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OZET

GIRIS VE AMAC: Son yillarda karbapeneme direngli Enterobacteriaceae
izolatlarinin diinya genelinde giderek arttigi bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
OXA-48 benzeri karbapenemaz Ureten Klebsiella pneumoniae izolatlarinda OXA-
232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163, OXA-245 gen
bolgelerini tespit etmektir.

GEREC VE YONTEM: Calismamiz icin kullanilan izolatlar, SEAH Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan almmistir. Identifikasyon ve
antibiyotik duyarlilik analizleri VITEK 2 otomatize sistemi ile degerlendirilmistir.
Karbapeneme direngli olan izolatlarin karbapenemaz iiretimleri Modifiye Hodge
Testi ile saptanmustir. Her bir susa ait MIK (Minimum inhibitér Konsantrasyonu)
degerleri sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Daha sonra bu izolatlardan,
Real time PCR (gPCR) yontemi ile OXA-48 gen bolgesini icerenler tespit edilmistir.
Sonrasinda High Resolution Melting Analysis (HRMA) yontemi ile OXA-48
varyantlar1 oldugundan siiphelenilen suslar hangi varyant oldugunu tespit etmek igin
Sanger dizi analizi yontemi ile irdelenmistir.

BULGULAR: Karbapenemaz Ureten K. pneumoniae suslarinda imipenem igin
VITEK 2 ve mikrodilisyon yontemi arasinda %82, meropenem igin %77, ertapenem
icin %90 uyum saptanmistir. gPCR yontemi ile 100 K. pneumoniae susunun 45
tanesinde OXA-48 gen bolgesi pozitif olarak tespit edilmistir. OXA-48 varyantlarini
belirlemek igin PCR ile pozitif bulunan 45 sus HRMA metodu ile yorumlanmustir.
Sonrasinda dizi analizi ile 41 susun OXA-48/0XA-245 gen boélgelerini igerdigi, 2
susun OXA-181 ve 2 susun da OXA-244 gen bolgelerini icerdigi tespit edilmistir.
SONUGC: Calismamiz sonucunda OXA-48 pozitifligi %45 olarak bulunmustur. Bu
suslarin da %4.4’iniin OXA-181, %4.4linlin de OXA-244 bolgelerini igerdigi
bulunmustur. Ulkemizde OXA-48 varyantlarinin genis kapsamli olarak irdelendigi
ilk ¢aligma olmasi, epidemiyolojik ¢alismalara katki saglamasi, karbapenemaz tespiti
ile ilgili yerli tan1 kitlerinin yapimina zemin olusturmasi, kliniklere dogru ve etkin
sonuglarin iletilmesi nedeniyle ¢alismamiz 6nem arz etmektedir.

Anahtar Sozcikler: OXA-48 benzeri gen bolgesi, karbapenemaz, Klebsiella

pneumoniae, high resolution melting analysis, tek niikleotid polimorfizmi



SUMMARY
Investigation of OXA-48-like Genes in Carbapenemase Producing Klebsiella
spp. Strains
INTRODUCTION AND OBJECTIVE: In recent years, increase of carbapenem

resistant Enterobacteriaceae isolates is known worldwide. The aim of this study is to
identify OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163 and
OXA-245 gene regions in OXA-48 like carbapenemase producing Klebsiella
pneumoniae isolates.

MATERIALS AND METHODS: The isolates used for our study were taken from
SEAH Medical Microbiology Laboratory collection. Identification and antibiotic
susceptibility analyzes were evaluated with the VITEK 2 automated system.
Carbapenemase production isolates was determined by the Modified Hodge Test.
The MIC values of each isolates were determined by broth microdilution method.
Afterwards in these isolates, and isolates containing the OXA-48 gene region were
identified by gPCR. The strains suspected of owning OXA-48 variants by HRMA
method were sequencing to determine which variants were present.

RESULTS: In carbapenemase producing K. pneumoniae strains, categorical
agreement for VITEK 2 and microdilution were obtained for imipenem, meropenem
and ertapenem, 82%, 77%, and 90% respectively. By gPCR method, OXA-48 gene
locus was found to be positive in 45 of 100 K. pneumoniae strains. To identify OXA-
48 variants, 45 strains that were positive by PCR were interpreted by HRMA
method. Afterwars, Sanger sequencing revealed that 41 strains contained OXA-
48/0XA-245 gene regions, 2 strains OXA-181 and 2 strains determined OXA-244
gene regions.

CONCLUSION:As a result of our study, OXA-48 positivity was found to be 45%.
These strains 4.4% were found to contain OXA-181 and 4.4% were found to contain
OXA-244 regions. It is important that we study because OXA-48 variants in our
country are the first to be comprehensively studied, epidemiological studies because
of contribution, provide a basis for the establishment of indigenous diagnostic Kits
for carbapenemase detection, which saves time in the laboratory and improves
clinical outcomes.

Keywords: OXA-48 like gene locus, carbapenemase, Klebsiella pneumoniae, high
resolution melting analysis, single nucleotide polymorphism



1. GIRIS VE AMAC

Gok ilaca direncli (MDR), genis spektrumlu pB-laktamaz (GSBL) Ureten ve
karbapenem direncli Enterobacteriaceae ailesi iiyesi bakterilerin ortaya ¢ikisi ve
yayillmasi diinya capinda bir saglik sorunu haline gelmistir. Ayrica halihazirda
kullanilmakta olan antibiyotiklerin etkinliklerine kars1 biiyiilk bir tehdit
olusturmaktadirlar (Zarrilli et al 2009, Nordmann, Naas and Poirel 2011, Brink et al
2012b, Marchaim et al 2012, Bush 2013a).

