (metallo-beta-laktamaz) metal ¢inkoyu kullanir (20). Bush-Jacoby-
Medeiros'un fonksiyonel siniflandirmasinda 1'den 3'e kadar gruplara ayrilir. Bush-
Jacoby-Medeiros islevsel ve molekiiler o6zellikleri birlestiren bir beta-laktamaz
siniflandirma semas1 gelistirmistir (21). Tablo 1’de Bush-Jacoby-Medeiros'un
fonksiyonel siniflandirmasi ile Ambler molekiiler siniflandirmasinin karsilagtirilmasi

gosterilmistir (20, 21, 22).



Tablo 1. Bush-Jacoby-Medeiros'un fonksiyonel smiflandirmast ile Ambler molekiiler
simiflandirmasinin karsilastirilmasi (20, 21, 22)
Bush-Jacoby-  Ambler Enzimler Aktif  Ozellikleri
Mederios Molekiiler Bolge
Siniflamasi Simif
Grup 1 C AmpC Serin  Sefalosporinleri hidrolize
Sefalosporinaz eder
FBA, DPA, kloksasilin ile
inhibe olur
Grup le C GC-1, CMY- Serin Oksimino-
Sefalosporinaz 37 sefalosporinleri hidrolize
eder
KV veya TZ ile inhibe
olmaz
Grup 22 A PC1 Serin  Penisilinleri hidrolize
Penisilinaz eder
KV veya TZ ile inhibe
olur
Grup 2b A TEM-1, TEM- Serin Penisilin, birinci kusak
Penisilinaz 2, SHV-1 sefalosporinleri hidrolize
eder
KV veya TZ ile inhibe
olur
Grup 2be A TEM-3, SHV- Serin Oksimino-beta-
GSBL’ler 2, CTX-M, laktamlar1 hidrolize eder
PER-2, VEB- KV veya TZ ile inhibe
1 olur
Grup 2ber A TEM-50 Serin  Oksimino-beta-
GSBL’ler laktamlar1 hidrolize eder
KV veya TZ ile inhibe
olmaz
Grup 2d D OXA-01, Serin  Kloksasilin veya
OXA-10 oksasilini hidrolize eder
Grup 2de D OXA-11, Serin  Kloksasilin veya
GSBL’ler OXA-15 oksasilin ve oksimino-
beta-laktamlar1 hidrolize
eder
Grup 2df D OXA-23, Serin  Karbapenemleri hidrolize
Karbapenemaz OXA-48 eder
Grup 2¢ A CepA Serin  Sefalosporinleri hidrolize
GSBL’ler eder
KV ile inhibe olur
Grup 2f A KPC-2, SME- Serin Karbapenem, oksimino
Karbapenemaz 1, IMI-1 sefalosporinler ve




sefamisinleri  hidrolize

eder
Grup 3 B IMP-1, VIM- Cinko Karbepenemleri hidrolize
Metallo- 2, IND-1, L1 eder, monobaktamlari
karbapenemaz etmez

EDTA ile inhibe olur

Grup 4 Dahil degil  Bilinmiyor

*Dipikolinik asit (DPA), Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), Fenilboronik asit
(FBA), Klavulanat (KV), Tazobaktam (TZ), Sefamisinler (sefoksitin ve sefotetan),
Oksimino-sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefepim ve aztreonam).

Smif 1 Sefalosporinazlar, Ambler sinif C grubundadir. Genelde kromozomal
kodlanir. KV direnglidir, FBA, DPA, kloksasilin ile inhibe olur. Penilisinlere gore
sefamisin sefalosporinleri daha iyi hidrolize eder. S. marcescens gibi bazi bakteriler

diistik diizey indiiklenebilir AmpC {ireticisidirler (19).
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Sekil 4. Gram-negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerin beta-laktamazlarla etkilesimi (23)
*PBP: Penislin baglayici protein.

Sekil 4’te Gram-negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerin beta-
laktamazlarla etkilesimi gosterilmistir (23). Sekil 4’te beta-laktamaz enzimi beta-

laktam antibiyotigi hidrolize ederse PBPlere baglanip etki edemez (23).

GSBL'ler birinci, ikinci ve {igiincli kusak sefalosporinler, penisilinler ve
aztreonam gibi monobaktamlara kars1 direng olusturabilen beta-laktamazlar olarak
tanimlanir. Ancak GSBL'ler sefamisinler (sefoksitin ve sefotetan) ve karbapenemlere

kars1 direng olusturmazlar ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler (19).



GSBL iireticisi gram negatif bakteriler kiiresel bir halk sagligi sorunudur.
Endise verici yayilimlarindan dolayi izlenmesi ¢ok énemlidir. Ozellikle hastanelerde
salginlar olusturabilecegi i¢in enfeksiyon kontrol dnlemlerine uyulmasi hayati 6nem
tasir. Saglik calisanlarinin ellerini yikamasi, hastanede kullanilan aletlerin (tansiyon
aleti gibi) diizenli dezenfekte edilmesi bunlara drnek gdosterilebilir. Yalnizca bunlarla
kalmaz bu bakterilerin laboratuvarlarda hizli ve dogru tespiti de yayilmasinin

engellenmesi i¢in alinmasi gereken 6nlemlerden biridir (19).

GSBL'ler genelde plazmit tarafindan kodlanir. Bu plazmitler hem GSBL
tiretiminden sorumlu bolgeyi hem de bagka antibiyotik direng genlerini birlikte
tasiyabilir. Bu nedenle GSBL iireten organizmalarin tedavisinde antibiyotik
secenekleri son derece smirhidir (24). GSBL iireten gram negatif bakteriler
enfeksiyonu yayma agisindan ciddi klinik sikintilar olusturur. Hareketli genetik
elementler (6rnegin: plazmit, integron gibi) yatay gen transferi yoluyla direng genleri
hizla yayilir. Ayrica, bu plazmitler diger antibiyotiklere diren¢ genlerini tasima
kapasitesinden dolay1 coklu ila¢ direncine neden olur. Bu tiir direng¢li bakterilerin

neden oldugu enfeksiyonlar son yillarda hizla artig gostermektedir (11).
2.5.2. Kinolon Direnci

Kinolon grubu 1960’1 yillarda bulunan sentetik, bakterisidal etkili bir
antibiyotik grubudur. O yillarda ilk olarak idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanmilmistir. Baslarda gram negatif bakterilere karsi aktivite gosteriyordu ancak
farmakodinamik ve farmakokinetik ozelliklerinin gelistirilmesiyle etki spektrumu
arttirildi. Boylece, gram negatif ve pozitif bakterilere kars1 etkinligi olusturuldu (25,
26). Zaman i¢inde artan kullanimiyla bu antibiyotik grubuna diren¢ gelismesiyle

monoterapiden ziyade kombine tedavide kullanilmaya bagland1 (27).

Hiicrelerde DNA sentezi sirasinda DNA giraz ve topoizomeraz IV kromozomal
stipersarmal olusumunu diizenler. Kinolonlar DNA giraz (gyr4 ve gyrB kodlar) ve
topoizomeraz IV (parC ve parE kodlar)’ii inhibe ederek DNA sentezini bozarak etki
gosterir (26, 28).

Tip II topoizomeraz olan DNA giraz kapali ¢embersel DNA’y1 negatif

siipersarmal hale getirir. A ve B iki alt birimden olusur. A alt birimini gyr4 kodlar,



DNA cift sarmal kirilma eklenme ve yeniden birlestirme islemlerini yapar. B alt
birimini gyrB kodlar, DNA topolojik doniigiimii sirasinda enerji tilketimini kontrol eder

(29).

Topoizomeraz I'V’iin gorevlerinden biri kromozomal siiper sarmal yogunlugun

korunmasidir (26).
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Sekil 5. Kinolonlarin etki mekanizmasi (30)

Sekil 5’te kinolonlarin etki mekanizmasi gosterilmistir. Birinci asamada
kinolonlar topoizomeraz-DNA kompleksine baglanir. Ikinci ve {i¢iincii asamada bu
kompleksi uzaklastirmadan replikasyonu inhibe eder ve bakteriyi yavas oldiiriir.
Dordiincii ve besinci asamada ise bu kompleksi uzaklastirir ve kromozomun
parcalanmasina yol acarak bakteriyi hizli 6ldiiriir. Altinci agsamada ise bu kompleksin
saglam kalmas1 veya uzaklastirilmasi serbest oksijen radikallerinin olugsmasina yol

acarak bakteriyi hizli 6ldiirtir (30).



Sekil 6. Kinolon diren¢ mekanizmasi (31)

Kinolon diren¢ mekanizmalart Sekil 6’da gosterilmistir. Turuncu 1 ile
gosterilen hedef gen degisiklikleridir (kromozomal gyr4, gyrB, parC ve parE gibi).
Turuncu 2 ile gosterilen plazmit aracili kinolon direncidir. Sekil 2a qnr proteinleridir.
Sekil 2b aac(6')-Ib-cr enzimidir. Sekil 2¢ ise efluks pompasini gosterir. Turuncu 3 ile
gosterilen hiicre i¢i ilag konsantrasyonun azaltilmasiyla olusan kromozomal

mutasyonlardir. Sekil 3a porin mutasyonu, Sekil 3b ise efluks pompasi asir1 artigidir
(31).

Kinolon direnci daha onceki yillarda yalnizca kromozomal gyr4, gyrB, parC
ve parE gibi mutasyonlardan kaynaklandigi saniliyordu. Ancak hem kromozomal hem

de plazmit aracil1 direng gosterdigi anlasilmistir (25).

Kromozomal hedef gen mutasyonlariyla olusan diren¢ kinolon direncinin
temelini olusturmaktadir. Ozellikle DNA giraz (gyr4 ve gyrB) ve topoizomeraz IV
(parC ve parE) mutasyonu kinolon minimum inhibitdr konsantrasyonunda (MIK)
ciddi artisa yol agmaktadir (26). Kromozomal mutasyonlar kinolon direncinin asil
sebebi olsa da plazmit aracili kinolon direnci genelde MIK’lerde hafif artisa yol
agmaktadir. Bu mekanizmalarin hepsi birikerek yiiksek MIK artislarina sebep
olabilmektedir (28).

