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OZET

DOKTORA TEZi

VENTILATOR ILiSKiLi PNOMONI OLGULARINDAKI BAKTERIYEL
PATOJENLER; DIRENC PROFILLERININ MOLEKULER
DEGERLENDIRILMESI

BESIM CAM

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Enfeksiyon Hastaliklar: ve Klinik
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Hastane Enfeksiyon Kontrolii Doktora Programi

Damsman: Dr. Ogr. Uye. Lokman HIZMALI

Bu ¢alisma, hastanede gelisen VIP vakalarindan izole edilen bakterilerin antibiyotik direng
profillerinin molekiiler diizeyde belirlenmesini amaclamaktadir. Ventilatér liskili Pnémoni
(VIP), yogun bakim {initelerinde en sik rastlanan enfeksiyon olmakla birlikte mortalite,
morbidite ve maliyet artis1 ile dogrudan iligkilidir. VIP vakalarinda en yaygin gériilen
bakteriyel patojenler; A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli gibi ¢oklu ilag

direncli (CID) Gram negatif bakterilerdir.

Calismamiz Kirsehir Egitim ve Arastirma Hastanesi Yogun Bakim Unitelerinde 30.11.2022
-30.11.2023 tarihleri arasinda ger¢eklestirilmistir. Bakteriyel izolatlarda antibiyotiklere kars1
gelisen direngten sorumlu genlerin varligi Polimeraz Chain Reaction (PCR), klonal benzerlik
ve genetik tiplendirme calismalari ise Repetitive Extragenic Palindromic-PCR (rep-PCR) ve

Multi-Locus Sequence Typing (MLST) yontemleriyle belirlenmistir.

Calisma kapsaminda, toplam 56 kiiltiir pozitif VIP hastas1 tespit edilmistir. Bu hastalarmn
30’u (%53,6) erkek olup, yas ortalamalar1 63,3+19,2 yil olarak belirlenmistir. izole edilen

mikroorganizmalar arasinda en sik rastlanan etken A. baumannii (%45,1) olup, bunu K.

xi



pneumoniae (%43,1) ve P. aeruginosa (%7,8) takip etmistir.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde 4. baumannii suslari; siprofloksasin ve meropeneme
%100, kolistine ise %69,6 oraninda direngli bulunmustur. K. pneumoniae suslarinda da
benzer sekilde karbapenem %94,73, piperasilin-tazobaktam %100 ve kolistin direnci %100

olarak tespit edilmistir.

Molekiiler analizler sonucunda; A. baumannii izolatlarinda blarer, blacrx-mi, blaoxa-si,
blaoxa-23 ve blaoxa-40 genleri pozitif bulunmustur. K. prneumoniae suslarinda ise blareu,
blasuv, blactx-mi, blaoxa-1, blaoxa-4s ve blanpy.; genleri pozitif bulunmustur. Konjugasyon

deneyleri sonucunda 9 (%17,6) izolat transkonjugant olarak belirlenmistir.

Ozellikle K. pneumoniae izolatlarmda ST2096, A. baumannii izolatlarinda ise ST2 klonunun
yaygin oldugu ve bu klonlarin hiperviriilant 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.
Ulkemizde daha oénce bildirilmeyen 4. baumannii’de ST78, K. pneumoniae’de ise ST45,
ST437 ve ST1128 klonlari tespit edilmistir.

Sonuglar, VIP etkeni olarak en stk A. baumannii ve K. pneumoniae’nin izole edildigini ve
klonal analizler, ayni bakterilerin hastane ortaminda yayilim gosterdigini ortaya
koymaktadir. Ozellikle karbapenem ve B-laktamaz direng genlerinin yaygin bulunmasi -
laktam grubu antibiyotiklere karsi olan direnci agiklamaktadir. Bu direng, hastane
enfeksiyonlarmin tedavisini zorlagtirmakta ve alternatif tedavi yaklasimlarina ihtiyag
duyuldugunu ve enfeksiyon kontrol Onlemlerine dikkat edilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.
Haziran 2025, 113 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Ventilator Iliskili Pnémoni, Antimikrobiyal direng, Direng genleri,

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

BACTERIAL PATHOGENS IN VENTILATOR-ASSOCIATED PNEUMONIA;
MOLECULAR ASSESSMENT OF RESISTANCE PROFILES

Besim CAM

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences
Department of Infectious Diseases and Clinical Microbiology

PhD Program in Hospital Infection Control

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Lokman HIZMALI

This study aims to determine the antibiotic resistance profiles of bacteria isolated from
hospital-acquired VAP cases at the molecular level. Ventilator-Associated Pneumonia
(VAP) is the most commonly encountered infection in intensive care units and is directly
associated with increased mortality, morbidity, and healthcare costs. The most frequently
observed bacterial pathogens in VAP cases are multidrug-resistant (MDR) Gram-negative
bacteria such as Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, and Escherichia coli.

The study was conducted in the Intensive Care Units of Kirsehir Training and Research
Hospital between November 30, 2022, and November 30, 2023. The presence of resistance
genes in bacterial isolates was identified using Polymerase Chain Reaction (PCR), while
clonal similarity and genetic typing analyses were performed using Repetitive Extragenic

Palindromic-PCR (rep-PCR) and Multi-Locus Sequence Typing (MLST) methods.

A total of 56 culture-positive VAP patients were identified in the study. Of these, 30 (53.6%)
were male, with a mean age of 63.3+19.2 years. Among the isolated microorganisms, 4.
baumannii was the most common pathogen (45.1%), followed by K. preumoniae (43.1%)

and P. aeruginosa (7.8%).
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Antibiotic susceptibility testing revealed that 4. baumannii strains were 100% resistant to
ciprofloxacin and meropenem, and 69.6% resistant to colistin. Similarly, K. pneumoniae
strains showed 94.73% resistance to carbapenems, and 100% resistance to both piperacillin-

tazobactam and colistin.

Molecular analyses showed that the following resistance genes were present in 4. baumannii
isolates: blarem, blacrx-mi, blaoxa-si, blaoxs-23, and blaoxs-40. In K. pneumoniae isolates,
blarewm, blasuv, blacrx-mi, blaoxa-1, blaoxa-4s, and blanpu.1 genes were detected. Conjugation

experiments identified 9 (17.6%) isolates as transconjugants.

Clonal analysis revealed that the ST2096 clone was predominant among K. pneumoniae
isolates, while ST2 was the most prevalent among A. baumannii isolates, both of which are
known to exhibit hypervirulent characteristics. Notably, clones not previously reported in
Turkey were identified, including ST78 in A. baumannii and ST45, ST437, and ST1128 in

K. pneumoniae.

The findings demonstrate that 4. baumannii and K. pneumoniae are the most frequently
isolated pathogens in VAP cases, and clonal analysis indicates their spread within the
hospital environment. The widespread presence of carbapenem and B-lactamase resistance
genes explains the high level of resistance to P-lactam antibiotics. This resistance
complicates the treatment of hospital-acquired infections, emphasizing the urgent need for

alternative therapeutic strategies and strict adherence to infection control measures.
June 2025, 113 Page

Keywords: Ventilator Associated Pneumonia, Antimicrobial resistance, Resistance genes,

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae
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1. GIRiS

Diinya genelinde hastanede gelisen pndomoni, tiim hastane enfeksiyonlarinin %15’ini,
iilkemizdeyse %11-30’unu olusturmaktadir (1). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda hastanede
gelisen pnomoni, diinya geneliyle ayni sekilde nozokomiyal enfeksiyonlar iginde 2.

sikliktadir (2).

Fakat, ozellikle yogun bakim {initeleri (YBU), immiin sistemi baskilanmis hastalarin
bulundugu onkoloji ve yanik iinitelerinde en sik goriilen hastane kokenli enfeksiyon
Ventilatér iliskili Pnémoni (VIP)’dir. VIP, entiibasyon sirasinda infeksiyonu bulunmayan,
entiibasyondan sonra 48-72 saat i¢inde ortaya ¢ikan pndmoni olarak tanimlanmaktadir.
YBU’lerinde gelisen pndmonilerin yaklasik %90’ min mekanik ventilatdr kullanilan

hastalarda goriilmektedir (3).

Mekanik ventilatdr hastalarin iyilesmesinde sagladigi faydanin yaninda, ¢esitli
komplikasyonlara da neden olmaktadir. Bunlardan uygulama sirasinda meydana gelebilen
komplikasyonlar; larenks ve trakea yaralanmalari, dis kirilmalari ve kanamalardir.
Uygulama sonrasinda ortaya ¢ikan komplikasyonlar ise renal ve kalp sorunlari, asit-baz
dengesizligi ve nozokomiyal enfeksiyondur. Mekanik ventilasyon destegi alan hastalarda
ortaya ¢ikan ve en sik goriilen nozokomiyal enfeksiyon ise VIP’dir (4-6)Ayrica mekanik

ventilator kullanimi morbidite, mortalite ve maliyetin artmasiyla yiiksek oranda iliskilidir

7).

International Nosocomial Infections Control Consortium (INICC) 2021 raporuna gore
Saglik bakimu iliskili enfeksiyonlara bagl moratalite oran1 %17 iken sadece VIP’e bagh
mortalite oran1 %42 bulunmustur (8). Yapilan diger ¢alismalarda ise mortalite oranlar1 %6,3-
66,9 arasinda degismektedir (9). En yiiksek mortalite oran1 ise %66,3 ile Tiirkiye’de yapilan
bir ¢alismada bulunmustur (10). Ozetle VIP tek basina mekanik ventilasyon siiresini ve
yogun bakimda kalis siiresini arttirirken mortaliteye etkisi altta yatan hastaligin siddetine
gore degismektedir (ARDS (Akut Respiratuar Distres Sendromu), KOAH (Kronik
Obstruktif Akciger Hastalig1), yanik hasta vb.).

VIP neden olan ajanlar; hastane, yogun bakim florasi, hasta florasi, diger dis etkenlerden
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(baska hastalar, ziyaretci ve hastane personeli) bile etkilenerek degisiklik gosterebilmektedir
(11). Pnomoni etkenlerinin  dagilimindaki  farkliliklar;  hastanelerin, hastane
popiilasyonlarinin ve tan1 kriterlerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle ampirik
tedavi diizenlenirken bu farkliliklarin, klinige 6zel floranin ve antimikrobiyal duyarliligin 1yi
bilinmesi 6nemlidir (12). VIP vakalarinda en yaygimn goriilen bakteriyel patojenler; A.
baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli gibi ¢oklu ilag direngli (CID) Gram
negatif bakterilerdir (13). Hastane ve Ozellikle de yogun bakim gibi riskli birimler,
mikrobiyal ajanlarin yasamlarini rahatca siirdiirebilecekleri ve antimikrobiyal direncin

yayginlagsmasi i¢in birgok faktorii icinde bulunduran yerlerdir.

Plazmidler araciligiyla direng genleri transferini kapsayan horizantal gen transfer
yontemleri, direncin bakteriler arasinda hizli bir sekilde dagilmasini kolaylastirir. Bu
hareketli genetik unsurlar tiirler aras1 diren¢ gelisimini de saglar. Sonugta, bakteriler direng
geninin transferiyle direnci hizli bir sekilde kazamr ve CID bakterilerin mutasyonunu

olduke¢a hizlanir.

Etkenlerin antibakteriyel diren¢ mekanizmalarini belirleyebilmek i¢in bakterilerin
molekiiler yontemlerle incelenmesi, diren¢ genlerinin tespitini, bu etkenlerin klonal
benzerliklerinin belirlenmesini, etkenler arasinda gen transferi varliginin tespit edilmesini
saglamaktadir. Molekiiler yontemlerle bulunan sonuglar direncin dnlenmesi, hastaligin
klinik seyrine yon verilmesi ve enfeksiyon kontrol Onlemlerinin diizenlenmesi igin

kullanilmaktadir.

Bu yiizden, bu ¢alismada VIP etkenlerinin molekiiler olarak incelenmesi, direng genlerinin
tespit edilmesi, etkenlerin konjugatif plazmid varli§inin tespiti ve etkenlerdeki klonal

dagilimin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

Hastanede gelisen pndmoni ve ventilatorle iliskili pnomoni gelisimi, alt solunum yoluna
gelen bakterinin miktar1 ve virililans 6zellikleri ile konak¢inin hiicresel, mekanik ve humoral
savunma mekanizmalariyla baglantilidir. VIP’in en temel sebepleri orofarengeal foloranin
mikroaspirasyonu ya da gastrointestinal i¢erigin aspirasyonu sonucudur (14). Orofaringeal
sekresyonlarin uyurken aspire edilmesi normal insanlarda bile %45 gibi yiiksek oranlardadir.
Bu oranlar hasta bireylerde ise daha da artmaktadir. Genellikle hastane yatigindan ve
entiibasyondan sonraki 48 saat i¢inde list solunum yolu florasinin hastanedeki direncli

mikroorganizmalar ile yer degistirdigi bilinmektedir.

Kolonizasyon, konaga ait risk faktorleri (kronik hastalik vb.), invaziv islemler, antibiyotik
geemisi ile baglantihidir. Ayni zamanda hastaya uygulanan her girisimsel islem, tedavi
amach hastanin viicuduna yerlestirilen biitiin ekipmanlar patojen mikroorganizma bulas

kaynagi olabilir (15).

Saglikli bir insanin enfeksiyonlara karsi bazi savunma mekanizmalart vardir (6ksiiriik
refleksi, mukosilier klirens, mukus iiretimi, laktoferrin, anatomik hava yolu bariyerleri vb.).
Ciddi hastalig1 olan, yogun bakim gibi riskli birimlerde yatan ve invaziv girisim uygulanan
hastalardaysa bu savunma mekanizmalar1 tam olarak ¢alismamaktadir. (15, 16). Pnomoni
gelismesinde yeterli sayida viriilans Ozelliklere sahip bakterinin alt solunum yollarina
gelmesi ve akcigerlerde bulunan hiicresel, humoral ve mekanik savunma sistemlerini devre
dis1 birakan faktorleri igermesi gerekir. VIP e neden olan etkenler alt solunum yollarmna i

sekilde ulasabilmektedir
1. Mikroorganizmalarin aspire edilmesi
2. Mikroorganizmalarin solunmasi (inhalasyon)
3. Das etkenler (bagka bir bakteremi kaynagi vb.) (17).

Hastaligin patogenezinde; etkenlerin mikroaspirasyonu, orofaringeal ve trakeobronsiyal
bakteri kolonizasyonu ile subglottik sekresyonlarin aralikli drenaji rol oynamaktadir.
Patogenezde en sik goriilen yol aspirasyon yoludur. Mikroorganizmalar endotrakeal tiip ve
kateter gibi girisimsel aletlerin iizerinde biyofilm tabakasi olusturabilirler ve devaml

mikroorganizma kaynagi haline gelebilirler. Biyofilm tabakasi mikroorganizmalarda



antibiyotigin etkinligini azaltarak yasamalarini siirdiirmelerini saglar (18). Aspirasyon ile
iligkili olan diger durumlar; endotrakeal tiip i¢i aspirasyonlar, ventilasyondan ayrilma, kaf
basincinda diisme, ekspiryum sonu pozitif basincin(PEEP) diisiik tutulmas1 gibi durumlardir.
Mikroaspirasyonlarin minimum olmasi i¢in endotrakeal kaf basinci 18 ile 25 mmHg (25- 30
cmH20) arasinda olmali, kaf basinci bilerek diisiiriilecekse eger dncesinde mutlaka agiz
icinin ve subglottik bolgenin aspire edilmesi gerekmektedir. Sedasyon ise bir diger
aspirasyon risk faktoriidiir. Endokardit, enfekte vendz kateterler ya da gastrointestinal
floradaki bakterilerin aspirasyonu sonucunda da bakteriler alt solunum yoluna ulasmasi da

hematojen yola 6rnek olarak verilebilir (19).

2.1.ViP Tanisi

Ventilatorle iliskili pnémoni ile ilgili Infectious Diseases Society Of America/American
Thoracic Society (IDSA/ATS)’nin hem 2005 hem de 2016 da yaymladiklar1 kilavuzlarda
uygulanabilecek tam bir tamlama yontemi belirlenmemistir. VIP tanis1 koymak icin
oncelikle siiphelenmek gerekir (17). VIP tanisi geleneksel olarak 3 temel kriter iizerinde
yogunlasir; klinik sliphe, yeni ya da ilerleyen ve kalici infiltrasyon, alt solunum yolundan

alinan pozitif mikrobiyolojik kiiltiir (20).

Akciger grafisi VIP siiphesinde ilk yapilacak islemdir. Akciger grafisinin normal olmast VIP
tamsim diglar. Ama akciger grafisi VIP tanis1 koymak igin yeterli degildir ciinkii grafi
bulgular1 non-spesifiktir (21). IDSA/ATS 2016 kilavuzunda HGP ve VIP igin yeni bir
akciger infiltrasyonunun yani sira, yeni baglayan ates, piiriilan balgam, l6kositoz ve
oksijenasyonda azalmay1 igeren, infiltrasyonun enfeksiy6z kokenli olduguna dair klinik
kanitlara dayanan bir klinik tan1 6nermektedir (17). Wunderink ve arkadaslar tarafindan
yapilan gozlemsel ¢aligmada; klinik ve radyolojik olarak VIP tamisi konulan hastalarin
postmortem degerlendirmesinde, hastalarin gergekte %43’iiniin VIP oldugu anlagilmistir

(22).

VIP tanisinda kisaca 3 basamaktan bahsedilebilir; hastanin klinik bulgulari, akciger grafisi
ve mikrobiyolojik etken degerlendirmesi. Klinik bulgular; viicut sicakliginin 38°C’nin
tizerine ¢ikmasi ya da 36°C’nin altinda olmasi, balgam ya da trakeal sekresyon miktarinda
artig, renginde koyulasma ve piiriilans artigi, okstirtik, oskiiltasyonda ral ya da bronsial ses
saptanmasi, sekresyonlara bagli olarak ronkiis duyulmasidir. Plevral effiizyon gelistiyse

ilgili alanda matite saptanabilir. Arteryel kan gazi degerlendirildiginde oksijenizasyon



bozulmasi izlenebilir. Ventilatordeki hastanin solunum sayisinda artis, tidal hacimde azalma,

FiO, ihtiyacinda artma gibi degisiklikler ilk bulgu olarak saptanabilir. Laboratuvar

bulgularinda ise &zgiil olmayan bulgular, 16kositoz (>12x10° Lokosit/L) ya da 16kopeni
(<4,0x10° Lokosit/L) tan1y1 desteklemektedir (14).

Akciger grafisi VIP tanisi igin olduk¢a 6nemlidir. Klinik bulgularm yaninda akciger
grafisindeki yeni ve ilerleyici infiltrasyon, konsolidasyon, kavitasyon veya plevral efflizyon

varligi VIP tanisini diisiindiirmelidir (Sekil 2.1). Genellikle yatak basinda ¢ekilen akciger

grafilerinin olmas1 ve degerlendirmede objektif kriterlerin eksik olmasi dezavantajlar

arasindadir (23, 24).

Sekil 2.1: ViP’te akciger grafi 6rnekleri (22). VIP tanis1 konulan 65 yasindaki hastanin akciger
grafi ve tomografi goriintiileri. (a) VIP siiphesi ile ¢ekilen akciger filmi normal gériinmektedir.
(b,d) aymi giin ¢ekilen tomografi goriintiisiinde ise sol alt lobda konsolidasyon goriinmektedir. BAL
sonucu 10° cfu/ml Enterobacter aerogenes bulunmus. (c) ertesi giin ¢ekilen akciger grafisinde ise
infiltrasyonun ilerledigi goriilmektedir.

Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda akciger grafisinin yatistan itibaren kotii olmasi,

ayn1 zamanda farkli hastaliklarin (atelektazi, mukus plaklar1 ve tikanmalar, kalp yetmezligi
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ya da ARDS) pnémoni bulgulariyla benzerlik gdstermesi akciger grafisinin VIP tanisindaki
Oonemini azaltmaktadir. Tomografi goriintiileri tan1 koymada normal akciger grafisinden
daha istiin olmasina ragmen hem maliyet hem de hasta transfer siirecinden dolay1 tercih
edilmemektedir (25). Akciger ultrasonografisi gibi yeni yontemlerin, pnomonik
infiltrasyonlar ve efiizyonlarin goriintiilemesinde kullanilabilecegi ve VIP tanisinda basar
saglayacagi yapilan calismalarda belirtilmistir ancak bunun i¢in heniiz yeterli sayida ¢caligsma

bulunmamaktadir (16).

2.1.1.VIP Tamisinda Klinik Pulmoner Enfeksiyon Skorunun Yeri

Klinik pulmoner enfeksiyon skoru (Clinical Pulmonary Infection Score-CPIS): ViP tanisin
koymak i¢in; akciger grafisi, klinik, fizyolojik ve mikrobiyolojik degerlendirmelerin birlikte
yapildig1 bir skorlama yéntemidir. VIP tanisi igin duyarlilik ve 6zgiilliigii %65 tir. Izlemde
CPIS <6 bulunmasi tedavinin bitirilmesi konusunda fikir verebilir. IDSA/ATS 2016
kilavuzunda HGP/VIP tamisi igin diisiik duyarlilk ve 6zgiilliigiinden dolayr CPIS

kullanimin1 6nermemektedir (17).

2.1.2.Vip Tamisinda Biyobelirteclerin Yeri

Biyobelirteglerin rolii tanida sinirla olmakla birlikte, erken tan1 koymay1 saglayacak ve
tedavi basarisin1 arttiracak nitelikte olmalidir. Giinlimiizde ise en sik kullanilan

biyobelirtegler, prokalsitonin (PCT), sSTREM-1 C-reaktif protein (CRP)’dir (16).

Prokalsitonin

Normal serum seviyesi 0,01 ng/mL’nin altinda olan prokalsitonin, bakteri kaynakl
enfeksiyonlarda endotoksin salintmindan dolay1 tiim parankimal dokulardan salinimi 24 saat
icerisinde artar ve serum seviyesi ylikselir. Bu ylizden bakteri kaynakli enfeksiyonlarin, viral
ve mantar kaynakli enfeksiyonlardan ayirt edilmesinde kullamlir. VIP’li hastalarda iki
sekilde kullanimi olabilir. Birincisi antibiyotik tedavisi baslanan VIP’li hastalarda tedavinin
(antibiyotik) kesilmesi konusunda ya da progresif artist septik sok ve mortalite igin
ongordiiriicli olabilir (16). IDSA/ATS 2016 kilavuzunda PCT diizeyine gore antibiyotik
baslanmas1 ya da sonlandirilmasi hastaya herhangi bir avantaj saglamadigi bu yiizden
tedaviye karar verirken sadece klinik belirti ve bulgularin géz onilinde bulundurulmasi

onerilmektedir (17).



CRP (C-reaktif protein)

Viicuttaki inflamasyonu gosteren CRP’nin en 6nemli avantaji birgok merkezde rahatlikla
Olctilebilir olmasidir. Ancak enfeksiyon disindaki bircok sebepten etkilenerek yiikselmesi,
VIP tanisinda kullanimini sinirlamaktadir. Seri CRP 6l¢iimleri, prognoz ve tedaviye yaniti
takipte yararlidir (16). Yine en son kilavuzlarda VIP tanisinda CRP kullanilmast

onerilmemektedir (17).