Karbapeneme direngli bakteriler, MDR Gram negatif bakterilerin neden oldugu
hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara karsi son segenek olarak kullanilan genis
spektrumlu  B-laktam  antibiyotikler ~ olan  karbapenemlerin  kullanimin
kisitlamaktadirlar (E1 Gamal and Oh 2010, Patel and Bonomo 2013). Gram-negatif
bakteriler arasinda karbapenemazlarin (karbapenem hidrolize edici enzimlerin)
ortaya ¢ikmasi hem toplum hem de hastane ortami i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir (Patel and Bonomo 2013). Karbapenemaz molekdler ailesi, NDM
(New Delhi metallo-p-laktamaz), VIM (Verona-integron mediated metallo-p-
laktamaz) ve IMP (imipenemaz) gibi metalo-p-laktamazlar (MBL'ler) ve serin
karbapenemazlardan (KPC "Klebsiella pneumoniae carbapenemase™ ve OXA tipi
karbapenemazlardan) olusur (Walsh 2010, Bush 2013a).

Karbapenemaz iireten izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlar giin gectikce
artmaktadir. Ulkemizde karbapenem direncine KPC, NDM gen bélgelerine sporadik,
OXA-48 gen bolgelesine ise endemik olarak rastlanmaktadir (Nordmann and Poirel
2014). OXA-48 enzimlerinin plazmid araciligi ile aktarilmasi bakteriler arasinda
direncin hizli bir sekilde yayilmasina neden olmaktadir (Nazik, Poirel ve Nordmann
2005). Karbapenemlere karsi gittikce artmakta olan direng icin bakterilerde taramalar
yapilmas1 gerekmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda daha cok OXA-48 gen
bolgeleri ile VIM, KPC, NDM, OXA-48, IMP gen bolgeleri birliktelikleri
arastirilmistir. Fakat hastanemiz dahil bir¢ok bolgede, karbapeneme direncli olup bu
gen bolgerinin  hi¢ birinin bulunmadigi suslara rastlanmaktadir. OXA-48
varyantlarinin arastirilmast bu noktada gerekmektedir. OXA-48 benzeri gen

bolgelerinden bazilarinin arastirildigi ¢caligmalar az sayida mevcut olmak ile birlikte,



ulkemizde OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163, OXA-
245 gen bolgelerinin tiimiinii arastiran bir ¢galisma mevcut degildir.

OXA-48 varyantlarindan OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244,
OXA-163, OXA-245 bolgelerinin  timinin karbapenemaz Ureten Klebsiella
pneumoniae izolatlarinda arastirilmasi ilk defa bu ¢alismada yapilmistir. Ulkemizin
OXA-48 tipi karbapenemazlarin basta Kuzey Afrika iilkeleri, Ortadogu, Hindistan ile
birlikte en 6nemli rezervuarimni olusturan bolgeler arasinda olmasi nedeniyle bu gen
bolgelerinin tilkemizdeki suslarda irdelenmesi gerekmektedir. Calismamiz, OXA-48
varyantlarinin tespiti ile karbapenemaz iireten suslarin diren¢ nedenlerinin genotipik
olarak aydinlatilmasi amaciyla planlandi. Ayrica c¢alismamiz antibiyotik
kombinasyon tedavilerinin yeniden gd6zden gecirilmesini, antibiyotik direng

nedenlerinin irdelenmesi nedeniyle klinik tedavi protokollerine katki saglayacaktir.

1.1. GENEL AMAC

Tez galisgmamizin genel amaci K. pneumoniae izolatlarinda OXA-232, OXA-181,
OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163, OXA-245 gen bolgelerini tespit

etmektir.

1.2. OZEL AMACLAR

e Sivi mikrodiliisyon yontemi ile K. pneumoniae suslarinin karbapenem grubu
ilaglara kars1t MIK degerlerini 6lgmek,

e Modifiye Hodge Yontemi ile K. pneumoniae suslarinda karbapenemaz
uretimini tespit etmek,

e Real time PCR yontemi ile OXA-48 gen bolgesini igeren izolatlari tespit
etmek,

e High Resolution Melting Analysis (HRMA) vyontemi ile OXA-48
varyantlarin1 Saptamak ve

e Sanger dizi analizi ile suslarin OXA-48 benzeri hangi gen bolgelerini

icerdigini belirlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ENTEROBACTERIACEAE AILESI, Klebsiella spp.

2.1.1. Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesi bazi tiirler (Salmonella, Shigella) hari¢ bagirsak florasi
uyelerini icerir. Bunlar; Gram negatif, peritris flagellali yada hareketsiz, fakultatif
anaerobik, basit beslenme gereksinimleri olan duiz basillerdir (Nordmann et al 2011,
Lynch, Clark and Zhanel 2013). Proteobacteria filumu Gammaproteobacteria sinifi
ile iliskili olan ailelerden sadece Enterobacteriaceae ailesi 51 adet cinse sahiptir
(Octavia and Lan 2014). Temsilci turler; E. coli, Shigella spp., Salmonella spp.,
Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., S. marcescens ve Proteus spp.
‘dir (Prescott, Harley and Klein 2008, Lynch et al 2013).