Plazmit aracili kinolon direncinin li¢ belirleyicisi vardir: qnr proteinleri,
aac(6')-Ib ve gepA. Qnr proteinleri kinolonlarin DNA giraza baglanmasini engelleyen
pentapeptit tekrarlaridir. Bazi alt gruplar1 vardir, qnrA, qnrB ve qnrS gibi. Aac(6’)-Ib
bir asetilasyon enzimidir, ayni zamanda bazi ¢esitleri aminoglikozid direncine de

sebep olur. Antibiyotigi enzimatik olarak inhibe ederek etki gosterir. qepA ise efluks
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pompasinin artisiyla etki eder. Hiicre i¢i kinolon konsantrasyonunu azaltir. Plazmit
aracili kinolon diren¢ genleri genelde sinirda bir direng olusturur. Daha ¢ok diger
mutasyonlarla birikerek MIK artisna yol agar. Ayrica bu genlerin bulunduklari
plazmitlerde baska antibiyotik diren¢ genleri (GSBL gibi) bulunabilir. Plazmitlerle
kodlandiklar1 i¢in hem yayilmalar1 kolaydir hem de baska direng genleriyle birlikte

taginabilir. Bu durum da ciddi tedavi sorunlarina yol agmaktadir (26, 32).

gnrA ilk olarak 1998 yilinda bir Klebsiella pneumoniae izolatinda tanimlandi.

Ardindan gnrS (2005) ve gnrB (2006) proteinleri tanimlandi (32, 33, 34, 35).
2.6. Yatay Gen Transferi

Yatay gen transferi bakterilerde ebeveyn-yavru iliskisi icinde olmadan (36); bir

dondr (verici) hiicreden, baska bir alic1 hiicreye gen aktarilmasidir (37).

Kazanilmis direng kromozomal mutasyonlarla veya yatay gen transferi
(plazmit, integron gibi hareketli gen elemanlarinin aktarilmasi) yoluyla olusur. S.
marcescens de yatay gen transferi yoluyla bir¢ok cesitli antimikrobiyale direng
gelistirebilen bir bakteridir. Yatay gen transferi de bu diren¢ mekanizmalart tiir i¢i veya

tiirler aras1 aktarimina yol agar (38).

Sekil 7°de yatay gen transferinin degisik mekanizmalar1 gosterilmistir. A ile
gosterilen transformasyon ¢iplak DNA’nin hiicrenin genomuna girmesidir. B ile
gosterilen transdiiksiyon bakteriyofajlar tarafindan DNA’nin hiicrenin genomuna
verilmesidir. C ile gosterilen konjugasyon en sik goriilen mekanizmalardan biridir. Bir
pilus tarafindan bir hiicreden diger hiicreye genetik materyalin aktarimidir. D ile
gosterilen tam katkist bilinmeyen diger mekanizmalardir. Vezikiiller araciligiyla

genetik materyalin transferidir (39).
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Sekil 7. Yatay gen transferinin degisik mekanizmalar1 (39)
2.6.1. Plazmit Aracilh Yatay Gen Transferi (Konjugasyon)

Konjugasyon, 1946 yilinda Edward Tatum ve Joshua Lederberg tarafindan
kesfedildi. Bakterilerin F (dogurganlik) faktorii sayesinde genetik elemanlarini

aktarabilecegi gosterildi (40).

Plazmitler hiicre i¢inde bulunan ekstrakromozomal yapilardir. Plazmitlerin
aktarimi1 konjugasyon yoluyla gergeklesir (41, 42). Konjugasyon degisen ortam
sartlarina bakterinin uyumunu saglar. Viriilans faktorleri, agir metallere direng veya
antibiyotik direnci gibi metabolik 6zelliklerin aktarilmasini sagladigi i¢in bakterilerin

evrimsel adaptasyonunu saglar. Bu ylizden de bakteriler i¢in hayati 6nem tasir (37,

39).
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Sekil 8. Dondrden alict hiicreye konjugal tranferi sirasinda F plazmitinin yagam dongiisii (37) *RCR
(Rolling circle replication): Donen daireye replikasyonu, ssDNA’nin dsDNA’ya replikasyonu
*ssDNA:Tek iplikli deoksiriboniikleik asit *dsDNA: Cift iplikli deoksiriboniikleik asit.

Sekil 8’da konjugasyonda F plazmitinin yasam dongilisii Ozetlenmistir.
Konjugasyonun baglatilmas: (i) i¢in tra genlerinin ekspresyonuyla tra proteinleri
iiretilir. Uretilen tra proteinleri ¢iftlesme ¢iftini stabilize edilmesine aracilik eder. Daha
sonra da T4SS ve konjugatif pilusu olusturur. Diger tra proteinler plazmitin islenmesi
(11) i¢in cesitli reaksiyonlar yapar ve plazmitin transferi i¢in relaksomu hazirlar.
Relaksom ve T4CP etkilesimiyle T-seridi T4SS tarafindan (konjugatif pilus) transferi
baslatir (iii). T- seridinin aliciya transferi ve RCR (iv,v) dondrde ssDNA (Tek iplikli
deoksiriboniikleik asit)’nin dsDNA (Cift iplikli deoksiriboniikleik asit)’ya
replikasyonu gerceklesir. Aliciya T-seridi girer (a) ve T-serit dairesellestirilir (b).
ssDNA dsDNA’ya cevrilir (¢). Daha sonra plazmit genlerinin eksprese olmasiyla, alici
hiicrenin transkonjugant hiicreye fenotipik doniisiimii tamamlanir (d) (37). Transfer
genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesi konjugatif plazmitlerin transferini kontrol

eder. Cevresel faktorler veya popiilasyon etkilesimiyle diizenlenebilir (37).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik kurul onay1

Tez ¢alismasinin etik kurul onayi, KTU Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 05.01.2023 tarihli 2022/253 protokol numarali ¢alisma olarak

verilmistir. Etik kurul onay1 EK-1’de verilmistir.
3.2. Cahismanin Ozellikleri

KTU Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2018 - Aralik 2022 tarihlerinde klinik 6rneklerden
izole edilmis S. marcescens suslarmin GSBL {iretiminin ve kinolon grubu
antibiyotiklere duyarliliginin fenotipik ve genotipik olarak arastirilmasi amaglandi.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore suslar iki gruba ayrildi. Bazi suslar
iki grubun igine de dahil edildi. Birinci grup seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarl
velveya direngli suslar, ikinci grup siprofloksasin ve/veya levofloksasin orta duyarli
velveya direngli suslardan olusturuldu. Birinci grup suslara GSBL iiretimi ile ilgili
direng genleri tarandi ve plazmit aracili direng aktarimi olup olmadigina bakildi, ikinci

grup suslarda ise kinolon direng¢ genleri varlig1 arastirildi.

3.2.1. Caliymaya Dahil Edilen Gruplar

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ¢esitli klinik drneklerden izole edilen S.

marcescens suslar1 bu calismaya dahil edildi.
3.2.2. Cahsmaya Dahil Edilme/Edilmeme Olgiitleri
Aragtirmaya kabul edilme kriterleri:

e (cak 2018 - Aralik 2022 tarihlerinde klinik 6rneklerden izole edilen S.
marcescens suslari

e Ayni hastadan tekrarlayan tiremelerinde tespit edilen ilk izolat
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Aragtirmaya kabul edilmeme kriterleri:

e QOcak 2018’den o©nce ve Aralik 2022°den sonra izole edilen S.
marcescens suslari
e Ayni hastadan tekrarlayan tiremeler oldugunda ilk sustan sonraki S.

marcescens 1zolatlari

3.3. Serratia marcescens Suslarimn identifikasyonu, Uretimi ve Saklanmasi

KTU Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), T1bbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Ocak 2018 - Aralik 2022 tarihleri arasinda gonderilen
cesitli klinik 6rnekler uygun besiyerine inokiile edildi ve uygun kosullarda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda Serratia tiirlerine benzeyen Gram boyama islemi ile
gram negatif basil morfolojisinde olan, oksidaz negatif, koloniler MALDI-TOF
(Bruker, Almanya) ile tiir diizeyinde tanimlama yapildi. izolatlarin antimikrobiyal
duyarliliklart BD Phoenix M50™ (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems,
Sparks, Md, ABD) sisteminde BD Phoenix™ NMIC-433 panel (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md, ABD) kullanilarak test edildi. Test
sonuclart EUCAST standartlarina gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak
kategorize edildi (43). S. marcescens olarak tiplendirilen ve antimikrobiyal testleri

calisilan suslarmn tek koloni pasajlari gliserollii sivi besiyerinde -80 °C’de stoklandi.

3.4. Suslarin Antibiyotik Duyarhhklarmin Saptanmasi
3.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

Suslarin her birinden taze kiiltiir pasajlarindan %0,9 NaCl izotonik soliisyon
igeren tiiplere 0,5 McFarland bulanikligina esdeger bakteri siispansiyonu hazirlandi.
Bu siispansiyondan steril bir ekiivyonla Mueller Hinton agar (Becton-Dickinson,
Heidelberg, Almanya) besiyeri ilizerine yayma ekim yapildi. EUCAST (Avrupa
Antibiyotik Duyarlilik Testleri Komitesi) onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemiyle, siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pg), sefotaksim (5ug) ve
seftazidim (10 pg) diski yerlestirildikten sonra plak 35°C'de 18 saat inkiibe edildi.
EUCAST 2022 sinir degerler tablosuna gore duyarliliklart belirlendi (43).
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3.4.2. GSBL Uretiminin Gradient Strip Test ile Gosterilmesi