2.2. VIP Epidemiyolojisi

2017 Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi, yogun bakim iinitelerindeki 8983
pndémoni vakasinin %97,3"liniin entiibasyonla baglantil1 oldugu belirtilmistir (26). Mekanik
ventilasyon tek basina VIP riskini 6-21 kat arttirmaktadir (27). Yapilan iki ¢alismada VIP’li
hastalarla VIP olmayan hastalar karsilastirilmis; ViP’in mekanik ventilasyon siiresini 7,6 ile
11,5 giine kadar uzattig1 ve hastanede kalis siiresini de 11,5 ile 13,1 giine kadar uzattig1
gosterilmis ve VIP’in hasta basma ek 40000$ maliyet yaptigi belirtilmistir (28, 29).
Ulkemizinde i¢inde bulundugu INICC 2021 raporuna gore gelismekte olan 42 iilkenin
cerrahi ve dahili yogun bakim iinitelerindeki VIP verileri degerlendirildiginde, ortalama VIP
hiz1 1000 ventilatér giiniinde 11,47 bildirilmistir (8). VIP insidans1 Kuzey Amerika
bolgesinde 1000 ventilator giiniinde 1-2,5 vaka iken Avrupa bolgesinde 1000 ventilator
giiniinde 18 vaka olarak belirtilmistir (30). Bolgeler aras1 bu farklilik ise net bir VIP tan
kriteri olmamasi farkli tani kriterlerinin ve farkli mirobiyolojik 6rnekleme yontemlerinin
kullaniliyor olmasina baglanmistir. 2017°de yapilan ve tilkemizin de dahil oldugu 9 Avrupa
iilkesinin iceren calismada VIP hiz1 1000 ventilatdr giiniinde 18.3 olarak bildirilmistir (31).
Ulkemizde Saglik Bakanligi Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag1 Ozet 2022
raporuna gore, VIP hiz1 3,68 olarak bildirilmistir (32).

2.3. Risk Faktorleri

VIP igin belirlenen risk faktdrleri hastaligin gelismesini kolaylastirir ve prognozun
kotiilesmesini saglar. VIP gelisimi igin risk faktdrleri; Trakeostomi, hastanede uzun siireli
yatis, ileri yas, travma hastasi, cerrahi operasyon, yanik hasta, sigara 0ykiist, diisiik albiimin
diizeyi, yiiksek APACHE II-SAPS II skoru, ARDS varligi, hastada akciger yaralanmasi

varhigi, KOAH, iist solunum yolu kolonizasyonu, orofarengeal kolonizasyon,



Pa0,:Fi0>>200 mmHg, biyofilm olusumuna izin veren endotrakeal tlip kullanilmasi,
hastanin supine pozisyonda olmasi, reentiibasyon, enteral besleme, ¢oklu santral vendz
kateter kullanimi, ventilatdr devrelerini sik degistirme, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi1 6ykiisii, paralitik ajanlarin kullanim1 ve hastalarin yogun bakimlar arasi transferi
olarak belirtilmistir. Amerika ve Avrupa’da yayinlanan en son kilavuzlarda VIP’te CID

bakteriler i¢in risk faktorleri farkli sekilde belirtilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: 2016 IDSA/ATS ve 2017 ERS/ESICM/ESCMID/ALAT kilavuzlarinmn VIP’te CID icin
risk faktorlerinin karsilastirilmasi (33).

Amerika kilavuzu Avrupa kilavuzu

Onceki 90 giin i¢inde IV antibiyotik kullanim1 Onceden antibiyotik kullanim

VIP 6ncesi >5 giin hastanede yatis dykiisii VIP 6ncesi >5 giin hastanede yatis dykiisii

VIP’le aynm1 zamanh septik sok varligi Septik sok

VIP éncesi ARDS varligt Hastanede CID patojen oranlarinin yiiksek
olmasi

VIP’ten 6nce akut bobrek replasyonu § .
Onceden CID kolonizasyonu

2.4. VIP Etkenleri

Nozokomiyal pndmoninin mikrobiyolojisi, pndmoni dncesi hastanede kalis siiresi, nceden
yogun bakimda kalis dykiisii, yogun bakim florasi, altta yatan hastaligin siddeti, dnceden
kullanilan antibiyotikler, ventilasyon siiresi gibi bir¢cok etkene baghdir (30). Altta yatan
hastaliklar baz1 etkenlere yatkinlik olusturur. Sistik fibrosizli hastalar S. aureus ve P.
aeruginosa agisindan risklidir. KOAH’l1 hastalar S. preumoniae, H. influenzae, ve
Moraxella catarrhalis agisindan risklidir. VIP etkenleri 6zellikle aspirasyon pndmonisi ve
ARDS hastalarmin bazi olgularinda ise polimikrobiyal olarak gdzlenmistir. Yapilan
calismalarda candida tiirleri, entereokoklar ve koagiilaz negatif stafilokoklar genellikle
kolonizasyon olarak bulunmustur (20). Genellikle erken baslangicli VIP'in (ilk 4 giin iginde)
onceden antibiyotik almayan hastalarda normal orofaringeal florasindan kaynaklandigi, geg
baslangicli VIP’in (en az 5 giin hastanede yats siiresi olan) ise CID patojenlere yonelik risk
faktdrlerini bulunduran hastalarda, CID patojenlerinden kaynaklanma olasilign daha

yuksektir (17). Direng tanimlar1 Tablo 2.2’de verilmistir.



Tablo 2.2: Direng tanimlari.

Tanim Aciklama

Cok ilaca direncli; MDR, CiD Ug veya daha cok antibiyotik grubunda en az
' . birer ilaca  direng¢ vardir  (6rnegin

(multidrug-resistant) aminoglikozitler, florokinolonlar,

sefalosporinler, vs).

Metisiline direngli  S. aureus (MRSA),
antibiyotik duyarlilik profili ne olursa olsun
MDR kabul edilir.

nn

Asir1 Direngli; XDR ("extensively", "extremely Bir iki grup disinda hemen hemen tiim
drug resistant)" gruplarda en az bir ilaca direng vardir.

Tam-direncli (pan-rezistant) Tiim antibiyotiklere direnclidir.

Erken baslangichh pndmonilerde en sik goriilen etkenler Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA)'dir. Geg
baslangi¢li pnomonilerde ise en sik etkenler %55-85 oraninda goriilen aerop gram negatif

bakterilerdir (27, 34).

2016 IDSA/ATS’nin HGP/VIP kilavuzunda yaymlanan meta analizde Pseudomonas
aeruginosa oran1 %13, Acinetobacter orant %4, MSSA oran1 %10, MRSA orant %6 ve
enterik gram negatif ¢omaklarm orani ise %16 olarak belirtilmistir (17). Ulkemizdeki
calismalarda en sik bulunan VIP etkenleri A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve
E. cloacae gibi Gram negatif bakteriler olurken, S. aureus ise en sik rastlanan Gram pozitif
bakteridir. Yapilan c¢aligmalara bakildiginda A. baumannii ve P. aeruginosa arasinda
siralama degismektedir (35, 36). Ayrica Acinetobacter suslariin antimikrobiyal direng
oranlarinin gittikge arttig1 bildirilmistir (37). Enterobacteriaceae ailesinin genis spektrumlu
beta-laktamaz ve Amp-C betalaktamaz {iretiminden dolayr gelisen 3. Ve 4. Kusak
sefalosporin direnci ise endise vericidir. Yine karbapenemaz iireten suslarin giderek
yayginlagmas1 endise vericidir (30). XDR patojenlerin tedavisinde kolistinin sikca
kullanilmas1 kolistin direncinin de hizla artmasina neden olmustur (38). Diinya genelinde

yapilan c¢alismalarda bulunan gram negatif bakterilerin dagilimi Tablo 2.3’ de verilmistir.



Tablo 2.3: CID gram negatif patojenlerin HGP/VIP prevelanst (39).

Yazar/yil/iilke Calisma tipi Vip sayisi CiD gram negatif
patojen prevelansi
Kanafani ve Retrospektif 162 90% CID A. baumannii
ark./2019/Liibnan
Perez ve Prospektif 53 4% PDR P.
grk./2019./Y unanistan, aeruginosa, 36% XDR
Ispanya, Italya P. aeruginosa, 30%
CID P. aeruginosa
Ciginskiene ve Retrospektif 60 13% CID 4.
ark./2019/Litvanya baumannii, 68% XDR

A. baumannii, 18%
PDR A. baumannii

Sosa-Hernadez ve Retrospektif 48 48% CID A.

ark./2019/Meksika baumannii, 15% CiD
P. Aeruginosa, 2% K.
pneumoniae GSBL

Wang ve ark./2018/Cin Prospektif 76 53% GSBL K.
pneumoniae ve E. coli

Uzun siireli kritik hastalig1 bulunan veya immiin sistemi baskilanmis hastalarda VIP’e neden
olan etkenler ise Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia ve mantarlardir.
Hastanede gelisen siddetli pnomonilerin {icte birinden virlisler sorumludur. Mekanik
ventilatore bagli hastalarda gelisen pnomonilerde, influenza ve diger solunum yollar
viriislerinin etken olarak belirtildigi bir¢ok ¢aligma vardir. Mekanik ventile edilen bagisikligi
baskilanmis ve bagisikligi baskilanmamis hastalarda Herpesviridae Herpes simpleks viriisii
(HSV) ve Sitomegaloviriis (CMV) viral reaktivasyona neden olabilir. Mekanik olarak
havalandirilan hastalarda HSV bronkopndmonisinin histopatolojik kanit1 %21'e kadar rapor
edilmistir (25). Ozellikle ¢coklu organ yetmezligi olan yogun bakimda uzun siireli kalan kritik

hastalarda CMV reaktivasyonu %20-30 arasinda gézlemlenmektedir (40).

2.5. Mikrobiyolojik Tanilama

VIP’te tam koyabilmek mirobiyolojik tanilama yontemleri kullanilarak etken izolasyonunu
saglamak en nemli basmaktir. Tedavinin dogru bir sekilde ilerlemesi icin etkenin
mikrobiyolojik olarak gosterilmesi gereklidir. Etkenin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in
mikrobiyolojik tanilama yontemlerinin biitiin basamaklarinin dogru bir sekilde uygulanmasi

gerekir (16).
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Akciger grafisi normal olmayan ve VIP siiphesi bulunan alt solunum yollarindan érnekleme
yapilmalidir (41). Bu oOrnekleme yontemleri bronkoskobik ve nonbronkoskobik olarak
uygulanir. Endotrakeal aspirasyon (ETA) ve miniBAL nonbonkoskobik ydntemlerdir.
Korunmus firca yontemi (PSB) ve bronko alveoler lavajdir (BAL) bronkoskopik
yontemlerdir (42, 43).

Bronkoskopik yontemler uygulanmasi zor, komplikasyonlar1 fazla ve maliyetleri yliksek
olan yontemlerdir. ETA ise; daha az invazif, kolay uygulanabilir, ucuz, komplikasyonlari az
ve herzaman kullanilabilecek bir yontemdir. Diisiik spesifite ve yanlis pozitiflik oraninin
yiiksek olmasia ragmen ETA Kantitatif kiiltiiriiniin invazif yontemlere benzer sekilde VIP
tanisinda etkin oldugu gosterilmistir (12). Bu yiizden IDSA/ATS 2016 kilavuzunda
semikantitatif noninvaziv yontemlerin kullanilmasin1 6nermektedir (17). Farkli kilavuzlarda

Onerilen mikrobiyolojik tanilama yontemlerinin karsilagtirilmasi Tablo 2.4.’de verilmistir.

Tablo 2.4: Son kilavuzlara gére VIP’te mikrobiyolojik tanilama (30).

IDSA/ATS 2016

VIP siipheli hastalar kandidatif invaziv (PSP,
BAL) kiiltiir sonu¢laria gore mi yoksa kandidatif
ya da semi-kandidatif non-invaziv ETA
(Endotrakeal Aspirat) kiiltiir sonuglarina gére mi
tedavi edilmeli?

ONERIi

Panel VIP tamisinda semi-kantitatif non-invaziv

2017 ERS/ESICM/ESCMID/ALAT
VIP siipheli entiibe hastalarda distal kantitatif

ornekler mi yoksa proksimal kantitatif drnekler
mi dikkate alinmal1?

ONERIi

Panel kantitatif distal Orneklerin alinmasini

yontemleri 6nermektedir. Onermektedir.

Eger kantitatif invaziv yontemler kullanilacksa da
PSB i¢in < 10° CFU/mL, BAL with < 10* CFU/mL
kriterlerinin saglanmasi gerekmektedir.

VIP igin siiphelenilen hastalarda bronkoskobik ve nonbronkoskobik ydntemler yapilan
caligmalarla karsilastirilmis; mortalite, yatis siiresi ve sadece bronkoskopik yontemlerde
kontaminasyon riskini azaltti1 i¢in daha dogru tanimlamalar yaptig1 belirtilmistir. Bu da
dogru tedavi se¢imi ile diren¢ oranlarindaki azalma ile sonuglanmasini saglamaktadir.
Bronkoskopi islemi i¢in uzmanlik, ekipman ve zaman gerekmesi ve maliyetli olmasi
dezavantaj olarak sayilabilir. Bu yontemlerden hangisinin secilecegi hasta bazh
belirlenmelidir. Burada antibiyotik tedavisinin daraltilmasinin faydalar1 ile bronkoskobinin

riskleri karsilagtirllmalidir. Bronkoskobi daha az riskli oldugu hastalarda bronkoskopik

yontemler Onerilir (42).
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Alinan 6rneklerde etkenler kantitatif ya da semikantitatif olarak calisilabilir. Eger solunum
yolu 6rneklemesi fiberoptik bronkoskopi (FOB) ile yapilacak ise, bakteriler i¢in tanisal esik
degerlerin muhakkak kullanilmas1 onerilir. BAL igin >10* cfu/mL, ETA igin >10° cfu/mL

tanisal sinir degeri olarak kabul edilir (16).

Gram boyama incelemesinde 6rnegin yeterli olmasi ve erken donemde bakteriyel ajan tespiti
icin 6nemli bir tan1 basamagidir. Uygun sekilde alinan 6rnek, Gram boyali incelemede her
alanda skuamoz epitel hiicrelerinin <10 ve polimorfoniikleer hiicre sayisinin >25 olarak
tanimlanir. Ampirik tedavinin planlamasinda olas1 etkenin erken degerlendirmesinde Gram
boyama etkili bir yontem olabilir; 6rnegin Gram boyamada stafilokok varligini destekleyen
gram pozitif koklarin bulunmamasi biiyiik olasilikla (daha 6nce antibiyotik almamis bir

hastada) stafilokok pndmonisini ekarte ettirir (16).

VIP tanis1 igin akciger biyopsisi yapilmasi ideal olmayan ve nadiren tercih edilen bir
yontemdir. Invaziv islem olmasindan kaynakli gesitli riskler tasimaktadir. Histolojik tani
kriterlerinin standardizasyonun net olmamasi bu yontemi tan1 koymada geri plana iter.
Prospektif olarak gergeklestirilen bir ¢calismada mekanik ventile edilirken 6lmiis 39 hasta
incelenmis, hastalar, %18 ile %38 arasinda VIP tanis1 konmustur. Bulunan sonuclar ViP

tanis1 koymanin histolojik olarak da zor oldugunu gostermektedir (42).

Tam konulurken rutinde &nerilen bir dier ornekleme ise, kan kiiltiiriidiir. VIP gelisen
hastalarin %15°1 ayn1 zamanda bakteriyemik oldugu ve bu hasta grubunun mortalite oranlari
daha yiiksektir. Kan kiiltiirli sonuglari, akciger dis1 enfeksiyon tanisinda da yardimci olabilir

(16). Orneklerin alimasi ve laboratuvara génderilme kosullar1 Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5: Klinik 6rneklerin alinma ve laboratuvara gonderilme kosullar1 (16).

Ornek Tiirii Alim Ozelligi Transfer Ozellikleri Kabul veya Red
Kriterleri (Ozel
durumlar)

Endotrakeal aspirat En az 14 no'lu steril Miimkiin olan en kisa siirede ~ Makroskopik olarak

aspirasyon sondasi, (<2 saat) laboratuvara tiiktiriik goriintimiindeki

trakeaya ulastirilmalidir. Eger hemen  6rnekler, oda sicakliginda

yerlestirilir; icinden  gonderilemeyecekse 2-8 2 saatten fazla beklemis

Ozel aspirasyon °C'da 24 saat tutulabilir. ornekler kabul edilmez,

kateteri gecirilerek  Steril, agz1 burgulu kapakl ayn1 giin i¢inde gonderilen

ornek alinir tagima kabinda ilk 6rnek degerlendirme
gonderilmelidir icin yeterli ise, ikinci bir

ornek reddedilir.
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Tablo 2.5 (devam): Klinik 6rneklerin alinma ve laboratuvara gonderilme kosullart (16).

Ornek Tiirii Alim Ozelligi Transfer Ozellikleri Kabul veya Red
Kriterleri (Ozel
durumlar)

Mini BAL Ozel bir kateter BAL o6rnekleri invazif
islemlerle alindigi igin

(Combicath, Combiciam vb) mikrobiyoloji laboratuvari
tarafindan reddedilmez. Bu
endotrakeal tiip nedenle 6rnekler iki

saatten fazla oda
sicakliginda kalirsa
sonuclari dogru
yorumlanabilmesi igin
laboratuvar mutlaka
bilgilendirilmelidir.

icerisinden ilerletilir.
Direng hissedildiginde
distalde bulunan korumali

parga ayrilarak ilerletilir. . .
VIP siipheli hastalardan

20 cc serum fizyolojik etkeni saptamaya yonelik
olarak alinan BAL
verilerek geri ¢ekilir. ornekleri kantitatif

yontemle degerlendirilir.

BAL Standart protokoller ~Miimkiin olan en kisa siirede
uygulanir. (<2 saat) laboratuvara
ulastirilmalidir. Eger hemen
gonderilemeyecekse 2-8
°C'da 24 saat tutulabilir.

Steril, agz1 burgulu kapakli
tasima kabinda
gonderilmelidir. Anaerob
kdiltiir icin uygundur ve
anaerob tagima besiyeri
kullanilmalhdir.

2.6. Diren¢ Mekanizmalari

Bir bakterinin antimikrobiyal bir ilacin Oldiirme veya iiremeyi durdurma etkisine
direnebilme yetenegine diren¢ denir. Bu diren¢ sadce yaygin antibiyotik kullanimi
sonucunda degil, olumsuz ¢evre kosullarinda yagamu siirdiirebilmek i¢in kullanilan savunma
stirecidir.  Bakterilerin antimikrobiyal molekiiller tarafindan 6ldiiriilmeyi 6nlemek icin
karmasik ila¢ direnci mekanizmalar1 gelistirmesi, muhtemelen milyonlarca yillik evrim

boyunca meydana gelen bir siirectir.

Dogal (Intrensek) Direng

[lag kullanimina bagil olmayan bu direng tiirii ayn1 zamanda kalitsal da degildir. Bakterinin
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temel 6zelligi olan bu direng, mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan
yaptyt bulundurmamalarinin  veya ilacin yapisal bir Ozellikten dolayr hedefine
ulagamamasinin bir sonucudur. Vankomisinin dis membrandan gegememesinden dolay1
Gram negatif bakteriler bu ilaca dogal olarak direngli olmasi iyi bir 6rnektir. Yine
bakterilerin L formlar1 ve Mycoplasma’lar gibi ¢epersiz mikroorganizmalar penisilin gibi
hiicre duvar sentezi inhibitorlerine dogal direnglidir. Bagka bir 6rnekte ise metabolik olarak
inaktif olan bakteri sporlar1 dogal direnclidir. Ciinkii bir¢ok ilacin bakteriyi etkileyebilmesi

i¢in bakterinin aktif tireme doneminde olmasi gerekir (44, 45).

Kazanilmis Direncg

Bakteriler genetik yapilarindaki degisimlerin sonucunda Onceden duyarli oldugu bir
antibakteriyel ajandan etkilenmeme durumudur. Kazanilmis diren¢ kromozomal veya

kromozom dis1 elemanlara bagli olabilir (44).

Kromozomal diren¢, baz1 fiziksel ve kimyasal faktorlerle bakterilerin kromozomunda
meydana gelen spontan mutasyonlar bakteri hiicresinde yapisal degisimlere sebep olur. Bu
mutasyonlar sonucunda hiicrenin ilaca permealibitesi azalabilir veya hiicre i¢inde ilacin
hedefinde degisiklikler olabilir. Streptomisin, aminoglikozid, eritromisin, linkomisine kars1
goriilen direng 6rnek olarak verilebilir. Klinikte bu direncin goriilme oranmi 107-1012*dir.
Ancak rifampisin ile tedavide spontan mutasyon olasilig1 10™ civarinda olup tek basmna
kullanildiginda rifampisine direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasi nedeni ile tedavi basarisizligi

yuksektir (44).

Ekstrakromozomal direng, ¢esitli yollarla aktarilan plazmid, transpozon ve integron adi

verilen genetik elemanlara baglidir.

Plazmidler; bakterilerde kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen ekstrakromozomal
DNA parcaciklaridir. Genel olarak plazmidler bakterilerin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli
yapilar degildir. Daha c¢ok bakteriyel replikasyonu etkiledikleri ig¢in bakteri evriminde,
ozellikle de toksinlere, bakteriyofaj ve antimikrobiyallere karsi gelistirilen direncte
onemlidir. Bircok bakteriyel tiir plazmid transferi ve ekspresyonu yetenegine sahiptir.
Plazmitler ayn1 veya farkli cinse ait bakteriler arasinda transfer edilebilir. R(direng)-
Plazmitler, yapilarinda antimikrobiyallere, agir metallere ve kimyasal maddelere karsi direng
genleri tagirlar. Birgok diren¢ genini tasiyan plazmidlerin bakteriler arasinda transferi,

kromozomal mutasyonlara gore daha hizli ve etkili bir sekilde antimikrobiyal direng
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gelisimine neden olabilir. Giiniimiizde R-plazmidlerin ¢ogu tanmimlanmistir. Insan ve
hayvanlardan alinan bakteri izolatlarindaki R-plazmidler biiylik yapisal benzerlikler

gostermektedir (46).

Transpozonlar; bakteri kromozomunun degisik yerlerine yerlesebilen veya kromozomdan
plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya bakteriyofaja aktarilabilen; kendi
kendilerine replike olamayan, o nedenle kromozom, plazmid veya bakteriyofaj gibi bir

replikon tlizerinde bulunan DNA dizileridir (47).

Integronlar; mobil gen ekspresyon elemanlari olarak tanimlanir. integronlar yapilarinda gen,
gen kasetleri ve o genin rekombinasyon bolgelerini icerebilirler. Integraz geni integron
tarafindan tasman gen kasetinin diger DNA’lara entegre edilmesinden sorumludur.
Integronlar kromozomlar, plazmitler veya transpozonlarin yapisinda bulunur ve birgok

integronun antimikrobiyal direng faktorlerini tagidiklari belirtilmektedir (46).

Ekstrakromozamal diren¢ antimikrobiyal direncin yayilmasinin en 6nemli nedenidir. Direng
genlerini tagiyan genetik materyal ve plazmidler bir bakteriden digerine transdiiksiyon,
transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon gibi mekanizmalarla aktarilirlar. Kromozom
veya plazmid iizerindeki direng genleri, bakterinin bdliinmesi ile yavru hiicrelere aktarilir
(vertikal ge¢is). Bu yeni hiicrelerin ¢ogalmasi ile de direncli susun ve diren¢ genlerinin
yayitlimi gergeklesir (klonal yayilim). Plazmidler konjugasyon ile de yatay olarak
aktarilabilir (47).

Konjugasyon, yatay gen transfer mekanizmalari arasinda en ¢ok arastirilan mekanizmadir.
Konjugasyon iki bakteri hiicresinin temast sonucunda genetik materyalin ¢ok asamali
transferi olarak tanimlanmaktadir. Konjugasyon, antimikrobiyal diren¢ genlerinin
transferinden sorumlu en 6nemli mekanizma olarak kabul edilir. Clinkii transformasyondan
daha etkili gen aktarimi saglar ve transdiiksiyondan daha genis bir bakteri ¢esidini kapsar
(46). Bakteriler arasinda antibiyotik direng genlerinin plazmid ile aktarilmasi; B-laktam,
kinolon, aminoglikozid, tetrasiklin ve siilfonamid grubu antimikrobiyallere karsi direncin
gelismesini ve yayilmasimi saglamaktadir (48). Konjugasyonda direng genleri transferi
sadece plazmid transferi ile degil ayn1 zamanda transpozon ve integron transferi ile de
gerceklesebilir. Son yillarda diren¢ genlerinin 6zellikle transpozonlarca tagindiklar

anlasilmistir (46).