Baslangicta, Klebsiella cinsi sebep olduklar1 hastaliklara gore ti¢ tiire ayrilmistir.
Bunlar; K. pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis’tir. Taksonomi, yeni
yontemlerin gelistirilmesi nedeniyle gittikge rafine hale geldiginden, bu cins
siniflandirmasi siirekli olarak revize edilmistir. 1980'lerin basinda, daha Once
"Klebsiella benzeri organizmalar" olarak siniflandirilan ortamdan Klebsiella
izolatlar1 gegici takson altinda yer almistir (Gavini et al 1977). Bu gruptan doért yeni
tiir ortaya ¢ikmustir: K. terrigena, K. ornithinolytica, K. planticola ve K. trevisanii.
1986'da, son iki tiir, kapsamli DNA sekansi homolojisi nedeniyle bir tiir, K.
planticola'ya birlestirilmistir (Izard et al 1981, Sakazaki, Tamura, Kosako, Yoshizaki
et al 1989, Bagley, Seidler and Brenner 1981, Ferragut et al 1983). Baslangigta klinik
onemi olmadigi, su, bitki ve toprak ile sinirli oldugu diisiiniiliirken, K. terrigena ve
K. planticola’nin insan klinik 6rneklerinde bulundugu bildirilmistir (Mori et al 1989,
Podschun and Ullmann 1992, Westbrook, O'Hara, Roman and Miller 2000). Bu
bulgulara gore, Klebsiella tirleri klinik izolatlardan, 6zellikle K. planticola insan
enfeksiyonlarindan sasirtici derecede yiiksek bir siklikla (%3.5-%18.5) izole
edilmistir. izolatlarm ¢ogu polimikrobik 6rneklerden elde edildigi igin, bu suslarin
hastalik etkeni olarak Onemini tahmin etmek zor olmustir. Bununla birlikte, 94
izolattan 6'st monomikrobiyal Orneklerden alinmis ve ilgili enfeksiyonlarla
eslestirilebilmistir. Bu nedenle giinimizde, K. pneumoniae ve K. oxytoca'ya ek

olarak, insan enfeksiyonlarina neden olan {iglincii bir Klebsiella tirii de mevcut gibi



gorinmektedir. Siirekli bir terminolojinin benimsenmesi, Birlesik Krallik’in
Cowan'in  siniflandirmasina  uymasit ve Birlesik Devletler'in =~ Orskov'un
siniflandirmasinmi tercih etmeleri nedeniyle daha da karmasik hale gelmistir. Sonug
olarak, aymi bakteriye bir iilkede K. pneumoniae, digerinde K. aerogenes
denilebilmektedir. Cogu Avrupa iilkesi de Orskov'un diinya c¢apinda
siiflandirmasini kabul etmektedir.

Klebsiella tiirleri genellikle biyokimyasal reaksiyonlarina gore tanimlanmaktadirlar.
Enterobacteriaceae ailesinde yer alan Gram negatif, haraketsiz, genellikle kapsullii
basil seklindeki bakterilerdir. Voges-Proskauer testi pozitif olan ve lizin
dekarboksilaz reten ama ornitin dekarboksilaz Uretemeyen cinsler olarak
tanimlanmaktadirlar (Edwards and Ewing 1986). Cogu Klebsiella tiirii, standart
mikrobiyolojik laboratuvar testleri ile tespit edilebilirken, K. terrigena ve K.
planticola tirleri spesifik ve konvansiyonel olmayan reaksiyonlar ile
tanimlanabilmektedirler (m-hidroksibenzoat veya hidroksi-L-prolin kullanimi, pektat
degredasyonu, melezitozdan asit tretme veya 10°C'de reme gibi) (Podschun and
Ullman 1998). Bu tirler 2001 yilinda Raoultella ornithinolytica ve Raoultella
terrigena olarak yeniden smiflandirilmistir (Drancourt, Bollet, Carta and Rousselier
2001).

2.1.2. Klebsiella Turlerinin Virtlans Faktorleri

"Virlans" terimi, herhangi bir bakteri tirtiniin patojenite 6lglimiinu veya derecesini
tamimlar. Klebsiella tarlerinde gorilen virilans faktorleri  Sekil 2.1.1°de
Ozetlenmistir. Saglik bakimi ile iliskili Klebsiella enfeksiyonlar: genellikle idrar ve
solunum yollarinda goriilUr. Bu iki viicut sahasi, konak savunmast mekanizmalarina
gore Onemli olgiide farkli oldugu igin, idrar yolu enfeksiyonu (IYE) kaynaklh
Klebsiella suslarinda bulunan viriilans faktorlerinin pnomoni kaynakli suslardan

izole edilen tiirlerden farkli olmasi beklenmektedir.