Suslar yukarida izah edildigi gibi Mueller Hinton agar (Becton-Dickinson,
Heidelberg, Almanya) besiyeri lizerine yayma ekim yapildi. Ardindan gradiyent strip
test yerlestirildi. Sefepim, klavulanat ile kombine edildiginde MIK degerinde 8 kattan
daha fazla diisiis gozleniyorsa veya bir hayalet zon ya da elips seklinde bir bozulma

varsa test pozitif degerlendirildi.
3.5. Kromozomal DNA izolasyonu

S1v1 besiyerinde iiretilen suslardan kromozomal DNA izolasyonu i¢in Chen ve
arkadaglar1 (44) tarafindan tarif edilen yontem modifiye edilerek kullanildi. Bunun
icin; bir gecelik LB s1v1 besiyerindeki kiiltiirlerden 1,5 mL mikrotiiplere alinarak
12000 rpm’de 1 dak santrifiij edildi. Pellet 200 pl lizis tamponu (40 mM Tris pH:7.,5,
20 mM sodyum asetat, | mM EDTA ve %l sodyum dodesil siilfat (SDS)) ile
resiispanse edildi. Lizis tamponu eklendikten sonra tiipler 1-2 dak siire ile vorteks ile
karistirildi. Lizat tizerine 10 pl RNaz A (10 mg/mL) ilave edilerek 56°C’de 25-30 dak
inkiibe edildi. Lizat iizerine 70 pul 5 M NaCl konuldu, tiipler el ile dikkatlice yaklasik
10 defa karistirildi ve 10000-12000 rpm’de 10 dak santrifiij edildi. Temiz lizattan, 320
pl steril baska bir mikrosantrifiij tiipline konuldu ve ftzerine esit miktarda
fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1)’den ilave edildikten sonra tiip dikkatlice ve
yaklasik 50-60 kez alt {ist edilerek karistirildi. 12000 rpm’de 10 dak santrifiij edildi ve
iist fazdan 130 pl baska bir steril mikrosantrifiij tlipline aktarildiktan sonra lizat
hacminin iki kat1 kadar yani 260 pl %96°1ik soguk etanol ilave edilerek tiipler -20°C’de
30 dak boyunca tutuldu. Sonra tiipler 12000 rpm’de 5 dak santrifiij edilerek DNA
presipite edildi. Siipernatant kisim atildiktan sonra presipitat 100 pL %70’lik soguk
etanol ile pes pese iki defa yikand. Ilk yikamadan sonra 12000 rpm’de 1 dak santrifiij
islemi gergeklestirildi ve silipernatant atildi. Etanol kalmamasi igin pellet
kurutulduktan sonra 70 pul TE (10mM Tris-HCI, pH 8.0, ImM EDTA, pH 8.0) tamponu
ile ¢oziildii ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Hazirlanan kromozomal

DNA’lar %0,8’lik agaroz jelde tek bant olarak goriintiilendi.
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3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.6.1. Kullanilan Primerler

S. marcescens tanimlanmast i¢in pfs ve luxS genlerinin primerleri, beta-

laktamaz genleri i¢in blatem, blasuv blactx-m ve blaoxa primerleri ve plazmit aracili

kinolon genleri i¢in gnrAd, gnrB, gnrS, gepA ve aac-(6°)-Ib primerleri kullanildi.

Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda liyofilize primerlerin sulandirilmas: yapildi.

Stok soliisyonlar1 100 pmol/ul ve ¢alisma soliisyonlar1 10 pmol/pl olarak hazirlandi ve

-20°C’de sakland1. Calismada kullanilacak primerler ve referanslari Tablo 2°de verildi.

Tablo 2. PZR deneylerinde kullanilacak oligoniikleotit primerleri

Primer  Niikleotid dizisi (5’->3) Hedef Gen  Uriin  Referans

Bolgesi  uzunlugu

(bp*)

Fpfsl  CCGGCATCGGCAAAGTCT pfs 193 (13)
Rpfs2 ATCTGGCCCGGCTCGTAGCC
FluxS1 GCTGGAACACCTGTTCGC luxS 102 (13)
RluxS2 ATGTAGAAACCGGTGCGG
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG blatem 867 (45)
TEM-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
SHV-F  TCGGGCCGCGTAGGCATGAT blaskv 626 (46)
SHV-R  AGCAGGGCGACAATCCCGCG
CTX-M-F CGCTTTGCGATGTGCAG blacrxm 550 (47)
CTX-M-R ACCGCGATATCGTTGGT
OXA-F ACACAATACATATCAACTTCGC blaoxa 885 (45)
OXA-R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC
qnrAl  ATTTCTCACGCCAGGATTTG gnrA 516 (48)
qnrA2 GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
qnrB1 GATCGTGAAAGCCAGAAAGG qnrB 469 (48)
gnrB2 ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
qnrS1 GCAAGTTCATTGAACAGGGT gnrS 428 (49)

gnrS2

TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
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aac6lbF TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA  aac-(6°)-1b 482 (50)
aac6lbR CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

qepAF  AACTGCTTGAGCCCGTAGAT gepA 596 (49)
gepAR  GTCTACGCCATGGACCTCAC

3.6.2. PZR Yontemi ile Serratia marcescens Tiir Tamisinin ve Diren¢ Genlerinin

Gosterilmesi

S. marcescens tir tanilarinin dogrulanmasi icin pfs ve luxS gen bolgelerine
Ozgll primerler ve antibiyotik diren¢ genlerinin gosterilmesi i¢in Tablo 2’de
gosterilmis primerler kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi. PZR reaksiyon kosullar
Tablo 3 ve Tablo 4’te belirtildi. pfs, luxS, blatem, blasuv blactx-m, blaoxa, gnrd, gnrB,
gnrsS, gepA ve aac-(6°)-1b genleri i¢in PZR reaksiyon kosullar1 referanslarda belirtilen
yontemler modifiye edilerek uygulandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan suslar Prof.
Dr. Osman Birol OZGUMUS (Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali1) ve Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji koleksiyonundan temin edilmistir. pfs ve /uxS geni igin S.
marcescens ATCC 8100, gnrA i¢in Escherichia coli pmG 252, gnrB i¢in E. coli pmG
298, gnrsS i¢in pmG 306, gepA icin HEC-15, aac-(6°)-1b i¢cin HKP-7, blatem, blasuv
blactx-m, blaoxai¢in HKP-7 pozitif kontrol olarak kullanildi. Mastermix olarak 2X HS
Mastermix Gold (Medgenetics, Izmir) kullamldi. Tablo 5’te PCR master mix
hazirlanmasi gosterildi. Amplifikasyon islemi termal dongii cihazi (Techne Thermal

Cycler TC-512, Fisher Scientific, Birlesik Krallik) kullanilarak yapildi.
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Tablo 3. pfs ve luxS genleri PZR reaksiyon sartlari

Sicaklik (°C) Siire Siklus

(dakika/saniye)  Sayisi

[k Denatiirasyon 94 5 dak 1

Denatiirasyon 94 45 s 30

Baglanma 55 30s
Uzama 72 I5s

Son Uzama 72 10 dak 1

Bekleme 4 00

Tablo 4’te ise blatem, blasuv blactx-m, blaoxa, gnrA, gnrB, gnrS, gepA ve aac-

(6°)-1Ib genleri PZR reaksiyon sartlar1 verildi.

Tablo 4. blatem, blasuv blactx-m, blaoxa, gnrA, gnrB, qnrS, gepA ve aac-(6°)-Ib genleri PZR

reaksiyon sartlari

Sicaklik (°C)  Siire (dakika)  Siklus Sayisi

[k Denatiirasyon 94 5 1
Denattirasyon 94 1 30
Baglanma 55 1
Uzama 72 1
Son Uzama 72 10 1
Bekleme 4 o0

Tablo 5’te mastermix hazirlanmasi gosterildi.
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Tablo 5. Master mix hazirlanmasi

1x
MasterMix 25 ul
Foward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
DNA 1 pl
Distile su 22 ul
Total 50 ul

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR reaksiyonu sonrasinda irlinlerin goriintiilenmesi i¢in %?2’lik agaroz jel
hazirlandi. 100 ml Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) ¢ozeltisine 2 gr agaroz (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Almanya) eklendi. Mikrodalga firinda agaroz jel eriyene kadar
1s1t1ldi1. Daha sonra i¢ine 5 pl (1 mg/ml) etidyum bromiir (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Almanya) konuldu. Elektroforez tablasinin i¢ine yilikleme kuyucuklart olusmasi i¢in
tarak yerlestirildi ve jel tablaya dikkatlice dokiildii. Jelin katilagmasi i¢in 30-40 dak
beklendikten sonra taraklar jele zarar vermeden ¢ikartildi. Icinde TAE tamponu olan
elektroforez tankina jel yerlestirildi. PZR iiriintinden 5-10 pl yiikleme kuyucuklarina
yiiklendi. Elektoforez tanki gii¢ kaynagina baglandiktan sonra 70 V akimda 50-60 dak
yiriitiildi. Olusan bantlar ultraviyole transilliiminatorde (UVP Vilber Lourmat,
Almanya) ve dijital goriintiileme cihaz1 ile (Kodak Gel Logic Imaging System,

Kaliforniya, ABD) goriintiilendi.
3.8. Konjugasyon ile Plazmit DNA Transferi

Konjugasyon deneyi sivi besiyerinde birlestirilmesiyle gerceklestirildi (51,
52). Verici hiicre blatem, blasnuv, blactx-m pozitif S. marcescens, alici hiicre olarak E.
coli j53-2 (met pro Rif®) kullamld1. Verici hiicreler seftazidime direngli oldugundan 2
ng/ml seftazidimli LB agar, alici hiicre rifampisine direngli oldugundan rifampisinli
150 pg/ml ve primer seleksiyon plagi olarak da rifampisin 150 ug/ml ve seftazidim 2
ug/ml igeren LB agar kullanildi. Oncelikle bakteriler LB agarda ekim yapilip bir
gecelik inkiibasyon sonucu fiiretildi. Daha sonra agarlardan tek koloni segilip LB s1v1

besiyerinde bir gece boyunca calkalayici etlivde iiretildi. Alic1 ve verici hiicrelerden
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esit miktarda (1’er ml) alinarak yavasca bir tiipte karistirildi ve bir gece boyunca statik
inkiibasyona birakildi. Bu karisimdan 100 pl 6nce primer seleksiyon plagina ekim
yapildi. Ureyen kolonilerden transkonjugant olarak degerlendirilenleri seftaizidim ve
rifampisinli plaga, sadece rifampisinli plaga ve sadece seftazidimli plaga replika ekim
yapildi. Bunlardan transkonjugant olarak degerlendirilen kolonilerden plazmit DNA

izolasyonu ve PZR yapildi.
3.8.1. AlKali Lizis Yontemi ile Plazmit Izolasyonu

Plazmit izolasyonu alkali lizis yontemi modifiye edilerek gergeklestirildi (53).
Bakteri antibiyotikli 5 ml s1v1 besiyerinde bir gece inkiibasyonla kiiltiir hazirlandi. Bu
stv1 kiiltiir 1,5 ml mikrotiiplere konuldu ve 12000 rpm’de 5 dak santrifiij edildi ve iistte
kalan silipernatant atildi. Hazirlanan pellet tizerine 200 pl soliisyon I [SO mM glukoz /
25 mM Tris-HCl/ 10 mM EDTA / RNAaz (100 pg/ml)] konuldu ve karigmasi igin
vortekslendi. 10-15 dak kadar oda sicakliginda bekletildi. Sonra da 400 pl soliisyon 11
(0,2 N NaOH / %1 SDS) eklendi ve 3-5 defa alt iist edildi. Bundan sonra, en fazla 5
dak olacak sekilde buzda bekletildi. Uzerine 300 pl soliisyon III (7,5 M amonyum
asetat pH:7,2) eklendi ve pellet dagilincaya kadar alt tist edildi ve pesine 10 dak kadar
buzda bekletildi. Daha sonra 12000 rpm’de 15 dak santrifiij edildi. Siipernatant ayrildi
ve yeni temiz bir mikrotiipe konuldu. Uzerine 600 ul izopropanolol konuldu ve alt iist
edildi. Yaklasik 10 dak kadar oda sicakliginda beklendi ve pesine 12000 rpm’de 10
dak santrifiij edildi. Pellet ayrildi ve lizerine 500 pl soguk %70’lik etanol eklendi.
12000 rpm’de 3-5 dak santrifiij edildi ve s1v1 kismi atildi. Etanol kalintis1 kalmamasi
i¢in pellet 37°C’de iyice kurutuldu. Kuruduktan sonra da 40 pl TE (10 mM Tris pH:8,
1 mM EDTA pH:8) soliisyonunda ¢oziildii.
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4. BULGULAR