Transformasyon, ortamda serbest bulunan DNA’nin bakteri hiicresi i¢ine alinmast olup bu
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sekilde de diren¢ genleri aktarilabilir. Neisseria tiirleri ve streptokoklarda patojen ve non-
patojen tiirler arasinda gen aktarimi sonucu penisilin baglayan protein (PBP) degisimlerinin

transformasyon ile gergeklestigi diistiniilmektedir (47).

Transdiiksiyon; klinik agidan 6nemi bilinmeyen bu aktarim, bakteriyofajla direng genlerinin

transferi olup genellikle laboratuvar kosullarinda gergeklestirilir (47).

Capraz Direng

Belli bir ilaca kars1 direngli olan baz1 mikroorganizmalarin, Ayni1 veya benzer mekanizma
ile ¢alisan bagka ilaglara karst da direngli olmasi durumudur. Bu durum siklikla yapisal
olarak benzerlik gosteren ilaclar arasinda goézlenmektedir: oleandomisin-eritromisin,
kanamisin-neomisin gibi. Ancak bazen birbiriyle hi¢ ilgisi olmayan ilaclar arasinda da
goriilebilir. Eritromisin-linkomisin arasindaki ¢apraz direng buna 6rnek olarak gosterilebilir.

Kromozomal veya ekstrakromozomal orijinli olabilir (46).

2.6.1. Gram Negatif Bakterilerde Diren¢ Mekanizmalari

Bir antimikrobiyal sinifa karsi direncin genellikle birden fazla biyokimyasal yolla elde
edilebildigini ve bir bakteri hiicresinin, bir antibiyotigin etkisinden kurtulmak i¢in bir dizi

diren¢ mekanizmasini kullanma becerisine sahip olabilecegini belirtmek gerekir.

Ote yandan bakteri tiirlerinin baz1 diren¢ mekanizmalarini digerlerine tercih edecek sekilde
evrimlestigi goriililyor. Ornegin, gram-negatif bakterilerde PB-laktamlara karsi direncin
baskin mekanizmasi, B-laktamazlarin tiretilmesidir; oysa gram-pozitif organizmalarda bu
bilesiklere kars1 direng, ¢ogunlukla penisilin baglayan proteinler (PBP'ler) olan hedef
bolgelerinin modifikasyonlari ile saglanir. Bu durum muhtemelen gram negatifler ve gram
pozitifler arasindaki hiicre zarfindaki biiyiik farkliliklardan kaynaklandigi ileri stiriilmektedir

(49).

Gram-negatif bakterilerde, bir dis zarin varlig1 molekiillerin periplazmik bosluga girisini
"kontrol etmeye" izin verir. Aslinda ¢ogu B-laktam, i¢ zarda bulunan PBP'lere ulagsmak icin
spesifik porinlere ihtiya¢ duyar. Bu nedenle bakteri hiicresi, bu molekiillerin periplazmik
bosluga erisimini kontrol ederek, kinetigi antibiyotik molekiiliiniin yok edilmesi lehine
cevirecek yeterli konsantrasyonlarda -laktamaz iiretimine izin verir. Tersine, bu "bdliimlere

ayirma" avantaji gram-pozitif organizmalarda yoktur (49).
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Gram negatif bakterilerde en sik saptanan diren¢ mekanizmalari sunlardir (Sekil 2.2) (50).

e ilacin Enzimatik Inaktivasyonu

e Ic ve Dis Membran Permeabilitesinde Azalma
e Ilacin Disar1 Atilmas1 (Aktif Pompa Sistemi)
e Alternatif Bir Metabolik Yolun Kullanilmasi

Antibiotic Resistance i R S

(efflux-pompa siste=mi)
Fluoroqguinolones

Aminoglycosides
Tetracyclines
B-lactams
Macrolides

Aldrternatif bir metrtabolik
volun kullanmnsiimas:
Tetracyclines
Trimethoprimnm
Sulfonamides

Hedef Molekial degsisikligi

Fluoroguinolones
Rifamvycins
Vancomycin
Penicillins
Macrolides
Aminoglycosides

Enzim inaktivasyonu
B-lactams
Aminoglycosides
NMacrolides
Rifamycins

Sekil 2.2: Antibiyotik direng mekanizmasi (51).

2.6.1.1. ilacin Enzimatik inaktivasyonu

Gram-negatif bakteriler bir¢ok antibiyotigi parcalayan enzimler sentezler. Bu durum
antibiyotik direncinde en Onemli mekanizmalardan biridir. Bu grupta [-laktam
antibiyotikleri parcalayan B-laktamazlar, aminoglikozidlerin yapisini modifiye eden asetilaz,
adenilaz ve fosforilaz enzimleri, kloramfenikolii par¢alayan kloromfenikol asetil transferaz

ve eritromisini inaktive eden eritromisin esteraz sayilabilir (47).

p-laktamazlar

B-laktam antibiyotiklerini hidroliz eden bu enzimler, 1980°de Ambler tarafindan korunmus
ve ayirt edici amino asit motiflerine dayanarak A, B, C ve D olmak iizere dort molekiiler
grup seklinde smiflandiriimustir. Tlk basta serin ve metallo B-laktamaz olarak (smif A, B) iki

gruba ayirmistir. Jaurin ve Grundstrom ikilisi 1981°de Smif C sefalosporinazlari
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tanimlanmigtir. 1980°lerin  sonlarmma dogru sinif D oksasilin hidroliz eden enzimler
siiflandirilmaya dahil edilmistir (52). Molekiiler yontemlerin ilerlemesiyle, B-laktamlara
direng gelistiren klinik izolatlarda, bu direngten sorumlu genlerin amino asit ve niikleotit
sekanslarii belirlemek oldukca kolaylagsmistir. 2009'un sonlarina dogru, B-laktamazlar i¢in

veri bankalarinda bulunan protein sekanslarinin sayis1 890"t agmistir (53).

Gram negatif bakterilerde giliniimiizde klinik olarak ciddi sorun olusturabilecek ii¢ tiir -

laktamaz tiretimi s6z konusudur (50):
- GSBL (Genislemis Spektrumlu p-laktamaz)
- Karbapenemazlar

- Kromozomal indiiklenen enzimler,

GSBL

GSBL; oksimino-B-laktamlar (sefuroksim, 3. ve 4. kusak sefalosporinler ve aztreonam) da
dahil olmak iizere penisilinler ve sefalosporinlerin ¢ogunu hidrolize eden, ancak sefamisinler
ve karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. GSBL’ler B-laktamaz inhibitorleri (klavulanik
asit, sulbaktam ve tazobaktam) ile inhibe olur. GSBL prevalansi; tiir, cografi bolge,
hastane/servis, hasta 6zellikleri, enfeksiyon tipi gibi bir¢ok faktorden etkilendigi i¢in, veriler
calismadan calismaya degismektedir (54). GSBL’lerin ¢ogu kazanilmis, plazmidlerce
kodlanan enzimlerdir. En sik ve en 6nemli direng mekanizmasi, B-laktam halkasini hidrolize
ederek bu grup antibiyotikleri inaktive edebilen B-laktamaz enzimi iiretimidir. 1960'larda
gram negatifler arasinda, ampisilini hidrolize edebilen, plazmit kodlu yeni bir B-laktamaz
bulundu (ilk olarak bulundugu hastanin adin1 alarak TEM-1(Temoneira) olarak adlandirildi
(55). O andan itibaren, yeni nesil B-laktamlarin gelisimini sistematik olarak, antibiyotik
giidiimlii adaptif bakteriyel evrimin en iyi 6rnegi olan bir siirecte, pazara ulasan her tiirli
yeni bilesigi yok edebilen enzimlerin hizli bir sekilde ortaya cikisi takip etti. f-laktamazlar
kodlayan genler genellikle Bla olarak adlandirilir ve ardindan spesifik enzimin adi gelir (6rn.
Blarem) ve bunlar kromozomda bulunur veya aksesuar genomun bir pargasi olarak mobil
genetik elementlerde (MGE) lokalize edilir. Bu genler ayni zamanda integronlarin bir
pargasini olustururken de bulunabilir, Buda onlarin yayilmasini kolaylastiran bir durumdur

(49).

Bugiine kadar 1000'den fazla farkli B-laktamaz tanimlanmis (www.lahey.org/studies) ve
bakteriyel evrimin normal siirecinin bir pargasi olarak ¢ok daha fazlasinin rapor edilmeye
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devam etmesi muhtemeldir (49).

Bu kadar ¢ok sayida enzimi gruplandirmak amaciyla Ambler siniflandirmasi yaygin olarak

kullanilmaktadir. Ambler siniflandirmast amino asit dizisi 6zdesligine dayanur.

A Smifi B-laktamazlar, (CTX-M, PER, VEB, TEM ve SHV) C ve D sinifi enzimlerle
paylastiklar1 bir 6zellik olan, katalitik bolgede bir serin kalintisina sahiptir. A sinifi
enzimlerin ¢ogu klavulanik asit tarafindan inhibe edilir ve bunlarin aktivite spektrumu
monobaktamlar1 igerir ancak sefamisinleri (sefoksitin ve sefotetan) igermez. A Sinifi
enzimler, penisilinazlardan (TEM-1 ve SHV-1) yalnizca penisilini hidrolize eder,
GSBL'lerden (CTX-M ve KPC (Klebsiella pneumoniae karbapenemaz)) gibi
karbapenemazlara kadar ¢ok farkli katalitik aktivitelere sahip genis bir protein yelpazesi

igerir (49). A smufi B-laktamazlarin diinya genelinde dagilimi sekil 2.4’te verilmistir.

N T [ Westem Europe | [ Eastem europe |
ESBL-phenotype non-CRE

All (16.3%)
£ coli 7.7%

K. pneumoniae 28.8%

no of solates
o BEEBEE

o, of isclates
o5BEERELE

CTXM CTXM CTXM  SHV
Grow

CTX-M CTXM CTXM SHv TEM
1 Group® Grouwp

1 Group®

Unhag Stais W Klebsiella pneumoniae
~ ” :\ - = 3 ~ B Escherichia coli
% ESBL genotype rate A2 B > : .
— D RN - .
<3% - S & =
3to 5% 1§ g N
6to 10% L<% *
11 to 15% it = »
M 20 to 30% v €
o > 30%
Chie New Zoaland
United States Latin America | Asia-Pacific |
ESBL-phenotype non-CRE
All (15.8%) All (31.6%) All (17.4%)
E. cobl 16.4% E. coll 25.7% E. colf 15.2%
K. pneumoniae 6.6% K. pneumoniae 41.8% K. pneumoniae 22.0%
ESBL genotyps ESBL genotype ESBL genatype
All (12.8%) All (30.3%) All (15.4%)
E. coli 24.1% £ colf 12.8%
K. pneumoniae 41.1% K pneumoniae 21.1%

no.of isclates
EBEEEE

0. of isolates
o8BERNELE

CTXM  CTX-M CTXM  SHV TEM CTXM CTXM CTXM  SHV TEM
Group 1 Growp 9 Group 1 Group 9

CTX-M CTXM CTXM SHY TEM
Group ! Growp 9

Sekil 2.3: CTX-M-, TEM- ve SHV fiireten izolatlarin ABD, Asya-Pasifik, Avrupa ve Latin
Amerika'daki dagilimi (56).
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CTX-M, diinya ¢apinda K. pneumoniae, E. coli ve diger Enterobacteriaceae'de yaygin olarak
bulunan plazmit kodlu bir GSBL'dir. TEM-3 gibi diger Ambler sinif A GSBL'lerin aksine,
bu enzim TEM veya SHV'den tiiretilmemistir; daha ziyade mevcut kanitlar bunun
muhtemelen Kluyvera spp. (insanda énemli patojenik 6nemi olmayan ¢evresel bir bakteri)
'den HGT(Horizantal Gen Transferi) yoluyla edinildigini gdstermektedir (57). CTX-M
enzimlerini kodlayan genlerin, ekleme dizileri ISEcpl ve Tn402 benzeri transpozonlar gibi
transpoze edilebilir elementlerle iligkili oldugu bulunmustur. Bu hareketli elementler,
yayilim i¢in arag¢ gorevi gorebilecek genis yelpazedeki konjugatif plazmitler veya faj benzeri
diziler tarafindan yakalanabilir (58). Sonug¢ olarak, CTX-M enzimleri diinya ¢apinda en
yaygin GSBL haline gelmistir ve E. coli ve K. pneumoniae'deki sefalosporin direncinin

biiylik bir kismindan sorumludur (49).

B Smnifi enzimler, B-laktam halkasinin niikleofilik saldiris1 i¢in kofaktdr olarak (serin
kalintis1 yerine) bir metal iyonu (¢cogunlukla Cinko) kullanmalari nedeniyle metallo-f3-
laktamazlar olarak da bilinir. Metallo-B-laktamazlar klavulanik asit veya tazobaktam
tarafindan inhibe edilmez ve sefamisinleri etkili bir sekilde hidrolize etmelerine ragmen
aztreonam tipik olarak zayif bir substrattir. Bu enzimlerin, genellikle patojenik olmayan
bakterilerin kromozomunda bulunan genler tarafindan kodlandig1 50 yildan fazla bir siire

once kesfedildi (49).

Smif C p-laktamazlar, sefamisinler de dahil olmak {izere tiim penisilinlere ve
sefalosporinlere (sefepim genellikle zayif bir substrat olmasina ragmen) diren¢ kazandirir.
Aztreonam giivenilir bir sekilde hidrolize etmezler ve klavulanik asit tarafindan inhibe
edilmezler. Klinik agidan en 6nemli sinif C enzimi, genellikle kromozom iizerinde kodlanan
bir sefalosporinaz olan AmpC'dir (ancak blaumpc geni plazmidlerde de bulunmustur).
Kromozomal AmpC iiretimi, digerlerinin yani sira E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, S.
marcescens, Providencia spp., Morganella morganii ve P. aeruginosamin ayirt edici
ozelligidir. Buna karsilik P. mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella spp. ve Stenotrophomonas spp.

blampc geninin ¢ekirdek genomunda bulunmadig tiirlerin klasik 6rnekleridir (59).

D Smifi B-laktamazlar, oksasilini hidrolize etme yetenekleri (dolayisiyla adlari) ve
klavulanik asit tarafindan zayif bir sekilde inhibe edilmeleri nedeniyle baslangicta A sinifi
penisilinazlardan ayrilan c¢ok cesitli enzimleri icerir. Ugiincii nesil sefalosporinleri ve
karbapenemleri pargalama yetenegine sahip enzimler dahil olmak iizere bircok OXA

varyanti tanimlanmistir. D Sinifi enzimler 6zellikle A. baumanii'de yaygin olmasina ragmen,
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E. coli, Enterobacter spp., K. pneumoniae ve P .aeruginosa gibi klinik olarak ilgili diger
birgok organizmada da rapor edilmistir (60). GSBL iiretimi en sik Enterobacteriaceae ailesinde;
Ozellikle hastanelerde izlenmekle birlikte, bakimevleri ve 2000°li yillardan itibaren de toplum
kokenli enfeksiyonlarda da karsimiza ¢ikmaktadir. GSBL iiretiminin en ¢ok saptandigi bakteriler .
coli ve K. pneumoniae’dir. GSBL prevalansi; tiir, cografi bolge, hastane/servis, hasta ozellikleri,
enfeksiyon ¢esidi gibi birgok faktdrden etkilendigi i¢in, veriler degiskenlik gostermektedir (61, 62).
GSBL’lerin ¢ogu kazanilmis, plazmidlerce kodlanan enzimlerdir. Enzimin ekspresyon diizeyi,
yapisal ve hidroliz 6zellikleriyle birlikte bulunan diger diren¢ mekanizmalan (diger -laktamazlar,
aktif pompa sistemleri, gecirgenlik degisimleri) GSBL iireten izolatlarda ¢ok ¢esitli direng fenotipleri

gorlilmesine neden olmaktadir (62, 63).

Kromozomal Indiikienen Enzimler

Enterobacter cloacae' nin Amp-C tlirli enzimi en Onemli Ornektir. Amp-C enzimini
kromozomunda tasiyan E. cloacae; tim sefalosporinlere, aztreonama ve penisilinlere karst
diren¢ mekanizmasi tasiyor demektir. Bu enzim genetik olarak kontrollii ve normalde az
olarak sentezlenir. Ancak mutasyonlar sonucu enzimin fazla sentezlenmesiyle bakteri -
laktam antibiyotiklere direncli hale gelir. Bu durumdan dolay1 izole edilen E. cloacae izolati
duyarli bulunsa dahi, karbapenemler hari¢ diger tiim B-laktamlar bu bakterinin agir

enfeksiyonlarinda giivenle kullanilamaz (54).

Karbapenemazlar

Karbapenemler B-laktam sinifi icerisinde en genis spektruma sahip, hizli bakterisidal etki
gosteren antibiyotiklerdir ve genis antibakteriyel spektrumlari nedeni ile ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin kullanilmaktadirlar. Penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemleri hidrolize etme yetenegine sahiptirler. Bu grup, penisilin
baglayan proteinlere giiclii bir sekilde baglanir ve genel yap1 ve biiytikliikleri nedeniyle porin
kanallarindan s1izmalar1 ve bakteri hiicresine gecisleri ¢ok iyidir (54). Karbapenemazlar, sinif

A, B ve D B-laktamaz iiyesidir.

Smif A: KPC, NMC, IMI, SME ve GES enzim grubudur. Monobaktamlar da dahil tiim [3-
laktamlara (sefamisinler hari¢) etkilidir. Bugiine kadar, A sinifi karbapenemazlarin bes farkli
ailesi tanimlanmis olup, bunlarin iicii tipik olarak kromozomal olarak kodlanmistir (IMI
[imipenem-hidrolize edici enzim], SME [Serratia marcescens enzimi] ve NMC [metallo-

enzim olmayan karbapenemaz]) ve geri kalan ikisi (KPC ve GES) klasik olarak plazmitlerde
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veya diger MGE'lerde barindirilir. Bunlarin hepsi klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan

inhibe edilir ve aztreonami hidrolize eder ancak sefamisinleri hidrolize etmez (49).

KPC ilk olarak 1996 yilinda ABD'nin Kuzey Carolina eyaletindeki bir hastadan elde edilen
bir K. pneumoniae'den tespit edildi (64). Sonraki birkag¢ yil icerisinde global bir yayilim
gosteren enzim Amerika’nin birgok eyaletine, Porto Riko, Kolombiya, Yunanistan, Israil ve
Cin gibi diinyanin bir¢ok bdolgesine yayilmistir. KPC {ireten bakterilerin sebep oldugu
salginlar Avrupa ve Giiney Amerika’da da rapor edilmistir (64). Bu enzimler agirlikli olarak
Klebsiella spp.'de bulunmasina ragmen (bu nedenle adi1 Klebsiella pneumoniae
karbapenemaz), digerlerinin yani sira Enterobacter spp., E. coli, Proteus mirabilis ve
Salmonella spp. dahil olmak {izere diger bircok gram-negatifte de rapor edilmistir. Ayrica P.
aeruginosa gibi laktoz fermente etmeyen organizmalarda da bulunmustur (49). ilk
tanimlanmalarindan bugiine kadar aminoasit sekanslarindaki farkliliklara gore 153 KPC
varyanti tamimlanmistir. KPC tipi enzimler bircok farkli replikasyon orjinine sahip
plazmitlerde tanimlanmistir ve ¢ogunlukla bu plazmitler konjugatiftir. Bu durum direncin
hizli yayilimini saglamakta ve bu da klinik olarak ¢ok ciddi sorunlara yol agmaktadir (65).

Karbapenemazlarin diinya genelinde dagilimi sekil 2.4 te verilmistir.

Norway NDM ==
KPC OXA48

NDM Hungary & :IF)’::A
“Netherlands | NOM Russia s—
OXA48 ’ OXA48 . OiALE

| £ = )

ran \
KPC A

.
Portugal NOM
4

© c
ol g i
NG 4
R ...\ S
Vietnam
KPC = L OXA48
OXA48 NOM
NDM /
Croatia OXA48 N o
KPC NDM Sir Lanka o
NDM OXA48
Czech Republic | / NDM
OXA-48

@ EndemickpPC

NOM U
O Sporadic KPC

@ Endemic OXA-48 . g
© Sporadic OXA-48 i
¥ New Zealand

8 Endemic NDM

OXA-48

Sporadic NDM NOM

Sekil 2.4: Klinik agidan en 6nemli karbapenemaz genlerinin diinya ¢apinda dagilimi KPC, Yeni
NDM ve OXA-48. Beyaz dikdortgenler icinde listelenen karbapenemazlar yakin zamanda
kaydedilmistir (66).
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GES ilk olarak 2000 yilinda rapor edilmistir ve bu aile simdi 57 varyant1 igermektedir. Tiim
GES varyantlar1 genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilir. Ancak bazi
varyantlarda bulunan amino asitlerde (104 ve 170 pozisyonlar1) meydana gelen mutasyon bu

GES varyantlarini1 karbapenemlere kars1 aktivite gostermelerine sebep olmustur (51).

Smif B: Metallo- B-laktamazlardir. Aztreonam disinda tim [p-laktamlara etkilidir. Bu
enzimler ilk olarak patojen olmayan bakterilerin genellikle kromozomunda lokalize olarak
50 yildan daha uzun bir siire 6nce hayatimiza girse de 1990'l1 yillarda IMP ve VIM gibi
enzimlerin Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.'nin ve Acinetobacter tiirlerinin klinik
suslarinda giderek daha fazla rapor edilmesiyle durum ¢arpici bigimde degismistir. Metalo-
B-laktamazlarin 10 tiirti vardir, ancak klinik agidan 6nemli olanlarin ¢cogu IMP, VIM, SPM
ve NDM olmak iizere 4 aileye aittir. Yiiksek sikliklar1 ve diinya ¢apindaki yayilmalar1 goz
Oniine alindiginda, IMP, VIM ve NDM en 6nemlileridir (49).

Ik IMP tipi enzimler 1990'larin basinda Japonya'da S. marcescens'te tanimland1 ve o
zamandan bu yana diger organizmalarin yan1 sira Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp.'de simdiye kadar 98 IMP varyanti tespit edilmis ve IMP tipi
karbapenemaz iireticileri diinya ¢apinda yayilim gostermistir. IMP tipi enzimlerin genis
yayilimi ¢ogunlukla Japonya, Tayvan ve Dogu Cin'de gosterilmis, ancak birgok iilkeden yine
raporvedilmistir. Bu enzimleri iireten izolatlar bazen nozokomiyal salginlara neden olmustur

(49, 51).

VIM tipi enzimlerle ilgili olarak, bunlar ilk olarak 1990'larin sonlarinda Italya'nin Verona
kentinde tanimlandi (Verona integron tarafindan kodlanan metalo [-laktamaz) ve o
zamandan beri tim diinyaya yayildi. Bu enzimler baslangicta P. aeruginosa'da bulundu,
ancak bunlarin smif-1 integronlarla iligkileri ve bunlarnt farkli MGE tiirlerinde
konumlandiran raporlarla birlikte, bunlarin diinya ¢apinda biiyiik bir endise haline gelen
birgok farkli bakteri tiirline yayilmasina muhtemelen katkida bulunmugstur. Bugiine kadar
aciklanan birgok farkli VIM varyant1 arasinda VIM-2, Avrupa, Asya, Afrika ve Amerika'dan

gelen raporlara gore en yaygin sekilde dagilan enzimdir (67).