2.1.2.1. Kapsul

Klebsiella tiirleri genellikle 6nemli kompleks asidik polisakkaritlerden olusan kapsiil
olusturabilme 06zelligine sahiptir. Kapsiiler yinelenen altbirimler, 4-6 sekerden ve
siklikla tironik asitlerden olusur ve 77 serolojik tipte siniflandirilabilirler (@rskov and

@rskov 1984). Kapsiil, ¢oklu katmanlar halinde bakteri yiizeyini kaplayan fibrill6z



yapilarin kalin demetlerinden olugsmaktadir (Amako et al 1988). Bu sayede bakteri
bir yandan konaga ait polimorfontkleer granilositlerin fagositozundan korunur,
diger yandan bakterisidal serum faktorleri tarafindan bakterinin 6ldiiriilmesi onlenir
(Williams, Lambert, Brown and Jones 1983, Simoons-Smit, Verweij-van Vught,
Kanis and MacLaren 1985, Simoons-Smit, Verweij-van Vught, Kanis and MacLaren
1986, Podschun, Penner and Ullmann 1992b, Podschun and Ullmann 1992c).

2.1.2.2. Pili

Enfeksiyon siirecinde kritik bir ilk adim olarak mikroorganizmalar mukozal
yiizeylerde barinabilmek igin konak hiicreye miimkiin oldugunca yakin olmali ve
konak hiicreye yapisarak bu yakinligi korumahidir. Enterobacteriaceae'deki adherens
Ozellikleri farkli tiirlerde pili araciligi ile saglanir. Pili bakteri ylizeyinde sarkik
olmayan filament6z ¢ikintilardir. Bu yapilar 10 pm kadar uzunluga ve 1 ila 11 nm
arasinda bir capa sahiptir. Pililer, 15 ila 26 kDa molekuler kutlesi olan polimerik
globiler protein alt birimlerini (pilin) icerir (Jones and lIsaacson 1983, Ofek and
Doyle 1994).

2.1.2.3. Serum Direnci ve Lipopolisakkarit

Bakterilerde serum direncinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
aydmlatilamamistir. Serum direncine TraT lipoproteini ya da porinler gibi dis
membrandaki ¢esitli proteinlerin yaninda, baglica CPS ve O antijenleri
(lipopolisakkaritler (LPS)) dahil edilmistir (Ciurana and Toma’s 1987, Opal, Cross
and Gemski 1982). Klebsiella igin iki hipotez 6ne siiriilmiistiir (Merino, Camprubr1’,
Albert1’, Benedi” and Toma’s 1992). Birincisi, kapsul polisakaridleri alttaki LPS'yi
kaplayabilir, maskeleyebilir ve kompleman: aktive etmeyen bir yiizey yapisini
sergileyebilir. Ote yandan, LPS'nin O yan zincirleri kapsiil katmanindan gegebilir ve
baz1 Klebsiella kapsiil tiirlerinde dis ortama maruz kalabilir (Toma’s, Camprub and
Williams 1988). LPS genellikle konaktaki kompleman sistemini aktive
edebildiginden, C3b daha sonra LPS molekulleri tUzerine ¢okelir. Bununla birlikte,
tercihen en uzun O-polisakkarit yan zincirlerine sabitlendiginden, C3b bakteri hiicre
zarindan ¢ok uzaktadir. Boylece, konakta litik membran atak kompleksinin (C5b-C9)

olusumu Onlenir ve miiteakiben membran hasar1 ve hiicre 6liimii gerceklesmez.



2.1.2.4. Sideroforlar

Konak dokuda bakterilerin gelisimi sadece konak savunma mekanizmalar ile degil
ayni zamanda mevcut demir tedarikiyle de sinirhidir. Demir, bakteri Uremesinde
onemli bir rol oynar, oksijen ve elektron tasima siireglerine katilan proteinlerde esas
olarak bir redoks katalizorii olarak islev gorir (Griffiths 1987). Konak dokuda
bakterilerin kullanabilecegi serbest demir tedarik edilmesi olasiligi son derece
distiktiir ¢linkii bu element hiicre i¢i olarak hemoglobin, ferritin, hemosiderin ve
miyoglobin gibi proteinlere ve ekstraseluler olarak laktoferrin ve transferrin gibi
yiiksek afiniteli demir baglayict proteinlere baglhidir. Serbest biyolojik olarak
ulagilabilir demir seviyesi, normal olarak bakterinin tremesi igin ihtiyac
duydugundan birka¢ bin kat daha diisiiktiir (Bullen, Rogers and Griffiths 1978).
Klebsiella i¢in konak viicudundaki demir kaynagmnin, enfeksiyonlarin patogenezi
tizerindeki belirgin etkisi gosterilmistir. Bir guinea domuz modelinde demirin
parenteral yoldan verilmesinden sonra, K. pneumoniae enfeksiyonlara duyarlilik
dramatik bir sekilde artmistir (Khimji and Miles 1978).

Serum direnci Adezinler
Tip 1 pili
g, Tip 3 pii
0. ‘o KPF-28 fimbria

CK29K (fimbrial olmayan)

Enterochelin

/ Aerobactin
Kapsiil
77 serotip Sideroforlar

Sekil 2.1.1: Klebsiella tiirlerinde virtlans faktorleri (Podschun and Ullmann 1998)