KTU Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma Merkezi (Farabi Hastanesi), 831
yatakli, 83 YBU yatakli olan bir {iniversite hastanesidir. Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarina Ocak 2018 — Aralik 2022 tarihleri arasinda 184240 aerop Kkiiltiir ve
63371 aerop kan Kkiiltiiri gonderilmistir. Bunlardan 1377 adet S. marcescens izole
edilmistir. Tekrarlayan iiremeler cikartildiginda KTU Tibbi Mikrobiyoloji sus
koleksiyonundan yeniden canlandirilabilen seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarl
ve/veya direngli ve/veya siprofloksasin ve/veya levofloksasin orta duyarli ve/veya

direncli izolatlardan 70 tanesi ¢alismaya dahil edilmistir.

S. marcescens izole edilen hastalarin cinsiyete gore dagilimlari Tablo 6’da

gosterildi. Hastalarin ortalama yas1 55,3+31,1 (0-98)’d.i.

Tablo 6. S. marcescens izole edilen hastalarin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet n %

Kadin 19 27,1
Erkek 51 72,9
Toplam 70 100

S. marcescens izole edilen hastalarin %27,1’1 (n=19) kadin, %72,9’u (n=51)
erkekti. Hastalarin klinik birimlere gore dagilimi Tablo 7°de gosterildi. Pediatri
servislerinden gelen 4 izolat (%5,7), pediatri polikliniklerinden 5 izolat (%?7,1),
pediatri YBUden 2 izolat (%2,9) ve yenidogan YBUden 2 izolat (%2,9) vardi. S.

marcescens izole edilen klinik drneklerin dagilimi Tablo 8’de gosterildi.
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Tablo 7. S. marcescens izole edilen hastalarin klinik birimlere gore dagilimi

Ornek Alinan Klinik Birimler n %

Dahili Bilimler Servisleri 14 20

Dahili Bilimler Poliklinikleri 19 27,1
Cerrahi Bilimler Servisleri 13 18.6
Cerrahi Bilimler Poliklinikleri 8 11,4
YBU 16 22,9
Toplam 70 100

*YBU: Yogun bakim iinitesi

Tablo 8. S. marcescens izole edilen klinik 6rneklerin dagilimi

Klinik Ornekler n %
Periferik venoz kan 4 5,7
Direnden gelen mayi 1 1,4
Yaradan siiriintii 7 10
Balgam 12 17,1
Endotrakeal tiipten aspirat 15 21,4
Idrar 22 31,4
Bronkoalveolar lavaj 3 4,3
Doku biopsileri 3 4,3
Eklem s1vis1 1 1,4
Plevral mayi 1 1,4
Arterial kataterleri 1 1,4
Toplam 70 100
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Daha 6nce tanimlanan tiim bakterilere tiir tanimlamasi i¢in pfs ve /uxS genleri
PZR yontemi ile bakildi. Calismaya dahil edilen biitiin S. marcescens suslarinin

hepsinde pfs ve [uxS geni pozitif bulundu.

Sekil 9’da /uxS ve pfs genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisii

gosterilmistir.

500

Sekil 9. [uxS ve pfs genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisii
1; molekiil agirlik standards, 2; /uxS pozitif kontrol, 3; luxS negatif kontrol, 4; pfs pozitif kontrol, 5; pfs

negatif kontrol

Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarindan alinan antimikrobiyal duyarlilik testi

sonuclar1 Tablo 9’da gosterildi.
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Tablo 9. Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarindan alinan S. marcescens izolatlariin antimikrobiyal

duyarlilik testi sonuglari

Sus No AK GN CIP LEV CAZ CRO PTZ SXT IMP MP  ERT
s s S S S S S(<= s . E S
TRSM1  (<=8) (<=2) (<=0.125) (<=05) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (<=0.125) (<=0.25)
S s S S S S  S(= S S S
TRSM2  (<=8) (<=2) (<=0.125) (<=05) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) ') (<=0.125) (<=0.25)
S S "o Rrm S S S S s s S
TRSM3  (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s S R R  S(= S s’ s S
TRSM5  (<=8) (<=2) RCD  RC2 (ogy oy a4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s R S S  S(<= R s’ s S
TRSM 13  (<=8) (>4) RCD  RC2 1y o1y a4)  (58152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s S S R R  S(= S s’ s S
TRSM23  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S s 1os S S Sk S s’ s S
TRSM 25 (<=8) (<=2) '@ S)  (<=1) (<=1) 44)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
SN @k S S  S(= S s s S
TRSM31  (<=8) (<=2) '@ (<=05) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S ".m  Rrm S S Sk S s s S
TRSM32  (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S g S S S S(= S s’ s S
TRSM33  (<=8) (<=2) '@ (<=05) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S " os 1os S S SE= S s’ s S
TRSM 34 (<=8) (<=2) '@ O)  (<=1) (<=1) 414)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S " os 1os S S SkE= S s’ s S
TRSM 36 (<=8) (<=2) ' © O)  (<=1) (<=1) 414)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oa n 1w RR S s’ s S
TRSM 41 (<=8) (<=2) R D 1™ sy 16M) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S .oy R@ S S Sk S s’ s S
TRSM 43 (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S R R S(= S s’ s S
TRSM 44  (<=8) (<=2) (<=0.125) (<=05) (>8) (>4) 4/d)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S Lo, m R SE= S s’ s S
TRSM 47 (<=8) (<=2) RCD @) ca) as)  (<=2838) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S s R R S s’ s S
TRSM50  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (<=1) (>4) (>32/4) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s S S S R g S s’ s S
TRSM52  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (<=1) (>4) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s S S R R S(= S s’ s S
TRSM55  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>16) (>4) 4/d)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S .oy RrR@ R.R R S s’ s S
TRSM57  (<=8) (<=2) (>16) (>4) (>32/4) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S R R S(= S s’ s S
TRSM58  (<=8) (<=2) (<=025) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s S S R R S(= S s’ s S
TRSM 61  (<=8) (<=2) (<=0.125) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S R Re1) R@ 1@ ROOR 3 S S R
TRSM 66 (<=8) (>8) R C1 @ 1®) oay 324 8152 (1) (<=0.125) RD
S S oa ny S R R S s’ s S
TRSM 67  (<=8) (<=2) R D («=1) (4) (>3214) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S R S S(= S s’ s S
TRSM 68 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>8) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
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R S @ S_ S s s s S
TRSM73  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S “los  1os S S SE= S s’ s S
TRSM74  (<=8) (<=2) '@ S)  (<=1) (<=1) 414)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oa n S S Sk= R s’ s S
TRSM 77 (<=8) (<=2) R D («o1) (<=1) 414)  (>8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oen mes S R _SE= S s’ s S
TRSM78  (<=8) (<=2) RCD (>4)  (<=1) (4) a14)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S e R S R R S s’ s S
TRsM80  (<=g) R(®) R D («=1) G4) (3204) (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S R R S(= S s’ s 5 (o1
TRSM 83  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) RCD
S S oy R@ S S Sk S s’ s S
TRSM 85 (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S .oy Res R.R R R s’ s S
TRSM 86  (<=8) (<=2) >16) (>4) (>32/4) (>8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S R R S(= S s’ s S
TRSM87  (<=8) (<=2) (<=025) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S S @ S(= S s s S
TRSM 88 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (<=1) a8y (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
R R S R R R S R
TRsM89  (32) (8) '©O9)  (c=05) (38) (>4) (>16/4) (<=2i38) (>8) "8  RED)
S S S S S(= S s s S
TRSM90  (<=8) (<=2) RCD  RCA 1y <21y a4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
N @ E S @ Sk= S s’ s S
TRSMO1  (<=8) (<=2) '@ (<=0.5) (<=1) a8y (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
SN @k S S  S(= S s s S
TRSM 92 (<=8) (<=2) '@ (<=05) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S ".m R@ S S Sk S s’ s S
TRSM 93 (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oe  i1os S S SE= S s’ s S
TRSM 94 (<=8) (<=2) ' @3 1O 1y o) aa)  (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s S S S  S(= S s’ s S
TRSM 95 (<=8) (<=2) RCD  RG2 1y o1) aa)  (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S Loy R S S S(= S s’ s S
TRSM 96 (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S o o5 S S SE= S s’ s S
TRSM 97 (<=8) (<=2) '©D) 108 1y o1y a4y  (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S R R R S R nos R
TRSM 98 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (>16) (>4) (>32/4) (<=2/38) (>8) (>8) (>2)
S S .y Rr@m S S Sk S s s S
TRSM 100 (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oo ios S S SE= R s’ s S
TRSM 102 (<=8) (<=2) '©D) 108 1y o1y 44y (58152 (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S R R  S(= S Ly S S
TRSM 103 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2138) '®) (<=0.125) (<=0.25)
S S oa ng S S S(k= S s s S
TRSM 104 (<=8) (<=2) R (D) D («=1) (<=1) 48)  (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S ooy Rey S S Sk S s’ s S
TRSM 105  (<=8) (<=2) (<=1) (<=1) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S R oy R@ S RSk S s’ s S
TRSM 106  (<=8) (>8) (<=1) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S R oy rmy R, R R R s’ s S
TRSM 107  (<=8) (>8) (>8) (>4) (>16/4) (>8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S ‘wm RSk R s’ s S
TRSM 110 (<=8) (<=2) (<=025) (<=05) '®) (>4) /)  (8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S nen R S S Sk= S s’ s S
TRSM 111 (<=8) (<=2) R D ) (<=1) (c=1) 48)  (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)
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s s S s  S(= S s s S
TRSM 112 (<=8) (<=2) '©D) 108 1y o1y a4y  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S s S @ o noem B s’ s S
TRSM 114  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (>4) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s S S R R S(= S s’ s S
TRSM 115 (<=8) (<=2) (<=025) (<=05) (>8) (>4) 4/4)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S R R R R s’ s S
TRSM 116 (<=8) (<=2) (<=025) (<=05) (>8) (>4) (>16/4) (>8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s S S R R R S s S S
TRSM 117 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (>8) (>4) (>16/4) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
| S pen R@ S 1@ S S s s S
TRSM 118 (<=8) (<=2) (<=1) ad)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s R tw Rm i@ R.R S s s S
TRSM 119 (<=8) (>8) (>4) (>3204) (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S L4y Resy S RS R s’ s S
TRSM 120 (<=8) (<=2) (<=1) (>4) 4/4)  (>8/152) (1) (<=0.125) (<=0.25)
s s s S R R R S s’ s g
TRSM 121 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (>8) (>4) (>16/4) (<=2/38) (1) (<=0.125)
S s S S N E s’ s S
TRSM 122 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (<=1) (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S S S R R S(= S s’ s S
TRSM 123 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (16) (>4) 4/8)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S S S S R S(= S s’ s S
TRSM 125 (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=05) (<=1) (>4) 4/8)  (<=2/38) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S S S @ RS S s s -
TRSM 126  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (>4) 4l4)  (<=2/38) (1) (<=0.125)
S S ue 1o S S S(= S s’ s S
TRSM 128 (<=8) (<=2) '@ 5 (<=1) (<=1) 414)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S s s S @ S S(= S s’ s S
TRSM 120  (<=8) (<=2) (<=0.25) (<=0.5) (<=1) 4/4)  (<=2138) (1) (<=0.125) (<=0.25)
S S oo ny S S SE= S s’ s S
TRSM 130 (<=8) (<=2) R (D) D (c=1) (<=1) 48) (<=238) (1) (<=0.125) (<=0.25)