Hindistan'm Yeni Delhi kentindeki bir hastaneye kabul edilen Isvecli bir hastadan 2008
yilinda alman K. pneumoniae izolatinda yeni bir karbapenemaz tanimlandi. Enzim,
bulundugu yerden dolay1 (Yeni Delhi Metallo -laktamaz) NDM-1 olarak adlandirild1 (68).
NDM-1, Ambler sinif B enzimlerinin diger iiyeleriyle cok az amino asit benzerligi paylasir

(6rnegin, VIM-1 ile %32), ancak hidrolitik profili hepsine ¢ok benzer. Blanpy geni, farkl

23



gram-negatif tiirleri arasinda kolayca aktarilabilen ¢esitli plazmit tiirlerinde bulunmustur ve
ayni zamanda [Sabal25 gibi ekleme dizilerinin varligiyla da iliskilendirilmistir. Metallo-
enzimleri kodlayan diger genlerin aksine blanpy genellikle integron benzeri yapilarla iliskili
degildir (69). Bununla birlikte, NDM-1 hizla diinya capinda yayildi ve bulagsmasinm
onlemeye yonelik bir¢cok ¢abaya ragmen diinya capinda nasil kolaylikla yayilabileceginin
baslica 6rnegi haline geldi. Ayrica, NDM enzimlerini kodlayan MGE'leri igeren genler
genellikle diger karbapenemazlari kodlayan genleri de (6rn. VIM tipi ve OXA tipi enzimler),
GSBL, AME (Aminoglikozid Modifiye edici Enzimler), makrolidlere diren¢ kazandiran
metilazlar, kinolon direnci Qnr proteini, rifampini degistiren enzimler ve siilfametoksazol
direncinde rol oynayan proteinler ve digerlerini bulundurur. Bu nedenle, NDM-1'in varligina
siklikla ¢oklu ilaca direngli bir fenotip eslik eder (49). NDM geninin cografi dagilimi sekil

2.5’te verilmistir.

B High prevalence of NDM producers (endemicity) d&
[] Outbreaks and interregional spread of NDM producers

[ Sporadic description of NDM producers (endemicity)

=» Main flux of population migration

Sekil 2.5: NDM fireticilerinin cografi yayilimi. blaypy genlerinin diinya ¢apinda yayilmasi ve ana
akis1 niifus gocii temsil edilmektedir (70).

NDM-1'in ortaya ¢ikis1 6zellikle endige vericidir ¢iinkli blanpy geninin farkli gram-negatif
organizma tlirleri arasinda kolayca aktarilabilir oldugu, kisa siirede birgok iilkeye yayildigi
ve ¢esitli bolgelerde en korkulan direng belirleyicilerinden biri haline geldigi gosterilmistir

(67). Ek olarak, Hindistan alt kitasinda (yani Hindistan ve Pakistan) blanpy geni yalnizca
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hastane kaynakli patojenler arasinda yaygin olarak yayilmakla kalmiyor, ayni zamanda
toplumla iliskili izolatlarda da siklikla bulunuyor. Ayrica, bir¢ok raporda; toprakta ve insan
tilketimine yonelik icme suyundan alinan orneklerde gram-negatif bakterilerin NDM-1
urettigi gosterilmistir; bu da bu genlerin insan mikrobiyotasi yoluyla yayilabilecegini

distindiirmektedir (49).

Sinif D: OXA (oksasilin hidroliz eden) B-laktamazlar, 1970'lerin sonlarinda ve 1980'lerin
basinda en yaygin plazmit kodlu ve genel olarak Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa'da
tanimlanmis enzimlerdir (51). Karbapenemler iizerinde zayif hidrolitik aktivitesi mevcuttur,
aztreonama etkili degildir. Oksasilin ve kloksasilin iizerinde etkilidir (54). Ugiincii kusak
sefalosporinleri (GSBL'ler) (6rnegin, P. aeruginosa’dan OXA-11) ve karbapenemleri
(6rnegin, A. baumanii'den OXA-23) pargalama yetenegine sahip enzimler dahil olmak tizere
simdiye dek 1184 OXA varyanti belirlenmistir (51). Karbapenem hidroliz eden Smif D -
laktamazlar 12 alt gruba ayrlirlar. Blaoxa-23, blaoxa-24140, blaoxa-4s, blaoxa-si, blaoxa-ss,
blaoxa-134, blaoxa-143, blaoxa-211, blaoxa-213, blaoxa-214, blaoxs-220 ve blaoxa-235 alt gruplarina
ait enzimler, bakteriyel patojenlerde genis yayilimlari nedeniyle biiyiik klinik dneme
sahiptir. Bu enzimlerin ¢cogu, genellikle A. baumannii'de olmak tizere cesitli Acinetobacter
izolatlarinda tespit edilirken, blaoxs-4s ve tiirevleri Enterobacteriaceae’de tanimlanmistir
(51). Blaox.4s, ilk olarak iilkemizde 2001 yilinda K. pneumoniae'nin CID bir izolatindan
tanimlanan, genis ¢capta yayilmis bir D sinifi karbapenemazdir (60). Blaoxu-4s lireten izolatlar
artik Avrupa’da da yaygin bir sekilde tespit edilirken, tilkemiz disindaki ana rezervuarlardan
biri de Kuzey Afrika iilkeleridir. Almanya, Fransa, Hollanda, ingiltere, Ispanya ve de Isvicre
dahil olmak tizere birgok iilkede blaoxa-4s lireten K. pneumoniae, E. coli ve E. cloacae'yi

iceren hastane salginlari bildirilmistir (65).

Karbapenemazlar, tiim B-laktam antibiyotiklere kars1 dirence yol agmalar1 nedeniyle endise
vericidir. Karbapenemaz tireten suslar genellikle diger diren¢ mekanizmalarini da tasidiklar

i¢in ¢oklu direnglidirler (54).
2.6.1.2. i¢c ve Dis Membran Permeabilitesinde Azalma

[lacin hiicre igine girebilmesindeki azalmadan veya hizla disar1 atilmasini saglayan aktif

pompa sistemlerinden kaynaklanan direngtir.
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Antibiyotiklerin etkisini gOsterebilmesi i¢in bakteri hiicresine penetre olmasi gereklidir.
Aminoglikozidlerin hiicre icine girmesi gerekirken, B-laktamlarin sitoplazmik zarmn dis

ylizeyine tutunmasi gerekir.

Gram-negatif bakterilerde bulunan dis membran, lipidden zengin bir tabaka olup
antibiyotiklerin hiicreye girmesini engelleyen bariyer gorevi yapar. ilacin hiicreye girmesi,
dis membrandaki porinler araciligi ile olur. Ancak bakteriler bazi kosullarda bulundugu
ortamin ozmolaritesine gore farkli porinler yapma yetenegindedir. Bu mutasyonlar
sonucunda direngli suslar ortaya cikabilir. Ornegin P. aeruginosa suslarinda OprD diye 6zel
bir porindeki degisim karbapenem direncine yol acgabilir. Dis zar gecirgenligi kinolon ve

aminoglikozid direncinde de 6nemlidir (47).

¢ membran (sitoplazmik zar) permeabilitesindeki degisikliklerle kazanilan dirence &rnek
olarak aminoglikozidleri verebiliriz. Aminoglikozidlerin sitoplazmik zar1 gegmesi ise enerji
ve oksijene bagimli aktif transport mekanizmasi ile olur. Hiperozmolarite, diisiik ph ve

anaerop kosullar bu evreyi engeller (71)

2.6.1.3. ilacin Disar1 Atilmas: (Aktif Pompa Sistemi)

Tetrasiklini E. coli sitoplazmasindan disar1 pompalayabilen bir akis sisteminin tanimi
1980'lerin basina kadar uzanir. O zamandan bu yana, bircok akis pompast sinifi hem gram
negatif hem de gram pozitif patojenlerle karakterize edilmistir. Bu direng mekanizmasi,
protein sentezi inhibitorleri, florokinolonlar, B-laktamlar, karbapenemler ve polimiksinler

dahil olmak iizere ¢ok cesitli antimikrobiyal sinifi etkiler (49)

2.6.1.4. Alternatif Bir Metabolik Yolun Kullanilmasi

Baz1 bakteriler hedef degisimlerinden farkli olarak ilaca duyarli hedefe gereksinimi ortadan
kaldiracak yeni bir metabolik yol gelistirirler. Siilfonamid ve trimetroprim direncinde boyle
bir durum s6z konusudur. Bakteriler folat sentezleme yerine ortamdan hazir folat alma

ozelligi kazanabilir (47).
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3. GEREC VE YONTEM

Kirsehir Egitim ve Arastirma Hastanesi yogun bakim tinitelerinde 30.11.2022 ve 30.11.2023
tarihleri arasinda 56 tane kiiltiir pozitif Ventilator iliskili pndmoni hastasi tespit edildi. Bu
hastalardan alinan ETA Kkiiltiirlerinden izole edilen bakterilerin molekiiler incelenmesi

gergeklestirildi. Calisma prospektif bir calisma olarak planlandi.
VIP Hastalarindan ETA Orneklerinin Alinmas:

ETA ornekleri VIP siiphesi diisiiniilen hastalarda tan1 koymak igin klinisyenin talimat:
sonucu alinmaktadir. Calismamiz i¢in 6zel olarak 6rnek toplanmamistir. Alinan 6rneklerden
VIP tamis1 konulan hastalarin &rnekleri ¢alismaya alindi. ETA &rnekleri; steril sartlarda,
ornek almak i¢in tasarlanmis 6zel kateterler kullanilarak,entiibasyon tiipiiniin i¢inden serum

fizyolojik verilip aspire edilmesi yontemiyle elde edildi.
ETA Orneklerinden Patojen Mikroorganizmalarin Izole Edilmesi

Alinan endotrakeal aspirat ornekleri; koyun kanli agar, ¢ikolatamsi agar ve eozin metilen
blueagara (EMB) ekimi yapilarak plaklar 35°C’de 24- 48 saat inkiibe edildi. Ayrica tiim
ornekler igin gram boyama yapildi. Inkiibasyon sonrasinda iireme goriilen petrilerden steril
0ze yardimiyla tek koloni secilerek Luria Bertani Broth (LB) Agar petrilerine ekim yapild
ve kiiltiirlerin gliserol stoklar1 yapilarak -20°C’de depolandi.

Izolatlarin Biyokimyasal Yontemler ile Tanimlanmas

Izolatlarin klasik tanimlanmasi biyokimyasal testler kullanilarak gergeklestirildi. Izolatlarin
her biri LB agar petrilerinde iiretildi ve izolatlardan Mac Farland 0.5 bulaniklik hazirlandi.
Hazirlanan siispansiyon Vitek-2 Gram negatif panellere yiiklendi ve Vitek-2 otomatize

sistem kullanilarak, biyokimyasal tanimlamalar1 gergeklestirildi.
Izolatlarin Antibiyotik Direng Profilinin Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore
belirlenecektir (72). Ampisilin (10 pg), amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg),
piperasilin/tazobaktam (110/10 ng), seftriakson (30 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim
(30 pg), sefoperazon (30 pg), sefuroksim (30 pg), sefaklor (30 ng), sefoksitin (30 pg),
sefepim (30 pg), gentamisin (10 pg), amikasin(30 pg), aztreonam (30 pg), siprofloksasin (5
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ng)), nalidiksik asit (30 pg), ofloksasin (10 pg) antibiyotik diskleri izolatlarinin antibiyotik
direng paternlerini saptamak i¢in kullanildi. Antibiyogram sonucunda elde edilen zon caplari

CLSI kriterlerine gore yorumlandi (73). Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 kullanildi.
ETA orneklerinden izole edilen izolatlardan Total DNA Izolasyonu

ETA oOrneklerinden izole edilen izolatlarin DNA izolasyonu i¢in iki metot ile

gergeklestirildi.

[lk olarak izolatlardan total DNA izolasyonu kaynatma DNA metoduna gore gergeklestirildi.
Taze bir gecelik kiiltiirde iireyen izolatlardan bir 6ze dolusu alinip, 500 pl steril distile su
iceren ependorf tliplerine aktarildi. Eppendorf tiipler vorteks yardimi ile karistirilarak
homojen bir siispansiyon elde edildi. Ependorf tiipleri 15 dk siiresince 100°C’ye ayarli su
banyosunda kaynatildi. Daha sonra tiipler 10 dk. 14.800 rpm’de santrifiij edilip siipernatant
kisim yeni bir tiipe aktarildi. Elde edilen total DNA 6rnekleri tez boyunca belirlenmek
istenen genlerin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Elde edilen total DNA’lar kullanilincaya kadar

-20°C’de saklandu.

Ikinci olarak Tez Calismasi boyunca DNA dizin analizi gerceklestirilecek olan genlerin
cogaltiimasinda kullanilan DNA &rnekleri Pure Link Mini DNA Izolasyon Kiti (Invitrogen,

USA) kullanilarak, iiretici firmanin prosediirii ile gerceklestirildi.
ETA érneklerinden izole edilen Izolatlarda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Tespiti

[zolatlarda karbapenem direncinden sorumlu blaxpc, blanpm-1, blamp, blaviv, blaoxa-ss
karbapenemaz genleri, beta-laktam direncinden sorumlu blartem, blasnv, blactx-m-1, blactx-
M-2, blaoxa-1, blareri, blaves, blaces genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) genleri,
kolistine direng saglayan mcr1-5 genleri ve sinif C B-laktamaz Amp-C direnci saglayan mox,
cit, dha, acc, ebc, fox genleri PZR yardimi ile coglatilip tespit edildi. Genlerin
cogaltilmasinda kullanilan primerler Tablo 3.1°de verilmistir. PZR reaksiyonlart 25 pl son
hacimde, 1X Taq Buffer, 1,5mMMgCI, 200 uM herbir dNTP*“den, 0,3 pmol/ul herbir primer
ciftinden, 1,5 U Tag DNA polimeraz enzimi olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra reaksiyona
kaynatma yontemi ile izole edilen total DNA’dan 5 pl ilave edildi. Belirlenmek istenilen
genlerin 6zelinde Tm sicaklig1 ve biiyiikliiklerine bagl olarak uzama parametreleri belirlendi
(Tablo 3.2). Bu parametreler belirlendikten sonra PZR dongiileri; ilk denetiirasyon 95°C’de

3 dk., daha sonra 35 dongii denatiirasyon 95°C’de 45 sn., Primer baglanma Tm sicakliginda
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45 sn., Uzama 72°C’de gerekli siirede gerceklestirildi. Son uzama basamagi72 °C’de 5 dk.

olacak sekilde PZR dongiileri gerceklestirildi.

Gergeklestirilen PZR islemiile elde edilen PZR iiriinleri etidyum bromiir iceren %1 lik

agaroz jel elektroforezinde 100 V’da 1 saat yiiriitildii. Daha sonra U.V 15181 altinda

goriintiilenen PZR {iriinleri, bant varlig1 ve biiyiikliiklerine gore incelenen genlerin tespiti

belirlendi.
Tablo 3.1: Calismada kullanilan primerler.
Hedef . "
Gen Primer Sekans (5°3”) Kaynak
Fwd  TTGGTGGCATCGATTATCGG
blagy, 4 (74)
Rev GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
Fwd GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
blayp., (75)
Rev CGGAATGGCTCATCACGATC
Fwd  ATGTCACTGTATCGCCGTCT
blaxrc (76)
Rev  TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
Fwd ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
blay
N Rev. TGCTACTCAACGACTGAGCG
g 77)
5 Fwd CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
e blamp
T Rev  ATAATTTGGCGGACTTTGGC
N~
Fwd GGAATTCCATGAATAAATATTTTACTTGC
blagy, s (78)
Rev CGGGATCCCGTTAAATAATATTCAGGTC
Fwd  TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blapyy s, (79)
Rev TGGATTGCACTTCATCTT GG
Fwd  GTTGTATGTAGAGCGCAGAGG (80)
blayy,.ss
Rev  ACCCACATACCAACCCACTTG
Fwd ATGAAAAAATTTATACTTCC
blapyss9

Rev TTAAATGATTCCAAGATTTTC

(81)
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Tablo 3.1 (devam): Calismada kullanilan primerler.

Hedef . 99
Gen Primer Sekans (5°3’) Kaynak
Fwd AGTATTCAACATTTYCGTGT
blarem
Rev TAATCAGTGAGGCACCTATCTC
Fwd GCGTGATACCACTTCACCTC
blacyy.y
Rev TGAAGTAAGTGACCAGAATC
(82)
Fwd TGATACCACCACGCCGCTC
blacry.y
Rev TATTGCATCAGAAACCGTGGG
Fwd ATGCGCTTCATTCACGCAC
blages
é Rev CTATTTGTCCGTGCTCAGGA
»n
O Fwd ATGAATGTCATCACAAAATG
blapgy,
Rev TCAATCCGGACTCACT
(83)
Fwd ATTTCCCGATGCAAAGCGT
blayes
Rev TTATTCCGGAAGTCCCTGT
Fwd TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT
blayy,, (84)
Rev TTTCTTGGCTTTTATGCTTG
Fwd ATGCGTTATATTCGCCTGTG
blaSHV (85)
Rev TTAGCGTTGCCAGTGCTC
Fwd GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
HII
Rev TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
Fwd TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
HI2
Rev GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
i Fwd CGAAAGCCGGACGGCAGAA
5 11
S
g Rev TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
>
5 Fwd AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
= X (86)
? Rev TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
E Fwd GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
= LM
~ Rev CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
Fwd GTCTAACGAGCTTACCGAAG
N
Rev GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
Fwd CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
FiA

Rev GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
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Tablo 3.1 (devam): Calismada kullanilan primerler.

gzgef Primer Sekans (5°3°) Kaynak
Fwd  GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
e Rev  CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
Fwd  CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG
" Rev  GGTGCGCGGCATAGAACCGT
Fwd  AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
! Rev  GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
Fwd  CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
d Rev  TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
?7 Fwd  GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
= L' Rev  TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
g Dy, Fwd  GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA (86)
5 Rev  ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
'g : Fwd  TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
= Rev  CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
Fwd  CTGTCGTAAGCTGATGGC
s Rev  CTCTGCCACAAACTTCAGC
Fwd  TGATCGTTTAAGGAATTTTG
e Rev  GAAGATCAGTCACACCATCC
Fwd  GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC
K Rev  TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
B/O Rev  TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

31



Tablo 3.1 (devam): Caligmada kullanilan primerler.

Hedef . oo
Gen Primer Sekans (5°3°) Kaynak
Fwd CGTTCAGCAGTCATTATGCCAGTTTCTTTCGCGTGC
Mcr-1 (87)
Rev CTTACGCATATCAGGCTTGGTTGCTTGTACCGC
Fwd TGTTGCTTGTGCCGATTGGA
Mcr-2 (88)
Rev AGATGGTATTGTTGGTTGCTG
‘<§ Fwd CGCTTATGTTCTTTTTGGCACTGTATT
= Mcr-3 (89)
< Rev TGAGCAATTTCACTATCGAGGTCTTG
Fwd AATTGTCGTGGGAAAAGCCGC
Mcr-4
Rev CTGCTGACTGGGCTATTACCGTCAT
(90)
Fwd GTGAAACAGGTGATCGTGACTTACCG
Mecr-5
Rev CGTGCTTTACACCGATCATGTGCT
Fwd GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
MOX
Rev CACATTGACATAGGTGTGGTGC
Fwd TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
CIT
Rev TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
Fwd AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
., DHA
E Rev CCGTACGCATACTGGCTTTGC
< o1
= Fwd AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
ACC
Rev TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
Fwd TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
EBC
Rev CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
Fwd AACATGGGGTATCAGGGAGATG
FOX
Rev CAAAGCGCGTAACCG GAT TGG
R=" Fwd GTGCCGCGAGCGCTTTCTATCTTGGTATTCC
v Wzi (92)
Rev GAGAGCCACTGGTTCCAGAAYTTSACCGC
&
%j Rep 1 IMGCGCGICATCAGGC (82)
&
& Rep 2 ACGTCTTATCAGGCCTAC
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Tablo 3.1 (devam): Caligmada kullanilan primerler.

Hedef

Gen Primer Sekans (5°3’) Kaynak
Fwd ACTGTACTTGCTCAAGC
Cpn60
Rev TTCAGCGATGATAAGAAGTGG
Fwd ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT
Fusd Rev CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
cZ) - Fwd  AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC
:,_2: Rev GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
§ Fwd GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG
§ PyrG (93)
S Rev ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
< Fwd CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
- Rev GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
Fwd GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC
Rolt Rev CACCACCACCRTGYGGGTGATC
Fwd GGCGAAATGGCDGARAACCAC
Kpos Rev GARTCYTCGAAGTTGTAACC
Fwd GGCGAAATGGCWGAGAACCA
Rpol Rev GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
Fwd TGAAATATGACTCCACTCACGG
card Rev CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
= b Fwd CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
g Rev CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
-§ pai Fwd GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC o8)
§ Rev CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT
%; Fwd ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
< Phot Rev TGATCAGAACTGGTAGGTGAT
) Fwd CTCGCTGCTGGACTATATTCG
e Rev CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
Fwd CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT
font Rev ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
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Tablo 3.2: Tespit edilecek genlerin biiyiikligii, Tm sicakliklari ve uzama siireleri.

Primerler Tm (°C) Biiyiikliigii Uzama siireleri
(bp) (sn)
blarey 50 847 50
blasiy 56 843 50
g blacria 54 260 50
% blagrsap 55 341 30
blatpgg, 48 927 75
blayes 55 542 60
blagya., 50 427 50
blages 57 863 60
blanp 57 488 45
blayi 59 780 50
blanpu.. 59 621 50
S blape 58 893 50
_§* blaoxs.ss 58 743 50
= blaoxss 54 501 45
blaoxas: 56 353 45
blaoxa.ss 58 599 50
blaoxas 58 246 30
Mecr-1 57 309 30
P Mer-2 52 567 50
Z Mer-3 54 542 50
“ Mcr-4 54 487 50
Mer-5 58 1644 120
MOX 64 520 30
CIT 64 462 30
é- DHA 64 405 30
2 Acc 64 346 30
EBC 64 302 30
FOX 64 190 30
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Direncin Aktarilabilirligi

Direng genlerinin tiim ETA 6rneklerinden izole edilen izolatlarda konjugatif plazmitlerde
yer alip almadig1r Brothmating metodu kullanilarak konjugasyon testleri ile belirlendi
(95). Alct hiicre olarak rifampisin direngli E. coli 153-2 (F, pro, met, Rif?) susu
kullanildi. Hem dondr hem de alict hiicreler, gece boyunca Luria Bertani Broth (LB) iginde
bir gece inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kiiltiirler 1:1 oraninda E. coli J53-2 hiicresi ile
karistirtlacak ve 18 saat boyunca c¢alkalamasiz ortamda 37°C’de inkiibe edildi.
Transkonjugantlar, Rifampisin (150 pg/ml) ve ampisilin (50 pg/ml) igeren LB Agar plakalari

tizerinde secildi.

Transkonjugant hiicrelerin antibiyotik duyarlilik paternleri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile belirlendi. Transkonjugant hiicreler Rifampisin (150 ug/ml) ve ampisilin (50
ng/ml) iceren 3 ml LB Broth besiyerlerinde ¢alkalamali ortamda 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler santrifiijile toplandi ve plazmit izolasyonlar1 GenelJet
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak {iretici firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Transkonjugant etkenlerdeki B-laktamaz ve kinolon
direng genleri Tablo 1’de verilen primerler vasitasiyla PZR reaksiyonlar gerceklestirilerek
tespitedildi. PZR reaksiyonlarinda transkonjugant hiicrelere ait izole edilen plazmitler

kalip DNA olarak kullanildu.

Plazmid replikasyon orjini

Transkonjugant hiicrelerdeki plazmitlerin tiplendirilmesi PCR-tabanli replikon tipi
prosediirii kullanilarak gerceklestirildi. Bu metotta var olan 18 ¢ift primer, 5 multipleks ve 3
simpleks PCR kullanilarak, ana uyumsuzluk grubu olan FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-1,, L/M,
N,P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F ve FIIA replikonlar1 tanimlandi (86).

Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic-PCR) Analizi

Calismamizda VIP etkenlerinin genotipik gesitliligini belirlemek icin DNA finger printing
yontemleri arasinda olan rep-PZR analizi kullanilmistir. REP1 ve REP2 primerleri
kullanilarak yapilan PZR reaksiyonu; 50 pL son hacimde 1X Taq DNA polimeraz Buffer,
1,5 mM MgCI2, 200 uM dNTPmix, 10 pmol/ul herbir primerden, 1,5 U Taqg DNA polimeraz
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimina kitle izole ettigimiz genomik DNA’lardan
50 ng/ul olacak sekilde eklendi. PZR programu ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 3 dk,
daha sonra 30 dongii 95°C’de 45 sn., 45°C’de 1 dk., 72°C’de 8 dk. ve son uzama basamagi
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ise 72°C’de 15 dk. olacak sekilde olusturuldu. Yapilan PZR islemi sonrasinda, liriinler %1,5
agaroz jelde DNA ladder ile yiiriitiiliip, olusacak olan bant fragmentleri UV 15181 altinda
goriintiilendi. Her bir bant tiim 6rnekler i¢in var yok seklinde degerlendirilip fasta formatinda
bir matriks hazirlandi. Daha sonra matriks Mega.X programinda UPGAMA kullanilarak

islendi ve dendogramlar olusturuldu.
Multi-Lokus Sekans Tipi (Multi-Locus Sequence Typing-MLST)

Calismamizda gercgeklestirilen MLST analizleri VIP izolatlarmin epidemiyolojik olarak
benzerligini ve diinyanin birgok yerinde salginlara neden olan izolatlar ile iligkisini
belirlemek amaci ile gergeklestirildi. MLST analizleri i¢in VIP izolatlarindan kit ile DNA
izolasyonu gergeklestirildi. K. pneumoniae izolatlar1 i¢cin PubMLST veri bankasinda bulunan
yedi yasamsal gen (rpoB, pgi, mdh, infB, gapA, tonB ve phoE)
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst mlst seqdef&page=profiles), 4. baumannii izolar
i¢in ise yine PubMLST veri bankasinda bulunan yedi yasamsal gen (rplB, gltA, rpoB, pyrG,
fusA, recA ve cpn60) izolatlarin ST tipini belirlemek i¢in PCR yardimi ile ¢ogaltildi
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_seqdef&page=profiles). Calismada
kullanilan genlere 6zgii primerler Tablo 3.1°de verildi. PZR reaksiyonlari; 50 pL son
hacimde 1X Taq Buffer, 1,5 mM MgSO04, 200 uM dNTPmix, 0,3 pmol/ul herbir primerden,
2U Taq DNA polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimina izole edilen
genomik DNA’lardan 50 ng/ul olarak sekilde ilave edildi. PZR programu ilk denetiirasyon
basamagi 95°C’de 3 dk, daha sonra 36 dongii 95°C’de 45 sn., Tm sicakliginda 45 sn.,
72°C’de 1.5 dk. ve son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde olusturuldu. PZR
sonras1 amplifikasyon iiriinleri etidyum bromiir iceren %1°’lik agaroz jel elektrofoerizinde
100 V’da yiiriitiildii ve UV 15181 altinda goriintiilendi. DNA markir ile biiytikliikleri
dogrulanan PCR f{iriinlerinin sekans analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in BMLabosis
firmasia gonderildi. DNA dizin analizlerine gore sekans tipleri (STs) PubMLST mevcut

veri tabani kullanilarak atandi (96).
GenBank Kabul Numaralar

Calismada izole edilen K. pneumoniae izolatlarinin MLST gen sekanslar1 GenBank veri
bankasinda depolanmis ve kayit numaralart alinmistir. Izolatlara ait GenBank Kayit
numaralar1 Tablo 3.3’te verilmistir. Calismada izole edilen A. baumannii izolatlarinin MLST
gen sekanslart GenBank veri bankasinda depolanmis ve kayit numaralari alinmistir.

Izolatlara ait GenBank Kayit numaralar1 Tablo 3.4’te verilmistir.
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Tablo 3.3: K. pneumoniae izolatlarmin GenBank kayit numaralari.

3

S E

§ = tonB rpoB phoE pgi mdh infB gapA
3

o

=

Kp1 PV641531 | PV641509 | PV641487 | PV641465 | PV641443 | PV641421 | PV641399
Kp2 PV641532 | PV641510 | PV641488 | PV641466 | PV641444 | PV641422 | PV641400
Kp3 PV641533 | PV641511 | PV641489 | PV641467 | PV641445 | PV641423 | PV641401
Kp4 PV641534 | PV641512 | PV641490 | PV641468 | PV641446 | PV641424 | PV641402
Kp5 PV641535 | PV641513 | PV641491 | PV641469 | PV641447 | PV641425 | PV641403
Kp6 PV641536 | PV641514 | PV641492 | PV641470 | PV641448 | PV641426 | PV641404
Kp7 PV641537 | PV641515 | PV641493 | PV641471 | PV641449 | PV641427 | PV641405
Kp8 PV641538 | PV641516 | PV641494 | PV641472 | PV641450 | PV641428 | PV641406
Kp9 PV641539 | PV641517 | PV641495 | PV641473 | PV641451 | PV641429 | PV641407
Kp10 PV641540 | PV641518 | PV641496 | PV641474 | PV641452 | PV641430 | PV641408
Kp11 PV641541 | PV641519 | PV641497 | PV641475 | PV641453 | PV641431 | PV641409
Kp12 PV641542 | PV641520 | PV641498 | PV641476 | PV641454 | PV641432 | PV641410
Kp13 PV641543 | PV641521 | PV641499 | PV641477 | PV641455 | PV641433 | PV641411
Kp14 PV641544 | PV641522 | PV641500 | PV641478 | PV641456 | PV641434 | PV641412
Kp15 PV641545 | PV641523 | PV641501 | PV641479 | PV641457 | PV641435 | PV641413
Kple6 PV641546 | PV641524 | PV641502 | PV641480 | PV641458 | PV641436 | PV641414
Kp17 PV641547 | PV641525 | PV641503 | PV641481 | PV641459 | PV641437 | PV641415
Kp18 PV641548 | PV641526 | PV641504 | PV641482 | PV641460 | PV641438 | PV641416
Kp19 PV641549 | PV641527 | PV641505 | PV641483 | PV641461 | PV641439 | PV641417
Kp20 PV641550 | PV641528 | PV641506 | PV641484 | PV641462 | PV641440 | PV641418
Kp21 PV641551 | PV641529 | PV641507 | PV641485 | PV641463 | PV641441 | PV641419
Kp22 PV641552 | PV641530 | PV641508 | PV641486 | PV641464 | PV641442 | PV641420
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Tablo 3.4: A. baumannii izolatlarinin GenBank kayit numaralari.

§ é rplB gltA rpoB pyrG fusA recA cpn60
oE

<

Abl PV641376 | PV641353 | PV641330 | PV641307 | PV641284 | PV641261 | PV641238
Ab2 PV641377 | PV641354 | PV641331 | PV641308 | PV641285 | PV641262 | PV641239
Ab3 PV641378 | PV641355 | PV641332 | PV641309 | PV641286 | PV641263 | PV641240
Ab4 PV641379 | PV641356 | PV641333 | PV641310 | PV641287 | PV641264 | PV641241
AbS PV641380 | PV641357 | PV641334 | PV641311 | PV641288 | PV641265 | PV641242
Ab6 PV641381 | PV641358 | PV641335 | PV641312 | PV641289 | PV641266 | PV641243
Ab7 PV641382 | PV641359 | PV641336 | PV641313 | PV641290 | PV641267 | PV641244
Ab8 PV641383 | PV641360 | PV641337 | PV641314 | PV641291 | PV641268 | PV641245
Ab9 PV641384 | PV641361 | PV641338 | PV641315 | PV641292 | PV641269 | PV641246
Ab10 PV641385 | PV641362 | PV641339 | PV641316 | PV641293 | PV641270 | PV641247
Ab12 PV641386 | PV641363 | PV641340 | PV641317 | PV641294 | PV641271 | PV641248
Ab13 PV641387 | PV641364 | PV641341 | PV641318 | PV641295 | PV641272 | PV641249
Abl14 PV641388 | PV641365 | PV641342 | PV641319 | PV641296 | PV641273 | PV641250
Abl15 PV641389 | PV641366 | PV641343 | PV641320 | PV641297 | PV641274 | PV641251
Ab16 PV641390 | PV641367 | PV641344 | PV641321 | PV641298 | PV641275 | PV641252
Ab17 PV641391 | PV641368 | PV641345 | PV641322 | PV641299 | PV641276 | PV641253
Ab20 PV641392 | PV641369 | PV641346 | PV641323 | PV641300 | PV641277 | PV641254
Ab22 PV641393 | PV641370 | PV641347 | PV641324 | PV641301 | PV641278 | PV641255
Ab23 PV641394 | PV641371 | PV641348 | PV641325 | PV641302 | PV641279 | PV641256
Ab24 PV641395 | PV641372 | PV641349 | PV641326 | PV641303 | PV641280 | PV641257
Ab25 PV641396 | PV641373 | PV641350 | PV641327 | PV641304 | PV641281 | PV641258
Ab27 PV641397 | PV641374 | PV641351 | PV641328 | PV641305 | PV641282 | PV641259
Ab28 PV641398 | PV641375 | PV641352 | PV641329 | PV641306 | PV641283 | PV641260
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4. BULGULAR

Kirsehir Egitim ve Arastirma Hastanesi yogun bakim tinitelerinde 30.11.2022 ve 30.11.2023

tarihleri arasinda 56 tane kiiltiir pozitif ventilator iliskili pndmoni hastas1 bulundu.

4.1. VIP Etkenlerinin Belirlenmesi

Hastalarin 26 (%46,4)’s1 kadin, 30 (%53,6)’u erkek olarak belirlendi. Etkenlerin 28 (%50)’1
A. baumannii, 22 (%42,3)’si K. pneumoniae, 4 (%7,7)’0 P. aureginosa, 1 (%1,9)’1 E. coli

ve 1 (%1,9)’1 E. cloacae olarak belirlendi.

Kirsehir Egitim Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’inda gliserol stoklarda
saklanan etkenler tekrar saflagtirmak i¢cin LB Agar’a ekim yapildiginda etkenlerin 5 tanesi

cogaltilamadi. Tekrar iiretilemeyen 5 etken 4. baumannii suslar olarak belirlendi.

Sonug olarak elimizdeki VIP etkenleri 23 (%45,1)’li A. baumannii, 22 (%43,1)’si K.
pneumoniae, 4 (%7,8)’si P. aureginosa, 1 (%2)’1 E. coli ve 1 (%2)’1 E. cloacae olmak iizere

toplamda 51 adet olarak belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Etkenlerin dagilimi.

Etkenler Sayi(n) Oran (%)
A. baumannii 23 45,1
K. pneumoniae 22 43,1
P. aureginosa 4 7,8
E. coli 1 2
E. cloacae 1 2
Toplam 51 100

Bulunan etkenler cins ve tiir isimlerinin ilk harfleri kullanilarak sayilarina gore 1’den

baslayarak numaralandirildi.

4.2. Etkenlerin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Etkenlerin antibiyogramlar1 Vitek-2 otomatize sistem kullanilarak yapildi. 4. baumannii

etkenlerinin antibiyotik diren¢ dagilimi; pip-tazo, imipenem, meropenem, siprofloksasin,
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gentamisin ve levofloksasin (%100), tmp-sxt (%65,2), tigesiklin (%4,3), amikasin (%61)
olarak belirlenmistir. Kolistin direnci mikrodiliisyon testi sonucu belirlenmis olup etkenlerin

%65,2’s1 direngli bulunmustur.

K. pneumoniae antibiyotik diren¢ dagilimi; ampisilin, pip-tazo, seftriakson, sefiksim,
sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, siprofloksasin, meropenem ve kolistin (%100),
amoklavin, seftazidim, ertapenem, sefepim, aztreonam ve tmp-sxt (%95,5), imipenem

(%86,4), amikasin ve gentamisin (%68,2) olarak bulunmustur.

P. aureginosa antibiyotik direng dagilimi; pip-tazo (%75), seftazidim (%50), sefepim (%50),
siprofloksasin (%75), imipenem (%75), meropenem (%50), amikasin (%25), aztreonam

(%50) ve kolistin (%100) olarak bulunmustur.

E. cloacae susu sefoksitin, kolistin ve amoksisilin/klavulanik asite direngli, pip-tazo, tmp-

sxt, seftazidim, amikasin ve siprofiloksasine kars1 duyarli bulunmustur.

E. coli susu ampisilin, tmp-sxt, pip-tazo, sefuroksim, sefoksitin, seftazidim, seftriakson,
sefepim, aztreonam, ertapenem, siprofloksasin, kolistin ve amoksisilin/klavulanik asite

direngli, imipenem, meropenem ve amikasine duyarli bulunmustur.

4.3. Etkenlerin Antibiyotik Diren¢ Profillerinin Molekiiler Karekterizasyonu

4.3.1.Etkenlerin GSBL Diren¢ Genlerinin incelenmesi

4.3.1.1. A. baumannii Etkenlerinin GSBL Diren¢ Genlerinin Incelenmesi

A. baumannii suslariin GSBL direng genlerinin incelenmesi i¢in blarey, blasuy, blaoxa-1,
blactx-mi1, blacrxasz, blaces, blaves ve blaper direng genlerine bakildi. Bakilan genler
sonucunda toplam 23 tane A. baumannii susunun: 2 (%8,7)’si blarem, ve 23 (%100)’1 blacrx-
mi1 pozitif bulunmustur (Sekil 4.1). Etkenlerin 2 (%8,7)’sinde blarem ve blacrx-mi genleri

birlikte bulunmaktadir.
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Sekil 4.1: A. baumannii GSBL pozitif direng genleri (blazem, blacrx-umi, biaoxa-1).
4.3.1.2. K. pneumoniae Etkenlerinin GSBL Diren¢ Genlerinin Incelenmesi
K. pneumoniae suslarinin GSBL diren¢ genlerinin incelenmesi i¢cin blarem, blasuy, blaoxa-i,
blactx-mi, blactxae, blaces, blayes ve blaper direng genlerine bakildi. Bakilan genler
sonucunda toplam 22 tane K. pneumoniae susunun 21 (%95,4)’1 blares pozitif, 22 (%100)’si
blasuypozitif, 22 (%100)’si blacrx-ui pozitif, 20 (%91)’1 blaoxa-1 pozitif bulunmustur (Sekil
4.2). Etkenlerin 19 (%86,4) unda blareum, blasuyv, blacrx-mi ve blaoxa-1,22 (%100)’sinde blasuy

ve blacrx-mi genleri ayn1 anda pozitif olarak bulunmustur.

Sekil 4.2: K. pneumoniae GSBL pozitif direng genleri (blarey, blasuy, blacrymi, blaoxa-i).
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4.3.1.3. P. aureginosa Etkenlerinin GSBL Diren¢ Genlerinin incelenmesi

P. aureginosa suslarmin GSBL direng genlerinin incelenmesi i¢in blarem, blasuy, blaoxa-1,
blacrx-mi, blacrx-mz, blaces, blaves ve blaper direng genlerine bakildi. Bakilan genler
sonucunda toplam 4 tane P. aureginosa susunun: 1 (%25)’1 blarem ve 4 (%100)0 blacrx-mi

pozitif bulunmustur (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: P. aureginosa GSBL pozitif direng genleri (blazem, blacrx-ui).
4.3.1.4. E. cloacae Etkenlerinin GSBL Direnc Genlerinin incelenmesi

E. cloacae susunun GSBL direng genlerinin incelenmesi i¢in blarem, blasuy, blaoxa-1, blacrx-
ui, blacrx-mz, blacges, blaves ve blaper direng genlerine bakildi. Bakilan genler sonucunda E.

cloacae susunda: blaoya-1 ve blacrx-mi genleri pozitif olarak bulunmustur (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: E. Cloacae GSBL pozitif direng genleri (blaoxe-1, blacrymi).

4.3.1.5. E. coli Etkenlerinin GSBL Diren¢ Genlerinin incelenmesi

E. coli susunun GSBL direng genlerinin incelenmesi i¢in blarem, blasuy, blaoxa-1, blactx-ui,
blacrx-m, blaces, blayes ve blapgr direng genlerine bakildi. Bakilan genler sonucunda E. coli

susunda: blaoxa-1, blaCTX u1, blarem ve blacrx-mz genleri pozitif olarak bulunmustur (Resim
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4.5).

Sekil 4.5: E. coli GSBL pozitif direng genleri (bliaov-1, blaCTX u1, blarev ve blacrx.uz).

4.3.2.Etkenlerin Karbapenem Diren¢ Genlerinin Incelenmesi

4.3.2.1. A. baumannii Etkenlerinin Karbapenem Diren¢ Genlerinin Incelenmesi

A. baumanni suslarimin Karbapenem diren¢ genlerinin incelenmesi i¢in blamp, blaviy,
blanpm.1, blakpc, blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-si, blaoxa-s0 ve blaoxa-ss direng genlerine bakildi.
Bakilan genler sonucunda toplam 24 tane A. baumanni susunun: 23 (%100)’0 blaoxa-si
pozitif, 22 (%96)’si blaox-23 pozitif ve 1 (%4,2)’1 blaoxa-40 pozitif bulunmustur (Resim 4.6).
Etkenlerin 1 (%4,2)’inde blaoxa-si ve blaoxa-a0, 22 (%96)’sinde ise blaoxa-23 ve blaoxa-si

genlerinin ayn1 anda bulundugu tespit edilmistir.

Sekil 4.6: A. baumannii Karbapenem pozitif direng genleri (blaoxa.23, blaoxs-4).
4.3.2.2. K. pneumoniae Etkenlerinin Karbapenem Diren¢ Genlerinin incelenmesi
K. pneumoniae suslarmin Karbapenem diren¢ genlerinin incelenmesi i¢in blamp, blayiu,

blanpur-1, blakpc, blaoxa-4s, blaoxa-23, blaoxa-si, blaoxa-40 ve blaoxa-ss direng genlerine bakildi.
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Bakilan genler sonucunda toplam 22 tane K. pneumoniae susunun: 18 (%81,8)’1 blaoxa-4s
pozitif, 2 (%9,1)’si blanpu-; pozitif bulunmustur (Resim 4.7). Etkenlerin 2 (%9,1)’sinin

blanpm-1 ve blaoxa-4s genlerini ayn1 anda tasidig tespit edilmistir.

Sekil 4.7: K. pneumoniae Karbapenem pozitif direng genleri (blaoxs-4s, blanp.i).
4.3.2.3. P aureginosa etkenlerinin Karbapenem Diren¢ Genlerinin incelenemesi

P. aureginosa suslarinin Karbapenem diren¢ genlerinin incelenmesi i¢in blamp, blayiu,
blanpm-1, blakpc, blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-si, blaoxa-s0 ve blaoxa-ss direng genlerine bakildi.
Bakilan genler sonucunda toplam 4 tane P. aureginosa susunun hepsi blaoxa-23 ve blaoxa-si

geni pozitif olarak bulunmustur (Resim 4.8).

Sekil 4.8: P. aureginosa Karbapenem pozitif direng genleri (blaoxa-23 blaoxa-si).

4.3.2.4. E. coli Etkenlerinin Karbapenem Diren¢ Genlerinin incelenmesi

E. coli susunda Karbapenem direng genlerinin incelenmesi igin blamp, blaviv, blanpu.i,
blakpc, blaoxa-4s, blaoxa-23, blaoxa-si, blaoxa-40 ve blaoxa-ss direng genlerine bakildi. Bakilan

genler sonucunda E. coli susunda sadece blaoxa-4s geni pozitif bulunmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: E. coli etkeninde Karbapenem pozitif direng genleri (blaoxa.4s).

Etkenlerimizde kolistin ve pAMPc diren¢ genleri tespit edilememistir. Bu durum
antibiyotiklere kars1 gelisen direncin plazmid aracili degil kromozomal olarak gelistigini

diistindlirmiistiir.

Yaptigimiz calismada etkenlerimizin sahip oldugu direng¢ genlerinin dagilimi tablo seklinde
verilmigtir (Tablo 4.2., 4.3., 4.4.). A. baumannii etkenlerinin 1’inde blarem, blacrxm-i,
blaoxuaso ve blaoxasi, 1’inde blacrxu-1, blaoxas, blaox42s ve blaoxasi, 2°sinde blarewm, blacrxu-
1, blaox42s ve blaoxasi, 23’tUinde ise blacrx-1, blaoxaz2s ve blaoxss; genlerinin ayni anda
bulundugu tespit edilmistir. K. pneumoniae etkenlerinin 18’inde blareum, blasyv, blacrxu-1 ve
blaoxass genlerinin ayni anda bulundugu tespit edilmistir. P. aureginosa etkenlerinin ise
I’inde blarem, blacrxm-1, blaoxazs ve blaoxasi, 3’tinde de blacrxum-1, blaoxa2s ve blaoxasi

genleri ayni anda bulundugu tespit edilmistir.

45



Tablo 4.2: A. baumannii direng genleri dagilimi.
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Tablo 4.3: K. pneumoniae direng genleri dagilimi.
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Tablo 4.4: P. aureginosa, E. coli ve E. cloacae direng genleri dagilimi.
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4.4. Etkenlerin Aktarilabilir Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

VIP etkenlerinde tespit edilen direng genlerinin konjugatif plazmitler iizerinde olup olmadig1
konjugasyon deneyi ile tespit edilmistir. Tiim etkenlerde konjugasyon testleri yapilarak
transkonjugant etkenlerler belirlendi. Toplam 51 6rnekten 9 (%17,6) izolat transkonjugant
olarak belirlendi. Bu etkenler; Kp2, Kp4, Kp6, Kp8, Kpl11, Kp12, Kp13, Kp17, Kp20 olarak
belirlendi. Bulunan bu etkenlerde pozitif olan direng¢ genlerinin konjugatif plazmitlerde yer

alip almadigi belirlendi.

Konjugasyon deneyleri sonucunda 22 K. pneumoniae izolatinin 9 (%41) unun (Kp2, Kp4,

Kp6, Kp8, Kpl11, Kp12, Kp13, Kpl17, Kp20) konjugatif bir plazmit igerdigi tespit edilmistir.

Transkonjugant E. coli DH5a hiicresine konjugatif plazmit iceren TcKp2, TcKp4, TcKp6,
TcKpll ve TcKpl3 etkenleri tarafindan blacrx-mi, blaoxa-4s ve blarey, genleri aktarilmistir.
Transkonjugant hiicreye ana hiicrede goriilen antibiyotik direnglerinin aynen aktarildig

tespit edilmistir.

Transkonjugant E. coli DH5a hiicresine konjugatif plazmit iceren TcKp8 ve TcKpl2
etkenleri tarafindan blacrxmi, blaoxass, blarem, blaoxs-r genleri  aktarilmistir.
Transkonjugant hiicreye ana hiicrede goriilen antibiyotik direnglerinin aynen aktarildig:

tespit edilmistir.

Transkonjugant E. coli DH5a hiicresine konjugatif plazmit iceren TcKp17 etkeni tarafindan
blaoxu-4s, blatem, blanpy-1 genleri aktarilmistir. Transkonjugant hiicreye ana hiicrede goriilen

antibiyotik direnglerinin aynen aktarildigi tespit edilmistir.
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Transkonjugant E. coli DH5a hiicresine konjugatif plazmit iceren TcKp20 etkeni tarafindan
blacrx-mi, blaoxa-ss, blarey, blanpy.; genleri aktarilmistir. Transkonjugant hiicreye ana

hiicrede goriilen antibiyotik direng¢lerinin aynen aktarildigi tespit edilmistir.

4.5. Etkenlerin Plazmit Replikasyon Orjiini

Plazmid replikasyon orjini deneyleri sonucu konjugatif plazmidler belirlenmistir.
Transkonjugant suglara bakildiginda 7 etkenin (Tckp2, TcKp4, TcKp6, TcKpS8, TcKpll,
TcKpl2 ve TcKpl3) sadece K tipi konjugatif plazmidi belirlenmis olup, TcKp8 ve TcKp12
etkenlerinin (blaoxa-4s, blacrx-mi, blaoxa-1, blarem); Tckp2, TcKp4, TcKp6, TcKpll ve
TcKp13 etkenlerinin ise (blaox-4s, blacrx-mi, blarem) direng genlerini tagidigi belirlenmistir.
TcKpl7 6rneginde ise F ve K tipi konjugatif plazmidleri tespit edilmis (blaoxa-4s, blareyve
blanpyr1) genlerini tagidigi belirlenmistir. TcKp20 transkonjugant susunda F ve K olmak
tizere 2 adet konjugatif plazmid belirlenmis olup (blacrx-mi, blanpm-1, blaoxa-4s, blaoxs-23 ve

blaoxa-s51) direng genlerini tlizerinde tasidig: tespit edilmistir.