2.1.3. Epidemiyoloji

Klebsiella spp. dogada her yerde bulunur. Klebsiella tiirii bakterilerin muhtemel
olarak iki ortak yasam alani1 vardir, biri ¢gevrede ylizey suyu, kanalizasyon, toprak ve

bitkiler, digeri ise insan, at ya da domuz gibi memelilerin mukozal yuzeyleridir
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(Amadil, Peterson, Matthew-Belmar, Sharma and Hariharan 2015). Insanlarda, K.
pneumoniae, nazofarenks ve bagirsaklarda normal flora Uyesi olarak bulunur.
Tastyicilik oranlari, calismadan ¢alismaya 6nemli ol¢iide farkliliklar gosterir. Diski
orneklerinde saptanma oranm1 %5 ile %38 arasinda degisirken, nazofarinksteki oran
%1 ile %6 araligindadir (Davis and Matsen 1974). Cinkiu Gram negatif bakteriler
insan derisinde uygun iireme kosullar1 bulamazlar ve deri florasinin gecici iiyeleri
olarak gordlirler (Rosebury 1962, Grice and Segre 2011). Bu tasiyicilik oranlari
hastane ortaminda, hastanede kalis siliresine gore belirgin oranlarda farkliliklar
gostermektedir. Klebsiella tastyicilik oranlar1 hastane personelleri ile de artmaktadir
(Broberg, Palacios and Miller 2014). Klebsiella suslarinin yiiksek kolonizasyon
oranlar1 hastanede verilen hizmete bagl faktorlerden ziyade antibiyotik kullanimui ile
iliskili goriinmektedir. Ozellikle genis spektrumlu veya kombinasyon seklinde
antibiyotik kullanim 6ykiisii olan kisilerde Klebsiella ile kolonizasyon oranlarinin iki
ila dort kat arttigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla, hastanelerde MDR Klebsiella
suslarinin  yayilimindan antimikrobiyal terapilerin yaygin kullanimi sorumlu
tutulmaktadir. (Pollack et al 1972).

Istatistiklere gore, Klebsiella spp. endemik hastane enfeksiyonlarmin %8'ini ve
epidemik salginlarin %3’iinii olugturmaktadir (Pitout, Nordmann and Poirel 2015).
Ozellikle MDR suslarin neden oldugu salgin hastane enfeksiyonlar1 giderek endise
uyandirmaktadir. 1970'li yillarda, bu suslar esas olarak aminoglikozidlere direncli
Klebsiella suglari idi (Christensen and Korner 1972). 1982 yilindan bu yana,
genisletilmis spektrumlu sefalosporin direncinden sorumlu GSBL iireten suslar tespit
edilmektedir (Medeiros 1993). Son yillarda ise OXA-48 Ureten K. pneumoniae
izolatimin ilk kez Tiirkiye’de tanimlanmasindan sonra Istanbul'da Mayis 2006'dan
Ocak 2007'ye kadar OXA-48 ureten K. pneumoniae izolati salginlart bildirilmistir
(Carre’r et al 2008). Uzun yillardir neredeyse tim OXA-48 {ireten izolatlarin
bildirimleri, Tiirkiye'de hastaneye yatirilan hastalardan veya Tiirkiye ile baglantili
hastalardan yapilmistir (Aktas et al 2008, Kilic et al 2011, Karabay et al 2016). Bu
tarihlerden giliniimiize kadar, prospektif ve retrospektif ¢aligmalar pek cok OXA-48
varyantini tanimlamistir. OXA-162 varyant1 Tiirkiye'de K. pneumoniae izolatlarinda
tespit edilmistir. OXA-162, genel olarak beta laktamlara ve 0Ozellikle de
karbapenemlere kars1 ayni hidrolitik aktiviteye sahiptir. Son zamanlarda Almanya'da

cesitli tiirlerde tespit edilmistir. Ardindan, bircok spesifik enzimatik o6zellikler
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sergileyen OXA-163 varyanti, Arjantin’de tespit edilmistir. OXA-181 geni ise, ilk
olarak Hindistan'daki birden fazla klonal olarak iligkisiz K. pneumoniae izolatinda
tamimlanmustir (Castanheira et al 2011). OXA-48'e cok benzeyen OXA-204 gen
bolgesi Cezayir veya Tunus'la iligskisi olan hastalardan alinan K. pneumoniae
izolatinda saptanmustir (Charfi et al 2015). OXA-232 ise Fransa'daki Mauritius veya
Hindistan'dan gelen hastalardaki K. pneumoniae izolatlarinda tespit edilmistir
(Potron, Poirel, Rondinaud and Nordmann 2013). OXA-244 geni 13 Haziran
2013’te, Ispanya’da tanimlanmustir (Oteo et al 2013).

OXA-48 geninin tespitinden sonra Gulmez ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda gesitli OXA-48 benzeri genlerin
tespit edildigi bildirilmektedir. Pfeifer, Matten ve Rabsch’in (2009) yaptiklari
arastirmada bazi Enterobacteriaceae izolatlarinda OXA-162 geninin ortaya ¢iktigi
bildirmistir. Pedro Torres-Gonzalez ve ark.nin (2016) Meksika’da gerceklestirdikleri
caligmada ise Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde OXA-232 geninin varligi ve
karbapenem direnciyle olan iliskisi arastirilmistir. Van der Zee ve ark. (2014), yeni
kabul edilen hastalar araciligiyla veya bir salgin sirasinda fark edilmeden hastane
ortamina tasinmasinin erkenden tespit edilerek Onlenebilmesi icin bir molekiler
tarama yontemi kullanmig ve karbapenemaz genleri olan OXA-48, VIM, IMP, NDM
ve KPC bolgelerini multipleks gPCR yo6ntemiyle saptamislardir.