*AK: Amikasin,

GN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CAZ: Seftazidim, CRO:

Seftriakson, PTZ: Piperasilin/Tazobaktam, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol, IMP: Imipenem,
MP:Meropenem, ERT: Ertapenem. *(S-I-R/Cihaz sonucu)

S. marcescens izolatlarmin direng oranlar1 Tablo 10°da gosterildi.
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Tablo 10. S. marcescens izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarinin oranlari

80

70

: L

5

4

3

2

1

0 AK GN CIP LEV CAZ CRO PTZ SXT IMP MP ERT

ER 1 7 29 28 20 34 14 9 2 2 6
| 1 0 14 9 9 4 3 0 3 0 0
mS 68 63 27 32 41 32 53 61 65 68 64

izolat Sayisi
o o o o o

o

ES m| mR
*AK: Amikasin, GN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CAZ: Seftazidim, CRO:

Seftriakson, PTZ: Piperasilin/Tazobaktam, SXT: Trimetoprim/sulfametoksazol, IMP: Imipenem,
MP:Meropenem, ERT: Ertapenem

S. marcescens izolatlarinin disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik

sonucu Tablo 11°de gosterildi.

Tablo 11. S. marcescens izolatlarinin disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik sonucu

CAZ

(zon¢capi CTX CIP LEV

mm/ S-1-  (zon ¢ap1 (zon capi (zon capi
Sus No R) mm/ S-1-R) mm/ S-1-R) mm/ S-I-R)
TRSM 1 20 (1) 19 (1) 28 (S) 28 (S)
TRSM 2 19 () 19 (1) 28 (S) 28 (S)
TRSM 3 28 (S) 21 (S) 19 (R) 18 (R)
TRSM 5 9 (R) 6 (R) 10 (R) 10 (R)
TRSM 13 24 (S) 23 (S) 19 (R) 18 (R)
TRSM 23 17 (R) 6 (R) 27 (S) 27 (S)
TRSM 25 25 (S) 25 (S) 24 (1) 22 ()
TRSM 31 23 (S) 22 (S) 21 (1) 21 ()
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TRSM 32
TRSM 33
TRSM 34
TRSM 36
TRSM 41
TRSM 43
TRSM 44
TRSM 47
TRSM 50
TRSM 52
TRSM 55
TRSM 57
TRSM 58
TRSM 61
TRSM 66
TRSM 67
TRSM 68
TRSM 73
TRSM 74
TRSM 77
TRSM 78
TRSM 80
TRSM 83
TRSM 85
TRSM 86
TRSM 87
TRSM 88
TRSM 89
TRSM 90
TRSM 91
TRSM 92
TRSM 93
TRSM 94
TRSM 95
TRSM 96
TRSM 97
TRSM 98
TRSM 100
TRSM 102
TRSM 103
TRSM 104
TRSM 105

23 (S)
23 (S)
23 (S)
23 (S)
18 (R)
23 (S)
18 (R)
19 (1)
18 (R)
18 (R)
18 (R)
17 (R)
18 (R)
21 (1)
10 (R)
10 (R)
18 (R)
21 (1)
25 (S)
25 (S)
19 (1)
19 (1)
6 (R)

23 (S)
18 (R)
18 (R)
21 (1)
18 (R)
23 (S)
10 (R)
23 (S)
23 (S)
25 (S)
25 (S)
24 (S)
25 (S)
6 (R)

25 (S)
25 (S)
21 (1)
24 (S)
25 (S)

21 (S)
22 (S)
21 (S)
21 (S)
6 (R)

23 (S)
18 (R)
18 (R)
6 (R)

10 (R)
18 (R)
6 (R)

18 (R)
19 (1)
6 (R)

6 (R)

23 (S)
19 (1)
23 (S)
23 (S)
6 (R)

6 (R)

6 (R)

21 (S)
18 (R)
18 (R)
10 (R)
18 (R)
22 (S)
19 (1)
21 (S)
21 (S)
25 (S)
25 (S)
22 (S)
22 (S)
6 (R)

22 (S)
22 (S)
19 (1)
21 (S)
25 (S)

19 (R)
23 (1)
21 (1)
22 (1)
19 (R)
19 (R)
26 (S)
19 (R)
26 (S)
26 (S)
26 (S)
15 (R)
26 (S)
26 (S)
10 (R)
18 (R)
26 (S)
26 (S)
23 (1)
18 (R)
6 (R)

18 (R)
26 (S)
20 (R)
18 (R)
26 (S)
26 (S)
23 (1)
18 (R)
23 (1)
22 (1)
18 (R)
23 (1)
18 (R)
18 (R)
23 (1)
26 (S)
20 (R)
23 (1)
26 (S)
21 (R)
19 (R)

18 (R)
22 (1)
19 (1)
22 (1)
18 (R)
18 (R)
26 (S)
18 (R)
26 (S)
26 (S)
26 (S)
15 (R)
26 (S)
26 (S)
10 (R)
18 (R)
26 (S)
26 (S)
19 (1)
18 (R)
6 (R)

18 (R)
26 (S)
17 (R)
18 (R)
26 (S)
26 (S)
22 (1)
18 (R)
20 (1)
22 (1)
18 (R)
22 (1)
18 (R)
18 (R)
22 (1)
26 (S)
18 (R)
20 (1)
26 (S)
18 (R)
18 (R)
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TRSM 106 18 (R) 18 (R) 19 (R) 18 (R)

TRSM 107 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R)

TRSM 110 20 (l) 18 (1) 26 (S) 26 (S)
TRSM 111 23(S) 23 (S) 16 (R) 16 (R)
TRSM 112 24 (S) 23 (S) 23 (1) 21 (1)
TRSM 114 18 (R) 6 (R) 26 (S) 26 (S)
TRSM 115 18 (R) 18 (R) 26 (S) 26 (S)
TRSM 116 18 (R) 18 (R) 26 (S) 26 (S)
TRSM 117 15 (R) 6 (R) 26 (S) 26 (S)
TRSM 118 21 (l) 15 (R) 18 (R) 18 (R)
TRSM 119 10 (R) 6 (R) 20 (R) 18 (R)
TRSM 120 19 (l) 6 (R) 21 (R) 18 (R)
TRSM 121 10 (R) 6 (R) 26 (S) 26 (S)
TRSM 122 15 (R) 6 (R) 27 (S) 26 (S)
TRSM 123 18 (R) 18 (R) 26 (S) 28 (S)
TRSM 125 18 (R) 6 (R) 28 (S) 26 (S)
TRSM 126 18 (R) 10 (R) 27 (S) 26 (S)
TRSM 128 23 (S) 22 (S) 23 (1) 20 (1)
TRSM 129 20 (I) 18 (1) 26 (S) 26 (S)
TRSM 130 25 (S) 25 (S) 20 (R) 18 (R)

CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, CAZ: Seftazidim, *CTX: Sefotaksim

S. marcescens izolatlarinin disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik

sonuclarinin oranlar1 Tablo 12’°de gosterildi.

30



Tablo 12. S. marcescens izolatlarmin disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik sonuclariin

oranlari

80
70
60
50
40
30
20

izolat sayisi

10

CTX
ER 30 34 29 29
ml 13 8 14 14
mS 27 28 27 27

LEV

HS m| mR

* CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore suslar iki gruba ayrildi. Ilk grup
seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarli ve/veya direngli olan S. marcescens suslari,
diger grup siprofloksasin ve/veya levofloksasin orta duyarli ve/veya direngli olan S.

marcescens suslaridir. Ayni anda birinci ve ikinci gruba dahil olan 16 adet sus vardi.