PLAZMID REPL iKASYON 3 : e
ORIJINI PLAZMID REPLIKASYON ORJINI

F GEN K GEN

Kpl7 Ab26

Kp2 Kpd Kp6 Kp8 Kpll Kpl2 Kpl3 Kpl7 Ab26

Sekil 4.10: Plazmit replikasyon orjini F ve K gen goriiniitiisii.

4.6. Etkenlerin MLST Analizleri

Yapilan MLST deneyleri sonucunda K. pneumoniae etkeninde 5 farkli Strain type (ST)
belirlenmistir. 22 tane K. pneumoniae etkeninin 15’1 ST2096, 3’1 ST45, 2°s1 ST437 ve 1’er
izolatta ST14, ST1128 olarak belirlenmistir. A. baumannii’de ise 23 etkenin 1’1 ST78 ve
22’si ise ST2 olarak belirlenmistir. P. aureginosa, E. coli ve E. cloacae etkenlerinde ise

sayilar1 az oldugu icim MLST analizi yapilmamustir.
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4.7. Etkenlerin Rep-PCR Analizleri

Yapilan rep-PCR analizleri sonucunda K. pneumoniae ve A. baumannii izolatlarinin

filogenetik dagilimi sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.11: K. pneumoniae izolatlarimin dendogram gdsterimi.

K. pneumoniae etkenleri toplamda 4 gruba ayrilmustir. 1. grupta 15 K. pneumoniae etkeni
bulunurken, etkenlerin hepsinin ST2096 klonu oldugu belirlenmistir. 2. grupta toplam 3
etken bulunurken, etkenlerin 2 (Kp17 ve Kp20)’si ST 437, 1 (ST)’ 1 ise ST14 klonu olarak
tespit edilmistir. 3. grupta 3 etken bulunurken, etkenlerin hepsi ST45 klonu olarak tespit
edilmigstir. 4. Grupta ise tek etken ST1128 klonu olarak belirlenmistir.

A. baumannii etkenleri toplamda 3 gruba ayrilmistir. 1. grupta 15 A. baumannii etkeni
bulunurken, etkenlerin hepsinin ST2 klonu oldugu belirlenmistir. 2. grupta toplam 7 etken
bulunurken, etkenlerin hepsi ST2 klonu olarak tespit edilmistir. 3. grupta ise tek etken ST78

klonu olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.12: A. baumannii izolatlarinin dendogram gdsterimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

VIP YBU’lerde énemli morbidite, mortalite ve hasta bakim maliyetlerinin artmasina yol
agmaktadir. VIP etkenleri hastaneler arasinda farklilik gosterdigi gibi ayn1 hastanenin farkli
YBU’leri arasinda da farklilik gosterebilmektedir. VIP hizlari; yatan hasta profili, fiziksel
ortam kosullari, personel sayist ve egitim durumu, uygulanan tedavi protokollerinin ve
invaziv girisimlerin fazlalig1 ile enfeksiyon kontrol 6nlemlerine uyum gibi faktorlere bagh

olarak degiskenlik gostermektedir.

Ulkemizde gerceklestirilen arastirmalarda VIP etkeni olarak Gram negatif bakterilerde A.
baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve E. cloacae 6ne ¢ikarken, gram-pozitif
bakterilerde ise S. aureus dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢alismalarin bazilarinda 4. baumannii 6n
plana cikarken bazilarinda da P. aeruginosa 6n plana ¢ikmaktadir (35, 36, 97). 137 VIP
etkeninin incelendigi bir c¢alismada etkenlerin %67,2’si 4. baumannii, %16,8’1 K.
pneumoniae ve %13,6’s1 P. aeruginosa olarak belirtilmistir (98). Ulkemizde yapilan bir
calismada VIP etkenleri degerlendirilmis ve A. baumannii %61,4, Pseudomonas spp. %17,
K. pneumoniae %5,8 olarak belirtilmistir (99). Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer
sekilde VIP etkeni olarak gram-negatif mikroorganizmalar izole edilmistir. En stk Gram-
negatif etken olarak 4. baumannii izole edilirken, bunu K. pneumoniae ve P. aeruginosa

1zlemistir.

Toplumdan ve 6zellikle hastaneden izole edilen Gram negatif bakterilerde 6zellikle genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin artmasi ile antibakteriyel ilaglara karsi artan direng,
tiim diinyada en 6nemli saglik sorunlarindan bir tanesi haline gelmistir. A. baumannii genis
spektrumlu antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi ve invaziv islemlerin daha sik
uygulanmasi ile hastane ortaminda, VIP etkeni olarak sik izole edilen bakterilerden biri
haline gelmistir (100). Hayakawa ve ark. [98] 4. baumannii etkenlerinin antibiyotik direng
dagilimi; meropenem (%96,5), tmp-sxt (%64,7), amikasin (%91,8), gentamisin (%96,5) ve
levofloksasin (%98,8) olarak belirtilmis kolistin ise biitlin etkenlerde duyarli bulunmustur.
Sangale ve ark. [101] A. baumannii etkenlerinin antibiyotik direng dagilimi; pip-tazo (%91),
imipenem (%97), meropenem (%97), siprofloksasin (%96), amikasin (%94), gentamisin
(%90) olarak belirtilmis, kolistin ise biitiin etkenlerde duyarli bulunmustur. Toks6z ve ark.
[12] calismalarinda 4. baumannii etkenlerinin antibiyotik direng dagilimi; pip-tazo (%100),
imipenem (%100), meropenem (%100), tmp-sxt (%71), siprofloksasin (%96), amikasin

52



(%90), gentamisin (%96) ve levofloksasin (%100) olarak belirtilmistir. Bizim ¢calismamizda
ise literatiire benzer sekilde, A. baumannii etkenlerinin antibiyotik diren¢ dagilimi; pip-tazo,
imipenem, meropenem, siprofloksasin, gentamisin ve levofloksasin (%100), tmp-sxt
(%65,2), tigesiklin (%4,3), amikasin (%61) olarak belirlenmistir. Kolistin direnci
mikrodiliisyon testi sonucu belirlenmis olup etkenlerin %65,2°s1 direngli bulunmustur.
Hastanemiz i¢in hala baz1 antibiyotiklerin kullanilabilir olmas1 iyi gibi goriinse de kolistin
direncinin literatiiriin tersine ¢ok yiiksek bulunmasi yakin zamanda A4. baumannii

enfeksiyonlarinda tedavi olanaginin daha da zorlasacagi goriinmektedir.

Hastanelerde, CID ve XDR A. baumannii klonlarmin kontroliinii saglamak icin ¢apraz
bulaslarin engellenmesi ve salginlarin zamaninda dogru bir sekilde tanimlanarak kaynaginin
belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla, klonal benzerligi tanimlayabilen
molekiiler epidemiyolojik analiz yontemlerinin kullanilmasi gereklidir. 4. baumannii,
antimikrobiyal ila¢ direncine yol acan diren¢ genlerini tagiyan mobil genetik elementleri
(plazmid vb.) edinmede oldukca yeteneklidir. Bu 6zellik, CID ve XDR’ye yol agmaktadir
(102). Calismamizda 4. baumannii etkenlerindeki direng genleri incelenmis, toplam 23 tane
A. baumannii sugunun: 2 (%8,7)’si blarem ve 23 (%100)’0 blacrx-mi pozitif bulunmustur.
Etkenlerin 2 (%8,4)’sinde blareym ve blacrx-mi genleri birlikte bulunmustur. Jawaheri [102]
29 klinik A. baumannii izolatinda %68,9 blaces, %55,1 blasuy, %34,4 blacrx-m2 ve %31
blarem geni tespit edildigi belirtilmistir. Coskun ve ark. [103] 96 A. baumannii etkenini
inceledikleri¢alismalarinda, etkenlerin sadece %2’sinde blarem geni pozitif bulunurken;
blasuv, blacrxmi-2, blaper, blayves ve blaces genlerinin higbir etkende tespit edilmedigi
belirtilmistir. Ali ve ark. [104] 36 A. baumannii etkenini inceledikleri ¢alismalarinda blarem
geni %100, blages %13,8 pozitif olarak belirtilmistir. Jafari ve ark. [105] ¢alismalarinda 129
A. baumannii etkeni incelemis ve blaper, blayes, blacrx -m direng genlerini sirasiyla %32,40,
%16,66, %31,48 pozitif bulduklarim belirtmislerdir. Ulkemizde (2016) yapilan ¢ok merkezli
bir ¢calismada 519 A. baumanni incelenmis ve GSBL direng genleri; blarem %55.9, blasuy
%7,7, blactx-m1 %8,1, blactx-m2 %12,1 ve blaces %1,5 pozitif olarak belirtilmistir (106).
Kostakoglu ve ark. [107] 86 A. baumannii etkenini inceledikleri ¢alismalarinda, blarewm,
blasuv, blacrx-mi, blacrxm genlerini sirasiyla %70,9, %2,3, %4,7, %7,0 pozitif olarak
belirtmislerdir. Ambler Siif A (blaper, blaves ve blaces) GSBL enzimleri, A. baumannii
gibi etkenlerde giderek yayginlagmaktadir (108). Aztreonam ve seftazidime kars1 direngten
sorumlu blaces tipt GSBL'ler, 4. baumannii'de 2010 yilindan itibaren arttig1 tespit edilmistir
(109). 1995’ten beri, Asya, Avrupa, Giiney Amerika ve ABD harici Kuzey Amerika gibi
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diinyanin énemli bir kisminda blacrx-um tipinin hizla yayildig: bildirilmektedir (110). GSBL
tireten A. baumannii izolatlarinda blacrx-m, blarem ve blasyy genlerinin varlig, penisilin,
genis spektrumlu sefalosporin ve aztreonamlara direng ile iliskilidir (106). GSBL iireten A.
baumannii 1zolatlarinda 40’tan fazla direng¢ geni bulunur ve bu suslar genetik degiskenligi
olan etkenlerdir. Bu 6zellikler bakteriye, antibiyotik baskisi devam ettigi siirece ¢esitli direng
mekanizmalarindan faydalanma yetenegi vermekte ve ayni izolatta birka¢ direng

mekanizmasi gelisebilmektedir.

A. baumannii'min karbapenem direncindeki en 6nemli mekanizma, karbapenemleri hidrolize
edebilen B-laktamaz enzimlerinin tiretilmesidir. OXA Tipi karbapenemazlar ve MBL’ler 4.
baumannii'de en sik rastlanan karbapenemaz tiirleridir (111). Dogal OXA-51 benzeri
enzimler, A. baumannii igin genotipik bir belirtectir (112). Nowak ve ark. [113] yaptiklar
caligmada Ispanya, Italya ve Yunanistan’dan toplanan 65 A. baumannii izolatinm %80’
blaoxu-23, %4,6’s1 blaoxa-40, %1,5°1 blaoxa-ss ve %1,5’inin blaoxs-23 ve blaoxa-ss’1 birlikte
pozitif olarak saptandigi belirtilmistir. Correa ve ark. [114] 2008-2010 yillar1 arasinda
Kolombiya’da 14 hastaneden izole edilen 121 karbapenem diren¢li 4. baumannii izolat
degerlendirilmis, 118 izolat blaox-s1 ve blaoxs-2; pozitif, 3 izolat ise yalniz blaoxa-s; pozitif
olarak tespit edildigi belirtilmistir. Nazari ve ark. [115] yaptiklar1 ¢alismada 108 A.
baumannii etkeninin hepsi blaoxs.s; geni tasirken %79,38’1 blayms genini tasidiklari
belirtilmistir. Telli ve ark. [116] karbapenem direngli 42 A. baumanni susunu inceledikleri
calismalarinda suslarin 18’inde (%42) blaoxa-23, 5’ inde (%12) blaoxa-ss direng geni pozitif
bulunurken, blaoxs-24 direng genine sahip sus bulunmamaistir. Tim A. baumannii suslarinda
dogal olarak bulunan blaoxa-5: direng geni bulunmustur. Diger karbapenemaz enzimlerinden
blamp, blayns ve blanparr higbir susta bulunmadigi belirtilmistir. Goézalan ve ark. [117] 112
karbapenem direncli 4. baumannii susunu inceledikleri ¢alismalarinda, izolatlarin tiimiinde
blaoxa-s1 ve blaoxs-23 genlerinin tespit edildigi belirtilmistir. Calisilan diger antibiyotik
direng genleri blaoxa-4s, blaoxa-ss, blamp, blayis ve blanpys.i tespit edilememistir. Ulkemizde
MBL (blayms, blamp, blanpy) enzimlerinin aragtirildigl ¢alismalarda, Asgin ve ark. (2019)
A. baumannii etkenlerinin %14,5’inde blayiy geni tespit edildigini belirtmislerdir (118).
MBL’lerin karbapenemlere kars1 hidrolitik aktiviteleri OXA tipine gére 100-1000 kat daha
giiclii olsa da A. baumannii’de daha az siklikta ve daha ¢ok sporadik olarak rastlanmaktadir
(119, 120). OXA tip1 direng genglerinin dagiliminda farkli cografi bolgelere ve yillar icinde
degisiklikler goriilmektedir. Akdeniz iilkelerinde; 2009'dan 6nce blaoxu-ss geni A. baumannii

izolatlar1 arasinda daha yaygin iken 2009 yilindan sonra blaox4-23 geni; Cezayir, Hirvatistan,
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Misir, Fransa, Yunanistan, italya, Israil, Ispanya, Tunus ve Tiirkiye gibi bircok iilkede daha
yaygin hale gelmistir. Bu degisimin sebebi karbapenem direncinin yatay gen transferi ile
kazanilmas1 ve/veya blaoxs-23’lin daha yiiksek karbapenemaz aktivitesi gostermesine
baglanmistir (119). Bizim ¢alismamizda ise toplam 23 tane A. baumannii susunun: 23
(%100)’10 blaoxa-si1, 22 (%96)’st blaoxa-2z ve 1 (%4,3)’1 blaoxa-40 pozitif bulunmus ve
etkenlerin 1 (%4,2)’1 blaoxa-s1, blaoxa-40ve 23 (%96) 1 blaoxa-s1, blaoxa-23 genlerini ayni anda
tagidiklar tespit edilmistir. Bu durum etkenlerimizin direng 6zelliklerinin ve viriilansinin
fazla oldugunu gostermektedir. Caligmamizda bulunan sonuglar literatiirle benzerlik

gostermektedir.

Genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanim1 sonucunda artan direngli infeksiyonlar
nedeniyle, tedavide seceneksizlik kolistin kullanimini yayginlagtirmistir. Kolistin direncini
saglayan temel unsur ise LPS yapilarindaki mutasyonlardir (112). Duman ve Tekerekoglu
[121] calismalarinda 97 A. baumanni incelemis, ¢calisilan A. baumannii izolatlarinin 8 (%8,2)
’1 kolistin direngli, 89 (%91,8) ’u duyarli saptanmis olup etkenlerin hig¢birinde mcrl-5
genleri tespit edilemedigi belirtilmistir. Al-Kadmy ve ark. [122] 121 4. baumannii etkenini
iceledikleri ¢alismalarinda etkenlerin %76’s1 kolistin direngli ve etkenlerde mcr-1, mer-2
ve mcr-3 genleri sirastyla %73,5, %64,5 ve %67,8 pozitif olarak belirtilmistir. D’Onofrio
ve ark. [123] calismalarinda kolistin direngli 8 4. baumannii etkeninde mcri-8 genleri
arastirllmis ve higbir etkende direng genleri tespit edilmedigi belirtilmistir. A.
baumannii’deki kolistin direncinin plazmid iizerindeki mcr-1 geni ile gelistigi Italya, Irak ve
Pakistanda yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (124-126). Mcr-2, mcr-3, ve mcr-4 genleri ise
yine Irak’ta yapilan bir ¢alismada tespit edilmistir. Mcr-4.3 geni ise Brezilya, Cin ve Cek
Cumhuriyeti'ndeki A. baumannii suslarinda bulunmustur (127-130). Calismamizda toplam
23 tane A. baumannii susunda kolistin diren¢ genleri tespit edilememistir. Bu durum

etkenlerimizdeki kolistin direncinin kromozomal olarak gelistigini diisiindiirmiistir.

Literatiire bakildiginda, K. pneumoniae'da gesitli antibiyotik siniflarina kars1 yiiksek oranda
direng bulunmaktadir. Bu durum diinyada énemli bir halk saglig: tehdidi olarak yakindan
takip edilmektedir (51). Sangale ve ark. [101] calismalarinda K. preumoniae antibiyotik
direng dagilimi; pip-tazo (%74), seftazidim (%81), sefepim (%71), ertapenem (%94,73),
meropenem (%47), imipenem (%49), kolistin (%1), amikasin (%45), siprofloksasin (%74)
ve gentamisin (%60) olarak belirtilmistir. Demircan ve ark. [131] calismalarinda K.
pneumoniae antibiyotik diren¢ dagilimi; GSBL (%81), karbapenem direnci (%30,5) ve
kolistin direnci (%38,9) olarak belirtilmistir. Tokséz ve ark. [12] c¢alismalarinda K.
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pneumoniae antibiyotik diren¢ dagilimi; ampisilin (%54), pip-tazo (%33), sefuroksim
(%15), seftriakson (%]15), sefepim (%31), aztreonam (%3 1), meropenem (%100), imipenem
(%100), amikasin (%42,1), siprofloksasin (%100), tmp-sxt (%94,73), sefoksitin (%42,1),
gentamisin (%]15), levofloksasin (%100), olarak belirtilmistir. Arici ve ark. [132]
calismalarinda VIP etkeni karbapenem direngli K. pneumoniae direng dagilimi; amoksisilin-
klavulanat, seftriakson, seftazidim, sefepim, pip-tazo (%100), gentamisin, amikasin
(%77,8), siprofloksasin (%94,4) olarak belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda ise K.
pneumoniae antibiyotik diren¢ dagilimi; ampisilin, pip-tazo, seftriakson, sefiksim,
sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, siprofloksasin, meropenem ve kolistin (%100),
amoklavin, seftazidim, ertapenem, sefepim, aztreonam ve tmp-sxt (%95,5), imipenem
(%86,4), amikasin ve gentamisin (%68,2) olarak bulunmustur. Sonuglar litaratiire benzerlik
gosterse de kolistin direncinin %100 olmasi 6nemlidir. Artan direng spektrumu ile kolistin

direncinin de yiiksek olmasi tedavi seceneklerini kisitlayacagi anlagilmaktadir.

K. pneumoniae'da GSBL iiretimi oldukga yaygindir. Literatiire bakildiginda; Effah ve ark.
[133] calismalarinda GSBL direng dagilimi blacrxari (%41,9), blasmy-11 (%41,8), blatem
(%39,5) olarak belirtilmistir. Ballen ve ark. [134] yaptiklar1 ¢alismada K. pneumoniae
etkenlerinin %85.45°1 blasuy.1 %78.95°1 blacrx-mi, ve %71.93’1 blarem-; genini tasidigin
tespit etmislerdir (134). Deniz ve ark. [135] 14 K. pneumoniae susunu inceledikleri
caligmalarinda etkenlerin 9’unda blacrx-m, 7°sinde blasyy ve 6’sinda blarpym direng geni
belirlenmistir. Diinya genelinde pip-tazo direncinin gelismesinden sorumlu oldugu tespit
edilen blaoxs-1 geni, Manuel ve ark. [136] yaptiklar1 ¢alismada E. coli ve K. pneumoniae
etkenlerinde arastirilmis etkenlerin %41°’1 pozitif olarak tespit edilmistir. Bizim
calismamizda ise bakilan genler sonucunda etkenlerin 22 (%100)’si blasuy ve blacrx-mi
pozitif, 21 (%95,4)’1 ise blaoxs-1 pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan GSBL direng
genlerinin neredeyse etkenlerin hepsinde ayni1 anda bulunuyor olmasi etkenlerimizin direng

profilinin ¢ok gii¢lii oldugunu gostermektedir.

K. pneumoniae'da artan direng fenotipi, 6zellikle karbapenem direnci, farkli karbapenemaz
genlerinin yayginligi ile dnemli bir sorundur. Ballen ve ark. [134] yaptiklar1 calismada K.
pneumoniae etkenlerinin 10 (%18)’unda blaoxa4s direng geni tespit ettiklerini belirtmislerdir.
Telli [137] calismasinda tek bir direng genine sahip suslarin sayisi blaoxa-4s, blanpm, blakpc
ve blayy sirastyla, 113 (%38,8), 32 (%11), 7 (%2,4) ve 5 (%]1,7) olarak bulunmustur. Birden
fazla diren¢ genine sahip suslarin dagilimi; blaoxa-as + blanpm, 123 (%42,3), blaoxs-4s +

blakpc iki adet, blaoxs-4s + blayns bir adet, blanpy + blakpc bir adet, blanpar + blamp bir adet
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olarak belirtilmistir. Davarci ve ark. [138] 64 karbapenem direngli K. pneumoniae susunu
inceledikleri ¢alismada 45°inde blaoxa-4s, 26 'sinda blanpys.1, birinde blakpc ve birinde blayiu.
; geni saptamiglardir. Effah ve ark. [133] calismalarinda karbapenem direng dagilim1 blakpc-
2(%]14,6) ve blanpm-1(%6,7) olarak belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ise toplam 22 tane K.
pneumoniae susunun: 18 (%81,8)’1 blaoxa-4s ve 2 (%9,1)’si blanp; pozitif bulunmustur.
Blanpy.1 geni tagiyan etkenlerin ayn1 zamanda blaoxu-4s genini tasidiklar: tespit edilmistir.
Blaoxu-4s geninin lilkemize 6zgii bir gen olmasi ve blanpu-1 geninin ise artik kiiresel bir gen
olup iilkemizdeki calismalarda gdsterilse de hala diisiik oranlarda bulunmasi literatiiri

destekler niteliktedir.

K. pneumoniae'da kolistin direnci 6nemli bir sorundur ve bu direncin gelisiminde LPS
yapisindaki degisikliklere neden olan kromozomal mutasyonlar (6zellikle pmrB ve mgrB
genlerinde) rol oynamaktadir. Karbapenem direngli suslarda kolistin direncinin artmasi
tedavi segeneklerini daha da kisitlamaktadir (139). Sar1 ve ark. [139] 217 K. pneumoniae
etkeninde mcr-1 ve mcr-2 geni arastirmis, etkenlerin hepsinin bu genler agisindan negatif
oldugunu belirtmislerdir. Siiziik Yildiz ve ark. [140] yilindaki ¢¢alismalarinda E. coli ve K.
pneumoniae etkenleri incelenmis mcrl-8 genlerine bakilmis ama etkenlerin hepsi negatif
olarak belirtilmistir. Gharaibeh ve ark. [141] yaptiklar1 calismada 179 K. pneumoniae
etkeninin incelendigi calismada kolistin direnci %49,7 olarak bulunmus ve sadece 1
tanesinde mcr-1 geni tespit edildigi belirtilmistir. Bizim calismamizda K. pneumoniae
suslarinin kolistin diren¢ genlerinin incelenmesi igin mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5
direng genlerine bakildi. Bakilan genler sonucunda toplam 22 tane K. pneumoniae susunda
kolistin genleri tespit edilememistir. Etkenlerin hepsinin kolistin direngli olmas1 ve kolistin

direng genlerinin tespit edilememesi direncin kromozomal yolla gelistigini diistindiirmiistiir.