KPC iireten suslar, ABD, Kolombiya, Italya ve Yunanistan’da yiiksek endemisiteye
sahip, Brezilya, Arjantin, Norveg, Biiyiik Britanya, Ispanya, Fransa, Almanya,
Polonya, Avusturya, Macaristan ve Cin’de ise zaman zaman salginlar meydana
getirmektedir. Ulkemizde ise sporadik vakalar bildirilmisti. NDM acisindan
Hindistan ve Pakistan endemik, Cin, Avustralya, Kolombiya, Suudi Arabistan,
Umman, Irak, Misir, Italya, Fransa, Biiyiikk Britanya salginlarin bildirildigi
bolgelerdendir. Tiirkiye, Rusya, Kanada, Norveg, Isve¢, Finlandiya, Bosna-Hersek,
Sirbistan ve Karadag, Bulgaristan sporadik vakalarin goriildigii bolgeler i¢inde yer
almaktadir (Nordmann and Poirel 2014). OXA-48 (reten kokenler, Turkiye, Libya,
Misir, Hindistan, Bat1 Sahra, Fas ve Banglades’te endemik, Kenya, Irak, italya,
Hirvatistan, Biiyiik Britanya, irlanda, Ispanya, Fransa ve Almanya’da salgmlarin
oldugu, Kanada, ABD, Brezilya, Arjantin, Cezayir, Giiney Afrika, Norveg,
Finlandiya, Cin, Avustralya, Pakistan ve Iran sporadik vakalarin goriildiigii

bolgelerdir. IMP ve VIM ureten kokenlerin dlinya ¢apinda cografi dagilimi; Tayvan

8



ve Japonya IMP agisindan yiiksek prevalansa sahip, Tiirkiye, Liibnan, Hindistan,
Avustralya, Portoriko, Brezilya, Birlesik Krallik, Ispanya IMP salginlarin bildirildigi
bolgelerdir. Yunanistan ise VIM agisindan yiiksek prevalansa sahip, Ispanya ve
Italya hastane ici salginlarin gerceklestigi iilkeler olarak bildirilmistir (Nordmann et
al 2011). Sakarya’da yapilan bir calismada 273 K. pneumoniae susunun 2’sinde
OXA-48 geni tespit edilmistir, bu suglarda KPC pozitifligine rastlanmamistir (Ciftci,
Karakege, Asik, Demiray ve Er 2013).

2.1.4. Yaptig1 Enfeksiyonlar

Klebsiella spp., toplumdan edinilmis bakteriyel pndmoninin bir etkeni olarak bilinir,
ozelliklekronik alkoliklerde ve siddetli bir piyojenik enfeksiyona bagli karakteristik
radyografik anormallikler gosteren bireylerde tedavi edilmezse yiiksek mortaliteye
sahiptir (Martin and Bachman 2018). Bununla birlikte, Klebsiella enfeksiyonlarinin
biiylik cogunlugu hospitalizasyon ile iligkilidir. Firsat¢1 patojenler olarak bilinen
Klebsiella spp. suslar1 oncelikle hastaneye yatan bagisikligi baskilanmis ve diabetes
mellitus veya KOAH gibi ciddi altta yatan hastaliklar1 olan hastalarda enfeksiyon
yaparlar. Nozokomiyal Klebsiella enfeksiyonlarinda tibbi agidan en 6nemli tir K.
pneumoniae’dir. Daha az sayida, K. oxytoca insan klinik orneklerinden izole
edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da Klebsiella spp. suslari tiim
hastane i¢i bakteriyel enfeksiyonlarin %8'ine neden olmaktadirlar. Genellikle diger
bolgelerde biliyiikk bir cografi farklilik bulunmamaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde Klebsiella tim saglik bakimu ile iligkili bakteriyel enfeksiyonlarin %3
ila 7'sini olusturmaktadir ve hastanelerde bildirilen en Onemli sekiz enfeksiyoz
patojenin arasinda yer almaktadirlar (Horan et al 1988, Schaberg 1991). Birlesik
Krallik'tan ve Almanya'dan toplanan veriler CDC tarafindan rapor edilenlerle
benzerlik gostermektedir (Bergogne-Berezin 1995, Ullmann 1986). Idrar yolu, bu
enfeksiyonun en yaygin olarak goriildiigii bolgedir. Klebsiella, tiim saglik bakima ile
iliskili IYE’nin % 6 ila 17'sini olusturmakta ve noropatik mesane veya diyabet
hastalar1 gibi risk altindaki spesifik gruplarda, daha yiiksek bir insidans
gostermektedir (Noor, Ajaz, Rasool and Pirzada 2004). Saglik bakimu ile iliskili
Gram negatif bakteriyemilerin bir etkeni olan Klebsiella spp., E. coli' nin ardindan
ikinci sirada yer almaktadir (Yinnon, Butnaru, Raveh, Jerassy and Rudensky 1996,

Vading, Nauclér, Kalin and Giske 2018). Pediatri servislerinde nozokomiyal



Klebsiella enfeksiyonlar1 6zellikle sikintili prematiire bebeklerde ve yogun bakim
tinitelerinde goriilmektedir. Klebsiella tiirleri, hem erken hem de ge¢ teshis edilen
enfeksiyonlarda neonatal sepsiste yer alan patojenlerdir (Simonsen, Anderson-Berry,
Delair and Davies 2014). Antibiyotige direngli suslarin, O6zellikle genisletilmis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iireten suslarin yayilimi nedeniyle, Klebsiella

enfeksiyonlar1 yogun ilgi gormeye baslamistir.