I1k gruptaki seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarli ve/veya direngli olan S.
marcescens suslarindan GSBL gradiyent strip test sonucu 43 sustan sadece birinde
pozitif bulundu. TRSM-5 susu hem GSBL gradiyent strip testi pozitifti hem de blactx-
M geni pozitifti. Bu suslarin GSBL gradiyent strip test ve PZR sonucu Tablo 13°de
gosterildi.
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Tablo 13. GSBL gradiyent strip test ve PZR sonuglari

Sus No

GSBL
Gradiyent
Strip Test

blatem blasnv

blactxwm

blaoxa

TRSM 1
TRSM 2
TRSM 5
TRSM 23
TRSM 41
TRSM 44
TRSM 47
TRSM 50
TRSM 52
TRSM 55
TRSM 57
TRSM 58
TRSM 61
TRSM 66
TRSM 67
TRSM 68
TRSM 73
TRSM 78
TRSM 80
TRSM 83
TRSM 86
TRSM 87
TRSM 88
TRSM 89
TRSM 91
TRSM 98
TRSM 103
TRSM 106
TRSM 107
TRSM 110
TRSM 114
TRSM 115
TRSM 116
TRSM 117
TRSM 118
TRSM 119
TRSM 120
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TRSM 121 - - - - -
TRSM 122 - - - - -
TRSM 123 - - - - -
TRSM 125 - - - - -

TRSM 126 - - - - -
TRSM 129 - - - - -
*ND: Tanimlanamadi

Beta-laktamaz genlerinin diren¢ geni oranlar1 Tablo 14’te gdsterildi.

Tablo 14. Beta-laktamaz genlerinin diren¢ geni oranlari

Diren¢ Geni Pozitif Negatif

n % n %
blatem 4 9,3 39 90,7
blasuv 2 4,7 41 95,3
blactx-m 1 2,3 42 97,7
blaoxa 0 0 43 100

Direng genlerinden blatem genini tagiyan dort sus (n=4), blasyv genini tasiyan
iki sus (n=2), blactx-m genini tagiyan bir sus (n=1) saptandi. blaoxa genini tasiyan
hicbir sus (n=0) saptanmadi. Sitvida konjugasyon deneyi ile GSBL iireticisi genleri

tastyan higbir plazmitte konjugasyon ile aktarim tespit edilemedi.

Sekil 10°da GSBL genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisii, sekil 11°de

ise kinolon direng genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisti gdsterilmistir.
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900

500

Sekil 10. Beta-laktamaz genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisii

1; molekiiler agirlik standardi, 2; blatem pozitif kontrol, 3; blatem negatif
kontrol, 4; blasnv pozitif kontrol, 5; blasuv negatif kontrol, 6; blactx-m pozitif kontrol,

7; blactx-m negatif kontrol, 8; blaoxa pozitif kontrol, 9; blaoxa negatif kontrol.

500

Sekil 11. Kinolon direng genlerinin pozitif kontrollerinin PZR goriintiisii

1; molekiiler agirlik standardi, 2; gnrA pozitif kontrol, 3; gnrA negatif kontrol,
4; gnrB pozitif kontrol, 5; gnrB negatif kontrol, 6; gnrS pozitif kontrol, 7; gnrS negatif
kontrol 8; gepA pozitif kontrol, 9; gepA negatif kontrol, 10; aac(6°)-1b pozitif kontrol,
11; aac(6°)-1b negatif kontrol.

Kinolon direngli bakterilerin PZR sonucu Tablo 15°te gosterildi.
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Tablo 15. Kinolon direngli suglarin PZR sonuglari

Sus No gnrA gnrB gnrS gepA aac(6’)-1b

TRSM 3 + - - - -
TRSM 5 - - - - -
TRSM 13 - - - - -
TRSM 25 - -
TRSM 31 - -
TRSM 32 - -
TRSM 33 - -
TRSM 34 - -
TRSM 36 - - - - -
TRSM 41 - - - - -
TRSM 43 - - - - -
TRSM 47 - - - - -
TRSM 57 - - - - -
TRSM 66 - - - - +
TRSM 67 - - - - -
TRSM 74 - - - - -
TRSM 77 - - - - -
TRSM 78 - - - - -
TRSM 80 - - - - -
TRSM 85 - - - - -
TRSM 86 - - - - -
TRSM 89 - - - - -
TRSM 90 - - - - -
TRSM 91 - - - - -
TRSM 92 - - - - -
TRSM 93 - - - - -
TRSM 94 - - - - -
TRSM 95 - - - - -
TRSM 96 - - - - -
TRSM 97 - - - - -
TRSM 100 - - - - -
TRSM 102 - - - - -
TRSM 104 - - - - -
TRSM 105 - - - - -
TRSM 106 - - - - -
TRSM 107 - - - - -
TRSM 111 - - - - -

+ + +
1 1
1
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TRSM 112
TRSM 118
TRSM 119
TRSM 120
TRSM 128
TRSM 130

Kinolon direngli suslarin direng geni oranlar1 Tablo 16’da gosterildi.

Tablo 16. Kinolon direngli suslarin direng geni oranlari

Diren¢ Geni Pozitif Negatif

n % n %
qnrA 1 2,3 42 97,7
qnrB 0 0 43 100
qnrS 3 7 40 93
qepA 0 0 43 100
aac(6')-1b 2 4,7 41 95,3

Kinolon direncli grupta 43 adet sus bulunmaktadir. Diren¢ genlerinden gnr4’y1

tastyan bir sus (n=1), gnrS’yi tasiyan ii¢ sus (n=3), aac(6')-Ib’yi tasiyan ise iki sus

(n=2) yer ald1. gnrB ve gepA genleri higbir susta (n=0) saptanamadi.

Tiim suslardan sadece TRSM-66 susunun blatem ve aac(6')-Ib genini birlikte

tasidig saptandi.
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5. TARTISMA

Serratia spp. dogada her yerde bulunan bir bakteridir. Insanlarda en sik
enfeksiyonlara yol agan tiirii S. marcescens’tir. S. marcescens 1950’li yillara kadar
dogada bulunan zararsiz bir bakteri olarak biliniyordu. Bu yillardan sonra hastanelerde
(6zellikle yogun bakim Tnitelerinde) salginlar yapabilen, c¢oklu ilag direnci
olusturabilen bir bakteri oldugu anlasildi. Her yas grubundan insanda enfeksiyon
yapabilir ancak Ozellikle pediatrik yas grubunda ve bagisiklik sistemi zayiflamis
hastalarda siklikla goriilen enfeksiyon etkenidir (1, 2, 4, 5, 6, 54).

Gram negatif bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde beta laktamlar ve
kinolon grubu siklikla kullanilmaktadir. S. marcescens zaman iginde hizlica bircok
antimikrobiyale diren¢ kazanmaya devam etmektedir. Bu durum tedavide zorluklara
yol agmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ gelisiminde onemli faktorler arasinda GSBL

enzimlerin tiretimi ve kinolon direnci yer almaktadir (3, 55).

Antimikrobiyal diren¢lere neden olan genlerin plazmitler araciligiyla bakteriler
arasinda yayilmasi hastanelerde morbidite ve mortalite oranlarinin artmasina neden
olmaktadir (11). Ayrica, S. marcescens kromozomal AmpC iireticisi oldugundan
bircok beta-laktam grubuna da dogal direnglidir (ampisilin, amoksisilin/klavulanat

gibi). Bu da tedavide kullanilabilen antibiyotikleri sinirlandirmaktadir (9, 55).

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmasiin epidemiyolojik verilerle takibi ¢ok
onemlidir. Hem ampirik tedavi protokollerinin diizenlenmesinde hem de bolgesel veya
ulusal antibiyotik direng profilinin belirlenmesinde katki saglamaktadir. Ayrica,
direngli bakterilerin laboratuvarda iyi tanimlanmasi tedavinin dogru yonlendirilmesi

bakimindan 6nem tasimaktadir (56).

McCann ve arkadaslar1 (57) Ohio, ABD’de 2014 - 2018 aras1 kan kiiltiiriinde
Serratia pozitifligi olan 103 hasta ile yaptig1 ¢cok merkezli bir ¢caligmada hastalarin
ortalama yas1 57 (41-72) bulunmustur. Hastalarin %39’u (n=40) kadin, %61°1 (n=63)
erkek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise, S. marcescens izole edilen hastalarin
ortalama yas1 55,3+31,1 (0-98)’di. Yenidogandan 98 yasa kadar genis bir araliktadir.
Hastalarin %27,1’i4 (n=19) kadin, %72,9’s1 (n=51) erkektir. Bizim ¢alismamizda
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antibiyotik direngli bir grup S. marcescens ¢alismaya dahil edildiginden McCann ve

arkadaslarinin (57) calismasiyla esit sartlarda olmamaktadir.

Gonzalez ve arkadaslart (56) calismasinda 2016-2017 yillar1 arasinda
Meksika’nin iki farkli bolgesinden ¢ok merkezli yaptiklar1 calismaya 193 adet S.
marcescens dahil edilmistir. Bunlarin, %24,3 (n=47) ile idrar, ardindan %19,6 (n=38)
ile solunum yolu 6rnekleri, %19,6 (n=38) ile kan kiiltiirii, %19,1 (n=37) ile yara/apse
ve %12,9 (n=25) ile biyopsi ornekleridir. Simsek ve arkadaglar1 (58) 2014 — 2018
yillar1 arasinda Afyon Kocatepe Universite Hastanesinde gesitli klinik drneklerden
izole edilen 158 S. marcescens ile yaptig1 calismasinda en sik %35,4 (n=56) ile kan
kiiltiirli, sonra %24,6 (n=39) ile balgam, %15,8 (n=25) ile yara kiiltiirii ve %9.4 ile
idrar kiiltiiri ve digerleri olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise S. marcescens
izole edilen klinik 6rneklerden en sik %42,9 (n=30) ile solunum yolu 6rnekleri, %31,4
(n=22) ile idrar, %10 (n=7) ile yara, %S5,7 (n=4) ile kan kiiltiirii ve digerleri olarak

bulunmustur.

Simsek ve arkadaglar1 (58) 2014 — 2018 yillar1 arasinda Afyon Kocatepe
Universite Hastanesinde cesitli klinik érneklerden izole edilen 158 S. marcescens ile
yaptig1 calismasinda hastalarin servislere gore dagilimima bakildiginda en sik %25,9
(n=41) ile anestezi YBU’den, %19,6 (n=31) ile gogiis hastaliklarindan, %6,9 (n=11)
pediatri boliimiinden izole edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise en sik %18,6 (n=13) ile
cerrahi bilimler servislerinden, %18,6 (n=13) cocuk saglig1 ve hastaliklar1 biriminden,

%17,1 (n=12) ile YBU’den ve diger birimlerden izole edilmistir.