P. aeruginosa, karbapenemler basta olmak {lizere birgok antibiyotik sinifina karst énemli
diizeyde direng gostermektedir. Ozellikle MBL iiretimi karbapenem direncinin yaygin bir
mekanizmasidir. MDR  P. aeruginosa suslarinin varligi, enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirmakta ve yeni tedavi stratejilerine olan ihtiyaci artirmaktadir. Hayakawa ve ark. [98]
calismalarinda P. aureginosa etkenlerinin antibiyotik diren¢ dagilimi; seftazidim (%47,6),
sefepim (%47,6), aztreonam (%61,9), meropenem (%61,9), gentamisin (%57,1), amikasin
(%47,6), levotloksasin (%52,4) olarak belirtilmistir. Kolistin ise %100 duyarli olarak
belirtilmistir. Arict ve ark. [132] calismalarinda VIP etkeni karbapenem direncli P.
aureginosa diren¢ dagilimi; seftazidim, sefepim, pip-tazo (%100), amikasin (%95,5),

ciprofloksasin (%54,5) olarak belirtilmistir. Toks6z ve ark. [12] ¢alismalarinda gentamisin
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(%80), amikasin (%20), ciprofloksaisin (%40), pip-tazo (%90), aztreonam (%70), sefepim
(%80), imipenem (%80), meropenem (%70), levofloksasin (%70) ve seftazidim (%40)
olarak belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ise P. aureginosa antibiyotik direng¢ dagilimi; , pip-
tazo (%71,42), seftazidim (%57,14), sefepim (%57,14), siprofloksasin (%71,42), imipenem
(%71,42), meropenem (%57,14), amikasin (%14,28), aztreonam (%42,85), levofloksasin
(%14,28) ve kolistin (%100) olarak bulunmustur. Kolistin direncinin %100 bulunmasi ve
diger antibiyotiklere kars1 artan diren¢ oranlar1 P. aureginosa tedavisi i¢in segenekleri

azaltmaktadir.

P. aeruginosa, hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir firsat¢1 patojen olup, GSBL iireten
suslari ciddi tedavi zorluklari olusturmaktadir (142). Souza ve ark. [143] calismalarinda 28
P. aureginosa etkeninde blarey %11 (3/28), ve blasuv %7 (2/28). Blagess, blactx-m
genlerinin ise tespit edilemedigini belirtmislerdir. Laudy ve ark. [144] 110 GSBL direncli P.
aureginosa inceledikleri ¢alismalarinda 69 blayep, 13 blaces, blaoxa-> ve 6 blaoxa-10 geni
pozitif olarak belirtilmistir. Peymani ve ark. [145] calismalarinda 75 GSBL pozitif izolatta,
blares-1 (%26,7), blacrxm-1s (%17,3), blasuv.i (%6) ve blasuv-i2 (%4) pozitif olarak
belirtilmistir. Amirkamali ve ark. [146] 75 GSBL P. aureginosa inceledikleri ¢aligmada,
%37,3 blaoxs-1, %32 blaoxs-4, %16 blages ve %13,3 blayesp genleri pozitif olarak
belirtilmistir. Copur ve ark. [147] 70 tane P. aureginosa susunu inceledikleri ¢aligmalarinda
izolatlarin 18 (%25,71)’inde blayes ve blaper genleri pozitif olarak belirtilmistir. Sales ve
ark. [148] ¢alismalarinda 110 P. aureginosa incelenmis ve GSBL direng genleri; blacrx-mi
(%27,27), blacrx-m2 (%23,63) ve blacrx-ms (%9,09) pozitif olarak belirtilmistir. Bizim
calismamizda ise toplam 4 tane P. aureginosa susunun: 1(%25)’1 blarem ve 4 (%100)’i
blacrx-mi pozitif bulunmustur. Literatiire bakildiginda farkli bolgelerde farkli oranlarda ve
farkli genetik varyasyonlar oldugu goriilmektedir. Bu farklilik kullanilan antibiyotikler (3.
Ve. 4. Kusak sefalosporinler) ve bolge florasindaki etkenler arasinda yatay gen transferinden
kaynaklandig1 diislinlilmektedir. Hastane salgmlart ve transfer edilebilir direng
mekanizmalariyla birlikte yliksek riskli kolonilerin yayilmast MDR P. aureginosa

prevalansinda artis saglamistir.

P. aeruginosa'min karbapenemlere kars1 direng kazanmasi, tedavi segeneklerini ciddi sekilde
kisitlamakta ve biyiik bir klinik tehdit olusturmaktadir (149). Karali ve ark. [150]
calismalarinda 46 P. aureginosa izolatinda genlerin dagilimi, 36 blaypu, 2 blaviv, 2 blamp
ve 1 blaoxs-4s olarak belirtilmigtir. Altan ve ark. [151] 47 adet karbapenem direngli P.

aureginosa incelenmis %12,8 blayiy, %10,6 blanpy, %6,4 blaoxs-4s geni saptandigi
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belirtilmistir. Blaxpc ve blanp genleri izolatlarda tespit edilmemistir. Copur ve ark. [147] 70
tane P. aureginosa susunu inceledikleri ¢alismalarinda karbapenem direng genleri; blaxpc
12 (%17,14), blanpym 18 (%25,71), blamp 5 (%7,14), blaviu, blaoxa-23 1 (%1,42), blaox-4s
12 (%17,14) pozitif olarak belirtilmistir. Diorio-Toth ve ark. [152] yaptiklar1 ¢calismada142
P. aureginosa orneginde 2/142 blamp, 5/142 blanpu-1 ve 17/142 blay geni belirtilmistir.
Souza ve ark. [143] ¢alismalarinda 28 P. aureginosa etkeninde, blaxpc2 %11 (3/28) pozitif
olarak belirtilmistir. Etkenlerde blaoxa-as, blaoxa-s1, blavim-1, blammp-1 ve blanpm-1 genlerinin
ise tespit edilemedigini belirtmislerdir. P. aureginosa suslarmin bakilan genler sonucunda
toplam 4 tane P. aureginosa susunun hepsi blaoxs-23 ve blaoxs-si pozitif bulunmustur.
Literatiirden farkli olarak yiiksek bulunan blaoxs-2; ve blaoxs-si genlerinin A. baumannii
etkenlerinde de yiiksek bulunmasi 2 etken arasinda gen transferinin gerceklestigini

diistindiirmiistiir.

Karbapenemler dahil bir¢ok antibiyotige direncli suslara karsi son care olarak kullanilan
kolistin (polimiksin E), bu bakteriye kars1 etkili olan az sayidaki ajanlardan biridir (153).
Ancak son yillarda kolistin direnci giderek artmakta ve bu durum tedavi seceneklerini ciddi
sekilde sinirlamaktadir (154).Yala ve ark. [155] %94 kolistin direngli 17 Acinetobacter spp.
ve Pseudomonas spp. orneginde mcr-1 ve mecr-2 gen varhigir arastirilmis, Orneklerin
hi¢birinden genlerin tespit edilemedigi belirtilmistir. Ejaz ve ark. [156] gram-negatif
bakterilerde mcr-1ve mer-2 genlerini arastiridiklar: calismada 2 adet P. aureginosa susunun
mcr-1 genini tasidigi belirtilmistir. Soni ve ark. [157] 33 kolistin direngli gram-negatif
bakterilerde mer-1, mer-2 ve mer-3 genlerini arastiridiklar: ¢alismada etkenlerin higbirinde
kolistin diren¢ geni tespit edilemedigini belirtmislerdir. Calismamizda P. aureginosa
suslarinda kolistin diren¢ genleri tespit edilememistir. Yapilan literatiir taramasinda kolistin
direncinde mcr gen varligi daha ¢ok hayvanlardan alinan kaynaklardan tespit edildigi
belirtilmistir. Ahmed ve ark. [158] Misir’da yaptiklar1 calismada kuslardan alinan P.
aureginosa Orneklerinde mcr-1 ve mcr-2 gen prevalanst sirasiyla %37,5 ve %]12,5,
insanlarda ise %0 olarak belirtilmistir. Benzer sekilde Caselli ve ark. [124] Italya’da yapilan
caligmalarinda mcr-1 geni hayvan izolatlarinda %10 bulunurken insan izolatlarin bu oran
%0,1 olarak belirtilmistir. Diisiik bulanan bu sonuglar kolistin direncinin plazmid aracili
degil kromozamal olarak gelistigini gostermektedir. Yapilan ¢cogu calismada da kolistin

direncinin LPS yapisindaki kromozomal mutasyonlardan kaynaklandigi belirtilmistir (159).

E. cloacae, hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan opportunistik bir patojen olup,

Ozellikle yogun bakim hastalarinda sepsis, pnomoni ve iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi
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ciddi hastaliklarla iligkilidir (160). Son yillarda E. cloacae suslarinda artan antibiyotik
direnci, tedavi se¢eneklerini sinirlayan dnemli bir sorun haline gelmistir. Altinkanat [161]
calismasinda 7 tane E. cloacae susunun sefoksitin ve aztreonama direngli bulundugu
belirtilmistir. Terek [162] ¢calismasinda incelenen 4 tane E. cloacae susu; %100 imipenem
ve sefepim, %75 amoksisilin/klavulanik asit ve aztreonam, %50 sefotaksim ve seftazidime
direncli olarak belirtilmistir. Wang ve ark. [163] ¢alismalarinda 53 tane E. cloacae susunun
antibiyotik diren¢ oranlar1 sefotaksim (%100), seftazidim (%100), aztreonam (%100),
piperasillin (%87,5), tetrasilin (%75) ve tmp-sxt (%62,5) olarak belirtilmistir. Ozkagmaz ve
Sezgin’in ¢aligmalarinda [164] 18 tane E. cloacae susu incelenmis ve 5(%27,7)’i kolistin
direngli olarak belirtilmistir. Tartar ve ark.’nin (165) ETA kiiltiirlerini inceledikleri
calismada Enterobacter tiirlerinde kolistin direnci bulunmadigi belirtilmigstir. 2009-2020
arasinda yurtdisinda yapilan calismalarda Enterobacter tiirlerinde kolistin direnci %16
civarinda oldugu belirtilmistir (166-168). Bizim ¢calismamizda ise E. cloacae susu sefoksitin,
kolistin ve amoksisilin/klavulanik asite direngli, pip-tazo, tmp-sxt, seftazidim, amikasin ve
siprofiloksasine karst duyarli bulunmustur. Bulunan sonuglar literatiirle benzerlik gosterse
de bazi antibiyotiklere karsi duyarli bulunmasi bolgemizde tedavisinin hala miimkiin
oldugunu ancak literatiirdeki sonuclar incelendiginde diren¢ durumunun dikkatle takip

edilmesi gerekmektedir.

Direng profilleri, cografi bolgelere gore degiskenlik gostersede, E. cloacae’nin GSBL ve
karbapenemaz iireten suslarinin hastane ortamlarinda giderek arttig1 rapor edilmektedir
(169). Altinkanat [161] calismasinda 7 tane E. cloacae susunun GSBL diren¢ genlerini
incelemis ve etkenlerin 7’sinde blasyy, 4’linde blarem ve 1’inde blacrx-m bulundugunu
belirtmistir. Terek [162] calismasinda incelenen 4 tane E. cloacae 6rneginin 2’sinde blacrx-
mgeni tespit edildigi belirtmistir. Souna ve ark. [170] yaptiklari calismada 36 tane E. cloacae
orneginin 32 (%88,9)’sinin blacrx-mi genini tasidig belirtilmistir. Peymani ve ark. [171] 48
tane GSBL E. cloacae izolat1 ile yaptiklar calismada etkenlerin %58,5’inin blaox4-1 genini
tasidig1 belirtilmistir. Petrosillo ve ark. [172] calismalarinda 4 tane E. cloacae izolati
incelenmis ve hepsinin blaoxs-; genini tasidigr belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ise E.
cloacae susunda: blaoxa-1 ve blacrx-mi genleri pozitif olarak bulunmustur. Bulunan bu sonug
literatiirle benzerlik gostermektedir ancak tilkemizde daha once E. cloacae susunda blaoxa-1
geni bildirilmemistir. Literatiirden farkli olarak blaoxs-; geninin A. baumannii etkenlerinde

de bulunmasi iki etkenin genlerinin birbirine transfer ettigini diistindirmiistiir.

Ozellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan MDR ve genis ila¢ direncli XDR E. coli
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suslari, kiiresel saglik agisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir (173). Senol ve ark. [174]
caligmalarinda ETA Orneklerinden alinan E. coli suslarindaki antibiyotik direng dagilima;
amoksisilin/klavulanik asit %50, gentamisin %80, amikasin%?20, siprofloksaisin %70, tmp-
sxt %70, pip-tazo %60 ve kolistin direnci %10 olarak belirtilmistir. Bayraktar [175]
calismasinda izole edilen 23 E. coli susunda %65,21 ampisilin, %47,82 amoksisilin-
klavulonik asit, %56,52 seftriakson, %52,17 seftazidim, sefepim ve siprofloksasin direnci
oldugu saptanmis olup, hi¢bir susta kolistin direnci goriilmemistir. E. coli suglarinin en
duyarli oldugu antibiyotiklerin amikasin ve meropenem oldugu tespit edilmistir. Aric1 ve
ark. [176] calismalarinda ETA o6rneklerindeki E. coli suslarinda direng dagilimi; pip-tazo
(%35,8), sefepim (%54), seftazidim (%60,4), seftriakson (%67,9), siprofloksasin (%73,6),
tmp-sxt (%57,7) ve kolistin direnci (%1,9) olarak belirtilmistir. Mishra ve ark. [177] VIP
etkenlerini inceledikleri ¢alismalarinda E. coli; meropenem, polimiksin B, Kkolistin,
sefoperazon-sulbaktam, Pip-Tazo, Siprofloksasin ve Sefepime karsi %100 direng gosterdigi
amikasine ise %100 duyarli oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda E. coli susu ampisilin,
tmp-sxt, pip-tazo, sefuroksim, sefoksitin, seftazidim, seftriakson, sefepim, aztreonam,
ertapenem, siprofloksasin, kolistin ve amoksisilin/klavulanik asite direngli; imipenem,
meropenem ve amikasine duyarlt bulunmustur. Literatiire benzeyen sonuglar bulunsa da

ornek sayimizin az olmasi ¢alismamizin kisithiligidir.

Toplum kaynakli ve hastane kaynakli GSBL iireten E. coli oranlar1 artmaktadir. GSBL
pozitif E. coli, dzellikle tiriner sistem enfeksiyonlari, pndmoni ve sepsis vakalarinda énemli
bir patojen olarak &ne ¢ikmaktadir (178). Ulkemizde farkli merkezlerden izole edilen E. coli
suslar1 ile yapilan calismada, izolatlarin %83.18’inde blacrx-mi, %44’tnde blareu,
%31,81’inde blacrxm2 ve %1,81’inde blasgy genlerinin varligi gosterilmistir (179).
Ulkemizde yapilan farkli bir ¢alismada blacrxy, blarey ve blasuy genleri suslarda sirastyla
%92, %70 ve %21 oranlarinda bulunmustur (180). Livermore ve ark. [181] Ingiltere de
yaptiklari ¢alismada 293 GSBL E. coli 6rnegi incelemis ve o6rneklerin; 229 (%78,2) u blacrx-
m-15, 149 (%50,9)’u blaoxs-1 ve 137 (%46,8)’s1 blarem pozitif olarak belirtilmistir. Bizim
calismamizda ise bakilan genler sonucunda E. coli susunda: blaoxu-1, blacrx-mi, blarem ve
blacrx-m2 genleri pozitif olarak bulunmustur. Bulunan sonuglar literatiirle benzerlik
gostermektedir. Bu etkenin ayni anda bir¢ok direng genini tagimasi etkenin direng profilinin
oldukca kuvvetli oldugunu, diger etkenlerle gen alisverisinin olabilecegini ve bu etkenlerin

dikkatle takip edilmesi gerektigini géstermektedir.

Karbapenem direncli E. coli (CREC), 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda énemli bir
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patojen olarak 6ne ¢ikmaktadir (149). Telli ve ark. [182] 36 tane karbapenem direngli E. coli
susunu inceledikleri ¢alismada etkenlerin; 16’s1 (%52) blanpa-1, 5°1 (%16) blaoxa-4s, 3’1
(%10) blagpc, 2’si (%6) hem blanpy-1 hem de blaoxa-4s genlerini ve birer susun blamp +
blayinive blanpm-1 + blakpc + blaox-4sdireng genlerini tasidigi belirtilmistir. 36 iilkeyi igeren
kiiresel bir ¢alismada, E. coli suslarinda en yaygin karbapenamaz enzim tipinin blaox4-4s
oldugu, onu blanpy-s’in takip ettigi rapor edilmistir. Tiirkiye’den alinan suslar da bu
calismaya dahil edilmis ve en sik blapx-4s benzeri enzimlerin bulundugu goriilmiistiir (183).
Bizim ¢alismamizda ise E. coli susunda sadece blaoxa-4s geni pozitif bulunmustur. Bulunan

sonuglar literatiirle benzerlik gostermistir.

Kolistin, karbapenem direngli Enterobacterales (CRE) ve ¢oklu ilag direngli Gram-negatif
bakterilere karsi son g¢are tedavi olarak kullanilan bir polipeptid antibiyotiktir. E. coli’de
kolistin direnci, kromozomal mutasyonlar veya plazmid aracili diren¢ genleri (mcr) ile
ortaya ¢ikmaktadir (184). Sar1 ve ark. [185] 31 tane E. coli etkeninde mcr-1 ve mcr-2
genlerine bakilmis etkenlerinin hicbirinin bu genleri tasimadig: belirtilmistir. Rabie ve ark.
[186] 107 E. coli etkeninde mcr-1 ve mcr-2 gen varligi aragtirmiglar ve sadece 1 etkende
mcr-1 gen tespit edildigi belirtilmigtir. Yapilan bir meta-analizde, klinik E. coli
calismalarinda en fazla gesitlilik sergileyen kita, ii¢ varyantla (mcr-1, mcr-2, mcr3) Asya
olurken, bunu iki varyantla (mcr-1 ve mcr-2) Avrupa ve (mcr-1 ve mcr-5) Amerika kitasi
izledi. Afrika kitasinda ise sadece mcr-1 geni tespit edilmistir (187). Calismamizda E. coli
susunda kolistin diren¢ genleri tespit edilememistir. Kolistin direncinin kromozomal olarak

gelistigi diisliniilmiistiir.

Gen transferi, bakterilerin genetik cesitliligini artiran ve antibiyotik diren¢ gibi 6zelliklerin
yayilmasina katkida bulunan temel bir siirectir. Gram-negatif bakterilerde gen transferinin
baslica yollarindan biri konjugasyondur. Konjugasyon, bir bakteriden digerine dogrudan bir
genetik materyal aktarimi saglayan bir siirectir ve bu siire¢ ¢ogunlukla plazmidler
aracilifiyla gergeklesir (188). Gram negatif bakterilerdeki konjugatif sistemler, konjugatif
ozelliklerine ve konjugasyonun etkinligine bagli olarak tiirler ve cinsler arasinda direng
belirleyicilerinin yatay transferini tesvik eder. Antibiyotik direncinin basarili bir sekilde
yayllmasinda ise plazmidler en O6nemli etkenlerden biridir. Barguigua ve ark. [189]
calismasinda 6 tane K. pneumoniae izolat1 incelenmis, incelenen alt1 izolattan iiglinde B-
laktamaz genlerinin (blacrx-a-15, blares i, blaoxa-r) birlikte transfer edildigini ve bu genlerin
yiiksek molekiil agirlikli konjugatif bir plazmid tarafindan tasindigimi gostermistir.

Orneklerin ikisinin yaban tipinde bulunan blares.i» ve blaoxs; genleri transkonjugant
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oneklerde de tespit edildigi belirtilmistir. Trang ve ark. [190] 9 tane K. pneumoniae 6rnegini
incelemis ve bu oOrneklerin 5 (%55,5)’inin GSBL genlerini barindiran aktarilabilir
plazmidlere sahip oldugu tespit edilmis olup en fazla bulunan genlerin ise blacrx-m-15 ve
blares.1 oldugu belirtilmistir. Villacis ve ark. [191] yaptiklar1 ¢alismada plazmidinde blaoxa-
48 genine sahip 1 tane K. pneumoniae Orneginin incelenmesinde konjugasyon deneyi
yapilmis ve blaox-4s genini transkonjugant hiicresine aktarildigr belirtilmistir. Diizglin ve
Saral [192] blanpm-1 ve blaoxs-4s genlerini plazmidinde tasiyan 1 tane K. pneumoniae
ornegini inceledikleri calismada konjugasyon deneyleri sonucu transkonjugant hiicre tespit
edilmis olup plazmid, PCR ile blanp.i ve blaoxa-4s genleri agisindan taranmis ve plazmitte
blaoxa-4s geni bulunmus, blanpy-; geni tespit edilemedigi belirtilmistir. Xiang ve ark. [193]
calismalarinda blanpu-; genine sahip 44 tane K. pneumoniae Orneginin 21 (%47,7)’inde
transkonjugant hiicrede blanpy; geni tespit edildigi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise
22 tane K. pneumoniae drneginin 9 tanesi tanskonjugant olarak belirlenmis, yaban hiicrede
olup TcKp2, TcKp4, TcKp6, TcKpl1 ve TcKp13 etkenleri tarafindan blacrx-umi, blaoxa-4s ve
blarem, TcKp8 ve TcKpl2 etkenleri tarafindan ise blacrx-mi, blaoxa-4s, blartem, blaoxa-i
genleri transkonjugant hiicreye aktarilmistir. TcKpl7 etkeni tarafindan blaoxa-4s, blarem,
blanpm-1; TcKp20 etkeni tarafindan ise blacrx-mi, blaoxa-ss, blarem, blanpm-i genleri
transkonjugant hiicreye aktarilmistir. Bulunan sonuclar gen bazinda literatiirle benzerlik
gosterse de transkonjugant orneklerin hepsinde birden fazla diren¢ geninin belirlenmesi,
diren¢ genlerini ¢ok kolay transfer edebildigini bu durumda diren¢ oranlarinin daha da
artacagi ve farkli patojenlere de yayilabilecegi anlasilabilmektedir. Dolayisiyla enfeksiyon

kontrol 6nlemlerinin 6neminin artmasi gerektigini gostermektedir.

Mutasyonlar ve horizantal gen transfer mekanizmalari, bakteri genomunun evrimi ve ¢oklu
ortamlara adaptasyonu icin kilit konumdadir. 4. baumannii hayatta kalmada oldukca
yetenekli ve direng genlerini yaymak i¢in HGT'nin tiim mekanizmalarini ve mobil genetik
elementleri kullanabilmektedir (194). Xiang ve ark. [193] calismalarinda blanpa.; genine
sahip 8 tane A. baumanni 6rneginin 5 (%62,5)’inde transkonjugant hiicrede blanpu-; geni
tespit edildigi belirtilmistir. Chen ve ark. [195] blanpum-1 genini tasiyan 4 tane A. baumannii
izolatinin 3 tanesinin bagartyla blanpu-; genini transfer edebildigini belirtmislerdir. Sanchez-
Urtaza ve ark. [196] yaptiklar ¢alismada blanpm-1, blaoxa-23, blaoxa-6a, blaper-7 ve blaapc-
57, genleri belirlenen 1 tane 4. baumannii etkeninin sadece blaper-7 geni plazmid aracili
bulunmus olup diger biitiin genler kromozom {izerinde tasindig1 belirlenmistir. Blapgr-7 geni

ise basarili bir sekilde transfer edildigi belirtilmistir. Jawaheri [102] ¢alismasinda 29 adet 4.