2.1.5. Karbapenemaz Ureten Klebsiella Enfeksiyonlariin Tedavisi

Klebsiella pneumoniae karbapenemaz (KPC) ureten Enterobacteriaceae ailesi
tiyeleri ile enfekte olan hastalar1 tedavi etme segenekleri sinirlidir. Bazi izolatlarin
sefamisinler ve sefepime duyarl1 oldugu bildirilmis olsa da, MIK (Minimum inhibitor
konsantrasyonu) degerlerinin arttigt ve sinir degerlere yaklagsmis oldugu goze
carpmaktadir (Mushtaq, Ge and Livermore 2004). KPC iireten bakterilere bagh
sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde ne genisletilmis spektrumlu sefalosporinler ne
de karbapenemler endike olamayabilmektedir. Ayrica, imipenem ve meropenem
tedavisi sirasinda, karbapeneme yiiksek seviyede direngli KPC {ireten bakterilerin
secilebilecegi gosterilmistir (Hong et al 2005). Tedaviye klavulanik asit gibi bir
inhibitdr eklenmesi, in vitro B-laktamlarin aktivitesini arttirabilmektedir. Bununla
birlikte, p-laktamlarin MIK degerleri, bir inhibitdrle kombine edildiginde duyarlilik
sinir degerlerinin altina diismez ve birgok KPC iireten bakteri, oksasilinazlar veya
sefalosporinazlar gibi inhibitorlere direngli f laktamaz enzimleri Uretir. Sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde B-laktamin klavulanik asit veya tazobaktamla kombine
kullanilmas: yasaklanmistir. Son zamanlarda, oksimino-sefalosporinlerin, yeni bir
non-p-laktam [-laktamaz inhibitori olan NXL104 ile kombinasyonunun, KPC

enzimlerinin hidrolitik aktivitesine kars1 etkili oldugu bulunmustur (Bush 2018).

KPC iireten izolatlar genellikle B-laktam grubu antibiyotiklere kars1 direnglidir. Cogu
izolat, florokinolonlara, aminoglikozidlere ve co-trimoksazole direnclidir. Birkag
izolat amikasin veya gentamisine ve cogu izolat kolistin ve tigesikline duyarh
olabilmektedir (Ruppé, Woerther and Barbier 2015). Tigesiklin, yumusak doku
enfeksiyonlarinda kullanilan birgok Enterobacteriaceae iiyesine karsi genisletilmis
aktiviteye sahip bir glisilsiklin grubu antibiyotiktir. Ayrica diisiik idrar

konsantrasyonu nedeniyle idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi
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onerilmemektedir. Polimiksinlerin norotoksisitesi ve nefrotoksisitesi nedeniyle
kullanim1 siirlidir. Bu molekiillerin kullanimu ile ilgili yaymlarin biiyiik bir kismu,
VIM veya IMP gibi karbapenemazlar Ureten Enterobacteriaceae suslarmin sebep
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢indir (Zavascki, Goldani, Li and Nation 2007,
Falagas, Grammatikos and Michalopoulos 2008, Thaden, Pogue and Kaye 2017).
KPC enfeksiyonlarinin tedavisiyle ilgili ¢ok sinirli in vivo veri igeren ¢alisma

mevcuttur (Bratu et al 2005a, Bratu et al 2005b).

2.1.6. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik direncinin penisilin, penisilin tirevleri, sefalosporinler, karbapenemler,
sefamisinler ve monobaktamlari igeren ancak bunlarla sinirli olmayan B-laktam
antibiyotiklerinde direncin gittikge arttigi ve bu durumun tiim antibiyotik
kategorilerinde bir sorun haline geldigi agiktir. B-laktam antibiyotik grubu, klinik
alanda kullanilan en biiyiikk antibakteriyel ajan grubudur. Yapisi, kendilerine
antibakteriyel etki kazandiran [-laktam halkas1 igeren dort Uyeli nitrojendir
(Konaklieva 2014). B-laktam antibiyotikleri, bakteriyel hiuicre duvar sentezinde yer
alan transpeptidlere baglanmalarini ve etkisiz hale getirmelerini saglayan bakteriyel
substratlarin baglanma bdlgeleriyle yapisal benzerliklere sahiptir (Johnson, Fisher
and Mobashery 2013).

B-laktamlara diren¢ su ii¢ ana mekanizma ile gelisir; antibiyotik hedef alaninin
yapisindaki degisiklikler, antibiyotigin yeterli konsantrasyonunun aktif bolgeye
erismesini engelleyen degisiklikler ve en yaygin ve en Onemlisi antibiyotiklerin
enzimatik inaktivasyonudur (Mulvey and Simor 2009). Hedefin yapisindaki bir
degisiklik, antibiyotigin hedefine baglanamamasina neden olabilmektedir. B-laktam
antibiyotikleri penisilin baglama proteinlerine (PBP'ler) baglanir ve PBP'lerin aktif
bolgesindeki bir degisiklik, B-laktam antibiyotiklerinin afinitesini diisiirebilir, bu
nedenle bakterilerin bu ajanlara karsi direncini arttirir (Drawz and Bonomo 2010).
Bir antibiyotigin hedefine ulasmasimi onlemek veya gecirgenlik bariyerinin bir
sonucu olarak efluks pompa mekanizmasinin varligi bir direng stratejisidir (Mulvey
and Simor 2009).