Zhu ve arkadaslar1 (13) Serratia spp. tanimlanmasi i¢in bakterinin ¢ekirdek
algilama sisteminde bulunan pfs ve [uxS genlerinin varliginin kullanilabilecegini
literatiire tanimlamustir. Serratia spp’nin tanimlanmasi i¢in PZR alternatif bir yontem
olarak kullanilabilmektedir. Bizim calismamizda da konvansiyonel yontemler ve
MALDI-TOF (Bruker, Almanya) ile tanimlanmis 70 adet S. marcescens suslarinin
hepsinde pfs ve luxS genleri PZR ile pozitif bulunmustur.

Gonzalez ve arkadaslart (56) calismasinda 2016-2017 yillar1 arasinda
Meksika’nin iki farkli bolgesinden ¢ok merkezli yaptiklar caligmaya 193 adet S.
marcescens dahil edilmistir. 193 S. marcescens ile yaptig1 ¢alismasinda en az direng

orani yaklasik %8 ile ertapenem ve meropenem, sonra %21,3 ile siprofloksasin, %22,8
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ile gentamisin, %24.,4 ile amikasin ve %29,6 ile seftriakson bulunmustur. Yang ve
arkadaslar1 (59) 2015 yilinda 81 tane S. marcescens ile yaptig1 ¢alismasinda direng
oran1 %2,5 amikasin, % 2,5 levofloksasin ve %25,9 seftriakson bulunmustur. Simsek
ve arkadaslar1 (58) 2014 — 2018 yillan1 arasinda Afyon Kocatepe Universite
Hastanesinde c¢esitli klinik o6rneklerden izole edilen 158 S. marcescens ile yaptigi
calismasinda en az diren¢ oram1 %0,6 (n=1) ile gentamisin, %1,2 (n=2) ile
levofloksasin, %2,5 (n=4) trimetoprim/sulfometoksazol, %4,4 (n=7) siprofloksasin,
%6,3 (n=10) amikasin, %12 (n=19) ertapenem, %13,2 (n=21) imipenem ve
meropenem, %19,6 (n=31) piperasilin/tazobaktam, %19,6 (n=31) seftazidim ve %22,7
(n=36) seftriakson bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise otomatize sistem antibiyotik
duyarlilik testi sonuglarina bakildiginda, diren¢ oranlar1 en az %1,4 direng ile
amikasin, sonra %2,8 ile imipenem ve meropenem, %8,6 ertapenem, %10 gentamisin,
%12,9 trimetoprim/sulfometoksazol, %20 piperasilin/tazobaktam, %28,6 seftazidim,
%41,4 siprofloksasin ve levofloksasin %48,6 seftriakson bulunmustur. Ayrica;
ampisilin, amoksisilin klavulanat ve kolistine dogal direnglidir. Calismamiza dahil
edilecek bakteriler seftazidim ve/veya sefotaksim veya siprofloksasin ve/veya
levofloksasin orta duyarli ve/veya direngli olanlar oldugundan, buradaki direng orani

literatiirden farkli ¢gikmistir.

EUCAST standartlarina gore (60) Enterobacterales takiminda EUCAST sinir
degerlerine gore seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarli ve/veya direngli (veya
sefpodoksim direngli) olmas1 GSBL taramasinin pozitif oldugunu gostermektedir. S.
marcescens gibi indiiklenebilir kromozomal AmpC {ireticisi bir bakteri ise
sefepim/sefepim-klavulanat ile GSBL dogrulanmasi yapilmaktadir. Bunlar GSBL
tespiti i¢in kullanilan fenotipik testlerdir. Ayrica GSBL tespiti i¢in genotipik testler
(PZR, genom sekanslama vb.) kullanilabilmektedir. Bagka kullanilan fenotipik ve

genotipik testler de literatiirde mevcuttur (61).

McCann ve arkadaslar1 (57) Ohio, ABD’de 2014 - 2018 aras1 kan kiiltiiriinde
Serratia pozitifligi olan hastalar ile yaptig1 ¢cok merkezli bir ¢alismada 103 tane
Serratia spp iginden 11 tanesinde GSBL dogrulamistir (%11). McCann ve
arkadaslarinin (57) calismasinda antibiyotik direncine bakilmaksizin tim Serratia
suslart calismaya dahil edilmistir. Bizim calismamizda, S. marcescens GSBL

dogrulanmas1 i¢in sefepim/sefepim-klavulanat igeren gradiyent strip test
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kullanilmistir. Seftazidim ve/veya sefotaksim duyarli bulunmayan 43 bakteriden bir
tanesinde GSBL gradiyent strip test pozitif bulunmustur ve GSBL dogrulanmistir
(%2,3). Ayn1 bakteride blactx-m geni de pozitif bulunmustur. Béylece, TRSM-5

susunda hem fenotipik hem de genotipik GSBL {ireticisi oldugunu géstermektedir.

Gonzalez ve arkadaglar1 (56) seftazidim direngli 22 S. marcescens izolatinda
blatem, blasnv ve blactx-m genlerini taramistir. En sik %90,9 (n=20) ile blatem, sonra

%4,5 (n=1) ile blasnv tespit edilmistir. Higbir susta blactx-m bulunmamustir.

Wu ve arkadaglar1 (55) Tayvan’da bir tip merkezinde sefotaksim direncli 34 S.
marcescens izolatinda GSBL genlerini taramistir ve konjugasyon deneyi yapmustir.
Bunlardan %65 (n=22)’inde GSBL {iretimi genotipik olarak blacrx-m-3 pozitifligiyle
dogrulanmistir. Bu suslardan bir tanesinde ek olarak blasnv-s bulunmustur. Yirmi iki
susun 6 tanesi konjugasyon yapmustir. Transkonjugantlar incelendiginde c¢ogu
GSBL’yi fenotipik olarak gdstermistir, ancak; bazilarinda MiK diisiisleri olmustur ve
bu durum kromozomal AmpC olmamasina baglanmistir. S. marcescens’te sefotaksim
direnci plazmit aracili CTX-M-3 ile olabilecegi gibi kromozomal SRT-2 AmpC beta
laktamaz ile de olabilmektedir. Bu durumda plazmit aracili GSBL AmpC derepresyonu
kadar 6nemlidir. Sefotaksim direncinde mutlaka erken dogru diren¢ mekanizmasinin

tanis1 ve uygun tedavisi ¢ok onem tagimaktadir.

Samonis ve arkadaslar1 (62) 2010- 2015 yillart arasinda Yunanistan’da 700
yatakli bir {igilincli basamak hastanesinde 378 kopya olmayan Serratia suslar ile
yaptig1 calismada 336 S. marcescens (%88,3) bulmustur. Bu suslarin yillar i¢cindeki
antimikrobiyal duyarlilik sonuclarindaki degisiklikleri raporlamistir. GSBL fiireticisi
%7,9 S. marcescens (n=30) bulmustur. En yaygin beta-laktam direnci GSBL iiretimi,
CTX-M ise en sik goriilen olarak tanimlamigstir. Karbapenem dis1 beta-laktamlar ve

aminoglikozit duyarliliginda yillar i¢cinde azalma goriilmiistiir.

Elsherbiny ve arkadaglar1 (63) Misir’da 22 S. marcescens izolatinda GSBL
genlerine bakmistir ve %45 (n=10) GSBL iireticisi oldugu dogrulamistir. Bunlardan
%40,9 (n=9) blactx-m, %31,8 (n=7) blatem ve %31,6 (n=3) blasuv bulunmustur. Bir
izolatta bir tane GSBL geni, 9 izolatta ikiden fazla GSBL geni bulunmustur.
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Jean ve arkadaslar1 (64) Eyliil 2005 — Kasim 2005 arasinda Tayvan’da on
biiyiik egitim merkezindeki YBU’den izole edilen 574 Enterobacterales takimmdan
bakterilerle yaptig1 ¢alismada, 68 S. marcescens izolatinda fenotipik GSBL {iretiminin

%16 oldugunu gostermistir.

Tamma ve arkadaglarinin (65) ABD’de Nisan 2019 - Temmuz 2020 arasinda
cok merkezli yaptig1 prevalans ¢alismasinda, 167 S. marcescens izolatinda <%]1 (n=1)

blactx-m pozitif bulunmustur.

Ivanova ve arkadaslar1 (66) Bulgaristan’da Mayis - Haziran 2003'te Sofya'daki
450 yatakl1 bir hastanede blactx-m3 tipi GSBL fireten S. marcescens ‘in yaptig1 bir
salgin1 gdstermistir. izolatlarn analizi sonucu salgin kaynaginin tek bir klon oldugunu
gostermistir. S. marcescens’te GSBL {ireticisi izolatlarin salgint AmpC derepresyonu
ile birlikte tedavide ciddi sikintilara yol agmaktadir. Ivanova ve arkadaglarinin
gosterdigi salgini yogun el yikama gibi enfeksiyon kontrol 6nlemleriyle kontrol altina

almislardir.

GSBL enzimleri plazmit iizerinde kodlanir ve yatay gen transferiyle
yayilmaktadir. Bu plazmitler iizerinde baska antimikrobiyallere diren¢ genleri de
bulunabilir. Boylece, GSBL ile birlikte bagka antimikrobiyallere direng de gelisebilir.
Bu durum tedavi basarisizligina ve mortalite artislarina yol agmaktadir. Ayrica, kolay
yayilimindan dolay1 salginlara da sebep olmaktadir. GSBL iireticisi bakteriler erken
tanimlanmas1 ve uygun tedavi protokolleri uygulanmasi bundan dolay1 hayati 6nem
tagimaktadir. Her hastane kendi enfeksiyon kontrol Onlemlerinin takibini iyi

yapmalidir (67).

Bizim ¢alismamizda ise, blatem pozitif %9,3 (n=4), blasuv pozitif %4,7 (n=2)
ve blactx-m pozitif %2,3 (n=1) bulunmustur. blaoxa pozitif sus bulunmamistir. GSBL
iireticisi bir sus oldugu gradiyent strip test ve PZR ile dogrulanmistir (% 2,3). Bizim
hastanemizdeki S. marcescens suslarinin GSBL iiretiminin literatiirdeki ¢alismalara

yakin veya daha az oldugunu gostermistir.