63



baumannii izolatlarinin transfer edilebilir plazmid aracili antibiyotik diren¢ genleri tasiyip
tasimadigini belirlemek i¢in yaptiklart ¢aligmada Tc24 izolatinin konjugatif plazmid tasidigi
ve blarem ve blaspy, Tc26 izolatinin blarem ve blaoxa-1, Tc28 izolatinin blacrx-m> genini
tasidig1 belirtilmistir. Leungtongkam ve ark. [197] yaptiklar1 ¢alismada 14 A. baumannii
susunun 4’ transkonjugant olarak belirlendi ve suslardan 1’ine blaoxa-23 ve blaper-1
genlerinin transfer edildigi belirtilmistir. Lopes ve ark. [198] yaptiklar1 ¢alismada blaoxa-23
genini tagiyan bir A. baumannii susunun konjugasyon deneyi sonucu plazmid aracili blaoxa-
23 genini karbapenem duyarli baska bir susa transfer edildigi belirtilmistir. A.
baumannii blaoxa-s1 gibi B-laktamazlart dogal olarak tiretir. Blaoxa-s1 tipi genellikle
kromozomda bulunur. Acinetobacter tiiriiniin tanimlanmasinda bir belirteg olarak
kullanilmast Onerilmistir. A. baumannii plazmidlerinde blaoxs-5; benzeri geni tasiyan
transpozon Tn6080'1 ¢evreleyen hedef bdlge kopyalarinin tespiti, bu genetik elemanin bu
tiiriin kromozomundan transpozisyon yoluyla hareket ettigini diisiindiirmektedir (199, 200).
Bizim ¢alismamizda ise A. baumannii etkenlerinde transkonjugant hiicre belirlenemedi. Bu
durum A. baumannii etkenleri arasindaki gen transferinin olmadigin1 ya da plazmid aracili

konjugasyonla degil farkli mobil genetik elemanlarla olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Plazmidler, bakteri genomundan bagimsiz olarak replike olabilen ekstrakromozomal DNA
molekiilleridir. Plazmid replikasyonunun baslamasi, replikasyon orijini (ori) adi verilen 6zel
DNA dizileri tarafindan kontrol edilir. Plazmidlerin replikasyonu, kendi kendini kopyalama
yetenegini saglayarak genetik ¢esitlilik ve antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin yayilmasina
katkida bulunur (201). Caligmamizda plazmid replikasyon orjini deneyleri sonucu konjugatif
plazmidler belirlenmistir. Transkonjugant suslara bakildiginda 7 etkenin (Tckp2, TcKp4,
TcKp6, TcKp8, TcKpl1, TcKpl2 ve TcKp13) sadece K tipi konjugatif plazmidi belirlenmis
olup, TcKp8 ve TcKpl2 etkenlerinin (blaoxa-4s, blacrx-mi, blaoxa-1, blarem); Tckp2, TcKp4,
TcKp6, TcKpll ve TcKpl3 etkenlerinin ise (blaoxa-4s, blacrx-mi, blarer) direng genlerini
tasidigi belirlenmis olup, etkenlerin ayni direng genlerini tagimalari, ayn1 etkenin hastanenin
farkli yerlerinde enfeksiyon yaptigin1 ya da bu plazmidlerin etkenler arasinda cok kolay
aktarildigini diisiindiirmiistiir. TcKp17 6rneginde ise F ve K tipi konjugatif plazmidleri tespit
edilmis (blaoxa4s, blarem ve blanpy;) genlerini tasidigr belirlenmistir.  TcKp20
transkonjugant susunda F ve K olmak {izere 2 adet konjugatif plazmid belirlenmis olup
(blactx-mi, blanpm-1, blaoxa-ss, blaoxa 23 ve blaoxa-si) direng genlerini tizerinde tasidig: tespit
edilmistir. Bulunan sonuglar bu etkenlerin konjugatif plazmidler icermesi ve bu plazmidlerin

birden ¢ok diren¢ geni bulundurmasi direncin diger etkenler arasinda hizla yayilabilecegini
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gostermektedir. Bu duruma yonelik 6nlemlerin alinmasi, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin
Ozenle belirlenip uygulanmasi ve etkene yonelik tedavinin dikkatlice diizenlenmesi

gerekmektedir.

Multilocus dizi tiplemesi (MLST), bakteri tiirlerinin molekiiler tiplendirilmesi igin
kullanilan ytiksek ¢oOziiniirliiklii bir genotipleme yontemidir (202). Bu yontem, evrimsel
iligkileri ve epidemiyolojik yayilimi analiz etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
MLST, belirli bir bakteri tiirtine 6zgii 7 ila 10 adet evrimsel olarak korunmus hane
(housekeeping) genini hedef alir. Her gen bolgesinin belirli bir uzunluktaki (genellikle ~450-
500 bp) dizisi sekanslanir ve her benzersiz dizi bir allel numarasiyla tanimlanir. Her bir
izolat, bu allel kombinasyonlarina gore benzersiz bir dizi tipi (ST, Sequence Type) ile
tanimlanir (203). Yaptigimiz MLST analizleri sonucu K. pneumoniae drneklerinin ST leri
belirlenmigtir. Toplam 22 6rnegin 15 tanesi ST2096, 3 tanesi ST45, 1 tanesi ST14, 2 tanesi
ST437 ve 1 tanesi ST1128 olarak belirlenmistir.

ST2096 klonu ilk kez 2019'da Hindistan'da bildirilmis ve ST2096 klonlarinin hiperviriilent
oldugu rapor edilmistir (204). Hosbul ve ark. [205] Ulkemizde 2 farkli merkezde yaptiklar:
calismada, 38 tane colistin ve karbapenem direngli K. pneumoniae etkenini incelemisler ve
1. merkezde etkenlerin %81°1 ST14, 2. merkezde ise etkenlerin %94’ ST2096 olarak
bildirilmigtir. Karakamis [51] calismasinda 53 tane K. pneumoniae etkeninin %72’si
ST2096, %4’ii ST14 olarak bildirilmistir (51). Isler ve ark. [206] yaptiklar1 calismada,
ST2096 ile daha yiiksek bakteriyemi ve 6liim riski arasinda bir iligki oldugunu bildirmistir.
Kose ve ark. [207] tilkemizin 6 farkli cografi bolgesinden topladiklar: 50 tane karbapenem
direncli K. pneumoniae etkenini inceledikleri calismada, en ¢ok bulunan ST’ler; 16 tane
ST2096, 7 tane ST101 ve 6 tane ST14 olarak bildirilmistir. Urooj ve ark. [208] Pakistan’da
yaptiklar1 calismada izole ettikleri K. pneumoniae etkeninin ST2096 klon tipine sahip
oldugunu belirlediler. Bu klonun aymi zamanda kolistin direnciyle birlikte CID ve
hipermukoviskoz 6zellik gosterdigi, genis antibiyotik diren¢ ve viriilans genlere sahip
oldugunu tespit ettiler. ST2096 klonunun kiiresel yayilma riski, klinikte son ¢are olarak
kullanilan karbapenem ve kolistin gibi antibiyotiklere karsi son derece yiiksek direng
oranlar1 gostermeleri tedaviyi zorlastirdigindan dolayr 6nemli bir tehdit olusturdugu
diistiniilmektedir. Caligmamizda bulunan ST2096 klonlarindan Kp4, Kp6, Kp8, Kpl1 ve
Kpl13 etkenlerinin aynt zamanda konjugatif plazmit icerdigi, aktarilabilir plazmidinde
blaoxa-4s, blacrx-ui, blaoxa-1 ve blarem gibi direng genlerini tasidigi belirlenmistir. Yaygin

bulunan bu klonun ayni zamanda konjugatif plazmit icermesi salgin ve direncin artmasi
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konusunda endise vericidir. Enfeksiyon kontrol oOnlemlerinin dikkatlice uygulanmasi

olduk¢a 6nemlidir.

ST45 klonu, Avrupa Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae (EuSCAPE) projesindeki
siirveyans ¢alismasinda olduk¢a yaygin olan, karbapenemaz iireten bir klon olarak
belirtilmistir (209). Hastanelerdeki kirli ortamlarin bakterilerin yayilmasinda 6énemli rol
oynadig iyi bilinmektedir ve yapilan ¢aligmalar ST45 genis spektrumlu p-laktamaz iireten
K. pneumoniae'nin yenidogan yogun bakim iinitesinde yayilmasinin ¢evre kirliligi ile iliskili
oldugunu gostermistir (210). ST45 klonu K. pneumoniae Portekiz'de gozlemlenmis ve hatta
coklu ilaca direngli, KPC-3 ve MCR-1 {ireten suslarin neden oldugu hastane salginlartyla
iligkilendirilmistir (211). Gallet ve ark. [212] Cin’de yaptiklar1 calismada yenidogan
cocuklarda 1 saat igerisinde alinan kan kiiltiirlinde tireyen 12 tane K. pneumoniae etkeninin
hepsi ST45 klonuna sahip oldugu belirlenmis ve bu durum hastane kaynakli suglarin anneden
cocuga dikey gecisini veya cevresel kontaminasyonu diisiindiirmiistiir. Chu ve rak. [213]
yaptiklar1 calismada ST45 klonunun oncelikli olarak nozokomiyal bulagla baglantili
oldugunu, daha az yaygin olarak hastaneler arasi bulas yaptigini belirtmislerdir. Bu klonun
ayni anda bir karbapenem diren¢ plazmidi ve bir viriilans plazmidi tasidigini ve ayni
zamanda halk sagligina ve antimikrobiyal direncin kontroliine zorluk teskil edebilecek
yiiksek bulagic1 bir fenotip sergiledigini belirtmislerdir. Karbapeneme direngli K.
pneumoniae 1zolatlar1 arasinda 6nemli bir klon olarak tanimlanan ST45, 2017 ile 2019 yillan
arasinda Polonya'daki bir hastanede blaces-s.; tastyan K. pneumoniae salgini meydana
getirdigi belirtilmistir (212). Ulkemizde ST45 klonu daha o6nce belirtilmemistir.
Buldugumuz sonuglar iilkemizdeki ilk olmasi agisindan énemli ve dikkat edilmesi gereken
bir durumdur. Ozellikle cevresel bulasn ¢ok énemli oldugu bu klonda enfeksiyon kontrol
onlemlerini dikkatlice uygulamak gerekmektedir. ST45 klonunun hastanemize nasil geldigi

konusunda hasta bazli ileri epidemiyolojik bir ¢alismayla arastirilabilir.

ST437 klonu, daha 6nce Kuzey-Gliney Amerika ve Asya'da rapor edilen kiiresel bir salgin
klondur (214-217). ST437 klonu genellikle B-laktamaz iireten genlerle iliskilidir. Ozellikle
blakpc.> ve blactxm-1s ve daha yakin zamanlarda ise blaoxs4 benzeri (blaoxa-4s ve blaoxa-245)
veya blanpy benzeri (6zellikle blanpa-1, blanpym-7 ve blanpu-23) genlerle iliskilidir. ST437
blakxpc-2 ve blacrx-m-15 ekspresyonu daha 6nce Brezilya'da (218), blakpc-2 ve blaoxa-1 genleri
ise Kanada'da bildirilmistir (219). Avrupa'da da cesitli ¢aligmalar ST437 klonlarinin
varhigini rapor etmistir. blaoxa-4s ve blanpa.; genlerini tagtyan K. pneumoniae Ispanya'da

tanimlanmistir (220). 2014-2017 yillar1 arasinda Slovenya'da meydana gelen bir salgin

66



sirasinda blaoxa-4s ve/veya blanpy-i genlerini tasiyan karbapeneme direngli K. pneumoniae
ST437 suslar1 tanimlamustir (215). Palmieri ve ark. [216] Sirbistan'dan klinik Kp
izolatlarinda ST437, blaoxa-4s ve blanpu-1 varligini bildirmistir. Ayni yi1l Weng ve ark. [221]
Cin'de ilk kez blaoxa.232 tireten ST437 Kp susunu tanimlamistir. italya’da 2024°te yapilan
bir calismada ise blanpm-s, blaoxs-23> ve blacrxm-is genlerini barindiran bir ST437 K.
pneumoniae susu bildirilmistir. Ayn1 c¢alismada blaoxs-23> treten suslar ise siklikla
Hindistan'a yapilan seyahatlerle iliskilendirilmektedir (222). Bizim ¢alismamizda ise Kp20
etkeni ST437 klonu olarak belirlenmis olup bu klonda blares, blasuv, blacrx-mi, blanp-i,
blaoxa-4s, blaoxs-23 ve blaoxa-s; genleri tespit edilmistir. Sonuglarimiz literatiirden farkl
olarak bulunmustur. Ulkemizde ilk kez tespit edilen bu klonun Ayn1 zamanda konjugatif 2
tane plazmid tasidigini tespit ettigimizden; bu etken oldukca tehlikelidir. Diinya genelinde
salginlardan sorumlu tutulan bu klon hastanemizde ve iilkemizde salgina sebep olabilecek

potansiyeldedir.

K. pneumoniae'nin ST1128 dizilim tipi, literatiirde nadir goriilen bir sus olarak
tanimlanmistir. Bu sus, Ozellikle kolonizasyon vakalarinda tespit edilmis olup,
enfeksiyonlardan ziyade asemptomatik tasiyicilarda daha yaygin olabilir (223, 224). Ancak,
ST1128 ile ilgili mevcut veriler sinirlidir ve bu susun epidemiyolojik 6zelliklerini ve klinik

onemini daha iyi anlamak i¢in daha kapsamli arastirmalara ihtiyag vardir.

K. pneumoniae'nin ST14 dizilim tipi, son yillarda kiiresel 6lgekte 6nemli bir halk sagligi
sorunu olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sus, 6zellikle antibiyotik direnci ve viriilans faktorlerinin
birlesimiyle dikkat cekmektedir. ST14 suslari, genis bir antibiyotik yelpazesine kars1 direng
gostermektedir. Ozellikle, karbapenemler ve kolistin gibi son care antibiyotiklere karsi
direncli izolatlar bildirilmistir. Ulkemizde yapilan bir calismada, iki hastanede karbapenem
ve kolistine direngli ST14 ve ST2096 suslarinin baskin oldugu tespit edilmistir (225). Benzer
sekilde, Hindistan'da neonatal sepsis vakalarinda OXA-48 ve NDM-5 gibi karbapenemaz
enzimlerini birlikte iireten ST14 suslar1 saptanmistir (226). Hastanemizde 2018-2019
yillarinda farkli klinik 6rneklerden alinan 53 K. pneumoniae etkeninin 2’sinde ST14 aleli
belirlenmistir (51). ST14 suslar, farkli kitalarda cesitli hastane salginlarinda tespit
edilmistir. Ozellikle, Dubai'deki hastanelerde yiiksek direngli ST14 klonlarinin yayilmasi
ciddi bir sorun olarak belirtilmistir (227, 228). Ayrica, Avrupa'da yapilan genomik analizler,
ST14 suglariin klonal yayilimini ve yatay gen transferi yoluyla diren¢ genlerinin aktarimini
gostermistir (228). Calismamizda bu alelin az bulunmasi 6nemli ancak hastanemizde daha

once yapilan ¢alismada tespit edilmesi ve ardindan bizim ¢alismamizda da ayni alelin tespit
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edilmesi hastanede bir bulagin oldugunu gostermekte ve enfeksiyon kontrol dnlemlerine

dikkat edilmesi gerekmektedir.

Yaptigimiz MLST analizleri sonucu 24 4. baumannii etkenin 1°1 ST78, 23’1 ise ST2 olarak
belirlenmistir. A. baumanniimin ST2 dizilim tipi, diinya genelinde en yaygin goriilen ve ¢ok
ilaca diren¢li (MDR) suslar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (229). ST2, kiiresel olcekte
baskin bir klonal gruptur ve oOzellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda sikca tespit
edilmektedir. Ornegin, Fiji'deki bir calismada, karbapenem direngli A. baumannii
izolatlarinin %77'sinin ST2 oldugu belirlenmistir (230). Ayrica, Cin'de alti yillik bir
donemde yapilan bir arastirmada, kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan MDR A.
baumannii suslar1 arasinda ST2'nin baskin oldugu saptanmistir (231). ST2 suslari,
karbapenemler ve kolistin gibi son ¢are antibiyotiklere kars1 direng gelistirmistir. Italya'da
COVID-19 hastalarindan izole edilen karbapenem ve kolistine direngli A. baumannii
izolatlarinin tamaminin ST2 oldugu ve bu suslarin OXA-23 ve OXA-66 gibi karbapenemaz
genlerini tasidig bildirilmistir (229). ST2 suslar, yiiksek viriilans 6zelliklerine sahip olup,
hiper-viriilan ve XDR formlariyla dikkat ¢ekmektedir. Tayvan'da yapilan bir ¢alismada,
ST2'nin hiper-viriilan XDR 4. baumannii suslar1 arasinda baskin oldugu belirtilmistir (232).
Ulkemizde yapilan calismalarda da ST2 klonu siklikla karsimiza ¢ikmaktadir (233, 234).
Sonug olarak ST2 dizilim tipi, yiiksek antibiyotik direnci ve viriilans 6zellikleri nedeniyle
kiiresel saglik i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Bu klonun iilkemizde yaygin olmasi ve
ozellikle etkenlerimizin neredeyse hepsinin ayni klon bulunmasi hastanemizde ciddi bir
bulasin oldugunu gdstermektedir. Enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin sikilastirilmasi ve bu tiir
etkenlerin yakindan takip edilmesi, siirekli genomik siirveyansin 6nemi vurgulanmasi

gerekmektedir.

ST78 dizilim tipi, hastane kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir rol oynayan ve dikkat ¢eken
bir sustur. ST78 suslari, yliksek biyofilm olusturma kapasitesine ve uzun siireli kuruluga
dayaniklidir. Bu o6zellikler, hastane ortamlarinda uzun siire hayatta kalmalarina ve
yayilmalarina olanak tanir. Ayrica, ST78 suslari, A549 insan alveolar epitel hiicrelerine
yuksek yapisma ve invazyon yetene8i gostermistir. Bu ozellikler, bakterinin konake1
hiicrelere tutunma ve enfeksiyon olusturma kapasitesini artirir (235). ST78 suslariin
genomik analizleri, bu suslarin ¢ok ilaca direngli (MDR) profillere sahip oldugunu
gostermistir. Ozellikle, aminoglikozid direnci ile iliskili genlerin varh@ dikkat gekicidir
(236). Karbapenemler gibi genis spektrumlu antibiyotiklere karst1 da direng
gelistirebilmektedir. Ornegin, Rusya'da izole edilen ii¢ 4. baumannii ST78 susunda OXA-

68



72 karbapenemaz ve GSBL geni CTX-M-115 tespit edilmistir. Bu enzimler, bakterinin beta-
laktam antibiyotiklere kars1 direng kazanmasina katkida bulunur (237). Ulkemizin de i¢inde
bulundugu ¢alismalarda; iilkemizde ST78 klonu tespit edilemezken, Italya ve Yunanistan
gibi Avrupa iilkelerinde bu klon tespit edilmistir (238, 239). A. baumannii ST78 dizilim tipi,
antibiyotik direnci, yiiksek viriilans faktorleri ve hastane ortamlarinda uzun siire hayatta
kalabilme yetenegi ile dikkat cekicidir. Ulkemizde daha once bildirilmemis olmasi
calismamiz i¢in dnemli olsa da tehlikeli bir varyant olan bu susun hem hastanemizde hem
de ililkemizde yayilimini onlemek i¢in enfeksiyon kontrol dnlemlerine 6zenle uyulmasi

gerekmektedir.

Yapilan rep-PCR analizleri sonucunda K. pneumoniae ve A. baumannii etkenlerinin genetik
cesitliligi 6rnekler arasinda belirlenmistir. Toplamda 22 K. pneumoniae izolatinin 4 farkl
gruba ayrildigi tespit edildi. Gruplar incelendiginde Grup 1 igerisinde olan tiim izolatlarin
ST2096, Grup 2’de ST14 ve ST437, Grup 3’te ST45 ve Grup 4’te ise ST1128 klonlarinin
oldugu tespit edildi. Izolatlarin alidig1 klinikler karsilastirildiginda ST2096 klonu
hastanemizdeki 4 farkli yogun bakimda da tespit edilmistir. 2018’de hastanemizde yapilan
baska bir ¢alismada da en baskin klon ST2096 olarak belirtilmistir (51). Bu klonun 2018
yilindan beri hastanemizde var oldugu ve bizim ¢alismamizda da biitiin yogun bakimlarda
tespit edilmesi hastanemizde bu klon tarafindan ciddi bir salginin oldugunu gostermektedir.
Calismamizda ST45 olarak tanimlanan Kpl izolati Noroloji Yogun Bakimdan, Kp19 ve
Kp21 izolatlar1 ise Reanimasyon 2. Basamak Y ogun Bakimdan izole edildi. Bu ii¢ izolatinin
rep-PCR sonuglar1 incelendiginde izolatlarin ayni genotipik cesitliligi gosterdigi tespit
edildi. Bu sonuglar enfeksiyon etkeni K. pneumoniae ST45 izolatinin hastanenin farkl
bolgelerine tasindigini ve buralarda enfeksiyona neden oldugunu gostermektedir. Hastane
icerisinde dolasimi yiiksek olan hastane personelinin, klinikler arasinda hasta transfer
protokollerine yeterince dikkat edilmemesi gibi etkenlerin bu tagmima aracilik ettigi
diisiiniilmektedir. Bu sonuclarla hastanemizde enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin kalitesinin

ve denetimlerinin arttirilmasi gerektigi anlagilmaktadir.

A. baumannii izolatlar1 incelendiginde ise toplam 23 etkenin 3 farkli gruba ayrildigi
belirlenmistir. Grup 1’ de bulunan 15 A. baumannii izolatt ve Grup 2’de bulunan 7 4.
baumannii izolatinin ST2 klonu oldugu tespit edilmistir. Grup 3’te ise tek izolatin ST78
klonu oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin alindig1 klinikler karsilastirildiginda ST2 klonu
hastanemizde bulunan 4 farkli yogun bakimda da tespit edilmistir. Etkenlerinin neredeyse

hepsinin ayni klon olmasi ve hastanedeki biitliin yogun bakimlarda tespit edilmesi,
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hastanemizde bu klon tarafindan ciddi bir salginin oldugunu gostermektedir. ST78 klonu ise
reanimasyon 3. Basamak yogun bakimda tespit edilmistir. Yabanci bir vatandastan alindigt
tespit edilen bu etkenin daha ¢ok Avrupada yaygin olarak bulunmasi ve yiiksek direng,
virililans 6zelliklerinden dolay1 dikkatle takip edilmesi ve olasi salginlarin 6niine gegebilmek

icin enfeksiyon kontrol dnlemlerinin 6zenle uygulanmasi gerekmektedir.

Calismanmizda VIP etkenlerinin molekiiler yontemlerle genotipik dzellikleri belirlenmistir.
Bu alandaki diger ¢caligsmalara kiyasla genis bir veri ¢iktistyla detayli bir ¢alismadir. Endemik
VIP izolatlarmin antibiyotik diren¢ genleri, klonal dagilimi-yakinhigi ve plazmid
profillerinin tespiti ile epidemiyojik birgok veri saglamustir. Sonuglar, VIP etkeni olarak en
stk A. baumannii ve K. pneumoniae’nin izole edildigini ve bu bakterilerin hastane ortaminda
yayilim gosterdigini ortaya koymaktadir. Antibiyotik direng profilleri, 6zellikle B-laktam
grubu, karbapenem ve kolistin gibi kritik antibiyotiklere karsi direncin ¢ok yiiksek oldugunu
gostermektedir. Yiiksek direnc oranlari, hastane enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmakta
ve alternatif tedavi yaklasimlarina ihtiyag duyuldugunu ortaya koymaktadir. Direncin
molekiiler incelenmesinde etkenlerin hepsinde B-laktamaz ve karbapenem direng genleri
tespit edilmistir. Etkenlerin klonal dagilimma bakildiginda, A. baumannii’de ST2 ve K.
pneumoniae’de ST2096 klonu yaygin olarak tespit edilmistir. Hastane ortaminda bakteriyel
etkenlerin klonal olarak yayilabilecegini ve salgin riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Yapilan plazmid analizleri, bu diren¢ genlerinin yatay gen transferiyle diger suslara da
gecebilecegini ortaya koymustur. Calismada elde edilen bulgular, hastane enfeksiyon
kontrol protokollerinin daha siki uygulanmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullantminin smirlanmast ve direng mekanizmalarmin siirekli izlenmesi gerektigini

gostermektedir.
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