Bizim calismamizda sivida konjugasyon deneyi ile hicbir plazmitte aktarim
tespit edilemedi. Cok diisiik etkinlikte (<1077) oldugu igin de sivida konjugasyon

deneyi ile tespit edilememis olabilir. Literatiirde bu genlerin ¢ogunlukla plazmit
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tizerinde tasindigi ve belirli oranlarda konjugasyon yaptigi bilinmektedir.
Konjugasyon bakterinin ¢evre kosullari, plazmit veya konak faktorlerinin etkisiyle
diizenlenir (37). Bu sebeplerin etkisiyle konjugasyon yapmamis olabilir. Genlerin
bulundugu plazmit konjugatif olmayabilir (37, 68). GSBL genleri plazmit {lizerinde
degil, kromozomda olabilir (67). Karadeniz bolgesinde, AmpC iireticisi diger

bakteriler de dahil edilerek yapilacak daha genis ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Yang ve arkadaglar1 (69) 2005'ten 2011'e kadar Cin'in Anhui kentindeki 34
hastaneden toplanan 146 S. marcescens susunda plazmit aracili kinolon direng
genlerine ve gyrd ve parC mutasyonuna bakmistir. Suslarin %4,8 (n=7)’inde plazmit
aracili kinolon diren¢ geni bulmustur. Calismada, %3,4 (n=5) aac(6')-1b-cr, %1,3
(n=2) gnrS2 ve %1,3 (n=2) gnrB6 bulunmustur. Bunlardan aac(6')-1b-cr’yi tastyan iki
sus ayni anda sirasiyla gnrS2 ve gnrB6 tasidigl da bulunmustur. Yedi plazmit aracili
kinolon diren¢ geni tastyan plazmitin 6 tanesi konjugasyon yapmustir. aac(6')-1b-cr,
qnrS2 ve gnrB6 gibi plazmit aracili genler tasiyan suslarda ayni zamanda gyr4 ve parC
mutasyonu da bulunmustur. Burada kinolon direncine kromozomal mutasyonlarin ve

plazmit aracilt kinolon direncinin birlikte sebep oldugu diistiniilmiistiir.

Park ve arkadaglar1 (70) Mart ve Temmuz 2005 arasinda Kore'de 12 klinik
laboratuvardan izole edilen 166 S. marcescens ile yaptiklar ¢aligmada %66,3 (n=110)
siprofloksasin MIK > 0,25 mg/L, nalidiksik asit MiK >16 mg/L bulmustur. Bu 166 S.
marcescens %?2,4 (n=4)’sinde gnr geni bulunmustur. Bunlarin %0,6 (n=1) gnr41, %1,2
(n=2) gnrB1 ve %0,6 (n=1) gnrB4 olarak bulunmustur. Yirmi bir tanesinde (%12,7)
GSBL dogrulanmustir ve bir tanesinde (%4,8) gnrB pozitif oldugunu bulunmustur.

Yang ve arkadaslar1 (9) 2005'ten 2011'e kadar Cin'in Anhui kentindeki 34
hastaneden toplanan 146 S. marcescens ile yaptig1 ¢calismada %17,1 (n=25) sefotaksim
direncli, %21,9 (n=32) seftazidim direngli bulmustur. Bunlardan, %7,5 (n=11)i
fenotipik GSBL {ireticisi oldugu dogrulanmistir. Bu 11 GSBL {ireticisine genotipik ile
bakildiginda 5 tane blactx-m-14, 3 tane blasuv-s toplam 7 tane sus i¢inde tek veya
kombine olarak bulunmustur. Ayrica, 6 tane blatem-1 ve 4 tane blaoxa-1 bulunmustur.
Yedi genotipik GSBL fireticisi sus i¢inde plazmit aracili kinolon direnci varligi
bakilmistir. Bunlardan, 4 tane aac(6°)-Ib bulunmustur, bir tanesi gnrS2’yi de tasidigi
ve bir tanesi de tek basina gnrB6°y1 tasidigr gosterilmistir. Higbir susta gnrd, gnrC,
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gnrD ve gepA bulunmamistir. Yang ve arkadaslarinin ¢alismasinda (9), 7 GSBL
tireticisi sustan 5 tanesi (%71,4) plazmit aracili kinolon diren¢ geni yiiksek oranda
tagidig1 gosterilmistir. Bu genlerin birlikte tasinmast GSBL iireticisi suslarda kinolon
kullaninminin dikkatli olunmasi gerektigini gostermektedir. Bundan dolayr GSBL

tireticisi oldugunda kullanacagimiz antibiyotikler kisitlanmaktadir.

Yang ve arkadaglar1 (71) 2005 ile 2010 yillar1 arasinda Cin'in Anhui kentindeki
34 hastanede toplam 104 S. marcescens’te 16S rRNA metilaz genlerinin (armA)
varligini ayrica GSBL ve plazmit aracili kinolon direnci ile birlikteligini aragtirmistir.
16S rRNA metilaz genleri aminoglikozit direnciyle ilgilidir. Aminoglikozitler beta-
laktamlarla sinerjist etkilerinden dolayr gram negatif bakterilerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Toplam 104 S. marcescens izolatindan 2 armA pozitif izolat
tanimlanmistir. Konjugasyon deneyleri ile, aac(6')-1b-cr, gnrS2, blatem-1, blactx-m-14,
blasuv-s, blaoxa-1 ve DHA-1'in armA ile aliciya birlikte transfer edildigi gosterilmistir.
Boylece aminoglikozit direnci de GSBL ve plazmit aracili kinolon direnci gibi plazmit

izerinde taginabilir ve aktarilabilir oldugu gosterilmistir.

Plazmit {izerinde taginan antimikrobiyal diren¢ genleri yatay gen transferiyle
birlikte taginabilir. Bu durum direngli bakterilerin yayilimini kolaylagtirmaktadir (11,
37). Burada bu diren¢ profilinin dogru taninmasi tedavi agisindan ciddi 6nem

tasimaktadir (56).

Bizim g¢aligmamizda, kinolon diren¢ genleri oranlar1 gnr4 %2,3 (n=1), gnrS

%7 (n=3), aac(6')-1b %A4,7 (n=2)’dir . gnrB ve gepA hicbir susta (n=0) saptanamadi.

Calismamizdaki plazmit aracili  kinolon genleri literatiirle uyumlu
bulunmustur.  Yalnizca plazmit aracili kinolon genleri kinolon direnci
olusturmamaktadir. Kromozomal mutasyonlar (gyr4, gyrB, parC ve parE gibi) asil
kinolon direncini olusturan mekanizmalardir. Ancak, plazmit iizerinde tasinan genlerin
kolay yayilmasi, salgin olusturma kapasitesi daha fazla oldugundan tedavi yanitinda
ciddi sorun olusturmaktadir (25, 26, 28, 32). Kinolon direncinin tam olarak anlasilmasi

i¢in bu iki mekanizmanin birlikte degerlendirildigi sonraki ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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Literatiirde belirtildigi gibi bir¢ok diren¢ geni ayni genomik yapi iizerinde
tasiabilir (26, 32). Ozellikle bircok calismada Enterobacterales’te GSBL ile plazmit
aracili kinolon direncinin birlikte tasindig1 gosterilmistir (9, 70, 71). Calismamizda,
ayn1 anda iki gruba dahil olan 16 tane bakteri vardi. Sadece bir sus blatem ve aac(6')-

1b genini birlikte tagimigtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen, 70 tane S. marcescens
dahil edildi. Tanimlama i¢in pfs ve [uxS geni bakildi ve biitiin bakteriler pozitif

bulundu.

Hastalarin %72 (n=51)’si erkekti ve ortalama yas1 55,3+31,1 (0-98)’di. Genis
bir yas dagilimi vardi. Kliniklere gore dagiliminda en sik %18,6 (n=13) ile cerrahi
bilimler servislerinden, %18,6 (n=13) cocuk saglig1 ve hastaliklar1 biriminden, %17,1
(n=12) ile YBU’den ve diger birimlerden izole edildi. Klinik &rneklere gore
dagiliminda ise en sik %42,9 (n=30) ile solunum yolu 6rnekleri, %31,4 (n=22) ile idrar,
%10 (n=7) ile yara, %5,7 (n=4) ile kan kiiltiirli ve digerleri olarak bulundu.

Izole edilen 70 tane S. marcescens’ten antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina
gore iki gruba ayrildi. Ik grup seftazidim ve/veya sefotaksim orta duyarli ve/veya
direncli 43 bakteri, diger grup siprofloksasin ve/veya levofloksasin orta duyarli

ve/veya direncli 43 bakteri iceriyordu. On alt1 tane bakteri her iki gruba da dahil edildi.

Seftazidim ve/veya sefotaksim duyarli olmayan grupta, sefepim/sefepim-
klavulanat ile bir tane bakteri fenotipik GSBL iireticisi oldugu gosterildi. Ayni sus
blactx-m genini de tasiyordu. Beta-laktamaz genlerinden, blatem pozitif %9,3 (n=4),
blasnv pozitif %4,7 (n=2) ve blactx-m pozitif %2,3 (n=1) bulundu. blaoxa pozitif sus
bulunmadi. Ayrica, GSBL geni pozitif suslardan hi¢biri konjugasyon yapmadi.

Kinolon direngli grupta, gnrd %2,3 (n=1), gnrS %7 (n=3), aac(6')-1b %4,7
(n=2)’dir . gnrB ve gepA higbir susta saptanamadi.

GSBL iireticisi genlerin ve plazmit aracili konjugasyon siklig1 literatiirden daha
az bulunmustur. Bunun birden c¢ok faktorlii sebepleri olabilir. Genlerin bulundugu
plazmit konjugatif olmayabilir, genler plazmit lizerinde degil kromozomal kodlaniyor
olabilir. Bakteriyel ortam ve ¢evresel faktor konjugasyon i¢in uygun olmamis olabilir.

Bu faktorler kesin kanitlanmamakla birlikte sebep olabilir.
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Oneriler:

Antimikrobiyal direng profili siirekli izlenmelidir. Epidemiyolojik veri takibi

bolgesel ve uluslararasi direng profilinin belirlenmesinde yardimc1 olacaktir.

Antimikrobiyal direng profiline gore tedavi protokolleri diizenlenmesi

Oonemlidir.
Her hastane kendi direng profilini iyi takip etmelidir.
Her hastane enfeksiyon kontrol dnlemlerini uygulamalidir.

Ozellikle AmpC (kromozomal sefalosporinaz) iireticisi bakterilerde direng

mekanizmalariin gosterilmesi i¢in daha genis ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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