Bakteriler, bir antibiyotigin kimyasal yapisini degistiren ya da yok eden, onu inaktif

hale getiren enzimler tretebilmektedir. Bakterilerin bu antibiyotiklerin etkisine kars1
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en etkili direng yolu B-laktam antibiyotiklerinde, B-laktam halkasini hidrolize ederek
antibiyotikleri inaktive eden enzimler olan B-laktamazlar: tiretmek olmustur (Kong,
Schneper and Mathee 2010). GSBL’ler penisilinlere, birinci, ikinci ve ligiincii kusak
sefalosporinlere ve aztreonama direng saglayan ve klavulanik asit gibi B-laktamaz
inhibitorleri tarafindan inhibe edilen B-laktamazlardir (Rawat and Nair 2010). B-
laktamazlarin hidrolitik etkisine kars1 6zel olarak tasarlanmis birgok yeni B-laktam
antibiyotik gelistirilmistir. Bununla birlikte her yeni sinifta yeni p-laktamazlar ortaya
¢ikmis ve bu ilag sinifina karsi direng ortaya ¢ikmustir (Bradford 2001). Ambler
siiflandirmasi1 B-laktamazlar1 protein homolojisine gore dort sinifa ayirir. Bu
simiflandirmada yer alan B-laktamazlar, A, B, C ve D olmak Uzere dort molekuler
siifa ayrilir. Sinif A, C ve D, enzimlerin aktif bolgelerinde serin bulundurur, B sinifi
B-laktamazlar 1ise hidrolizi kolaylastirmak i¢in ¢inko iyonu kullanirlar
(Ambler 1980). Bush ve Jacoby siniflandirmasi ise enzimleri spesifik B-laktam sinifi
antibiyotikleri hidrolize edebilme yetenekleri ve [-laktamaz inhibitrlerinin
(klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamin) inaktivasyon 0Ozelliklerine goOre
ayirmistir (Bush and Jacoby 2010). A, C ve D smnifi beta-laktamazlar serin [3-

laktamazdir ve sinif B ise metallo -laktamazlardir.

OXA, oksasilin hidrolize edici B-laktamazlarin kisaltmasidir ve 1970'lerin sonu ve
1980'lerin basinda yaygin olarak kullanilan plazmid tarafindan kodlanan B-laktamaz
ailelerinden biridir (Queenan and Bush 2007). Arastirmamizda yer alan OXA-tipi B-
laktamazlar D smifinda yer almakta olup oksasilin hidrolize etme yeteneklerinden
otiirii bu sekilde adlandirilmistir. OXA’lar 1970'lerin sonunda ve 1980'lerin basinda
en yaygin plazmid aracilif-laktamaz ailelerinden biri olarak tanimlanmistir (Queenan
and Bush 2007). OXA tipi enzimler, klavulanik asit ve sulbaktama direncli olup

hastane enfeksiyonlarindan soyutlanan kdkenlerde saptanmaktadirlar (Giir 2002).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. ARASTIRMANIN AMACI

Karbapenemaz iireten izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlar giin gectikce
artmaktadir. Ulkemizde karbapenem direnciyle ilgili KPC, NDM ve OXA-48 gen
bolgelerine siklikla rastlanmaktadir. OXA-48 enzimlerinin plazmid araciligi ile
aktarilmasi nedeniyle bakteriler arasinda direncin hizli bir sekilde yayilmasina neden
olmaktadir. Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde son
secenek antibiyotikler olan karbapenemlere karsi gittikgce artmakta olan direng igin
taramalar yapilmas: gerekmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda daha ¢ok
NDM, OXA-48, KPC ve IMP gen bolgeleri birliktelikleri arastirilmistir.
Karbapeneme direngli izolatlarda genellikle bu gen bolgelerinin varlig
aragtirtlmaktadir. OXA-48 benzeri gen bdlgelerinden bazilarinin arastirildigi az
sayida ¢alisma vardir. Ancak Ulkemizde OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204,
OXA-244, OXA-163, OXA-245 gen bolgelerin tiimiinii arastiran bir ¢alisma mevcut
degildir.

Ulkemizin OXA-48 tipi karbapenemazlarin basta Kuzey Afrika iilkeleri, Ortadogu,
Hindistan ile birlikte en 6nemli rezervuarlar1 olusturan bolgeler arasinda olmasi
nedeniyle bu gen bolgelerinin iilkemizdeki suslarda irdelenmesi gerekmektedir.
OXA-48 varyantlarindan OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244,
OXA-163, OXA-245 bolgelerinin timimin karbapenemaz Ureten K. pneumoniae

izolatlarinda arastirilmasi ilk defa bu ¢alismada yapilmistir.

OXA-48 varyantlariin yayilimi ile ilgili klinik sonuglar olduk¢a énemlidir, ¢iinkii
bu enzimleri iireten suglarin bircogu EUCAST veya CLSI kriterlerine gore
karbapenemlere duyarl olarak siniflandirilmistir (Leclercq et al 2013, CLSI 2018).
Bu kilavuzlarin onerdigi mevcut oOneriler, izolatlarin bir karbapenemaz iiretip
tiretmedigine bakilmaksizin, karbapenemlere karsi duyarliligi bildirmektir. Bu
bilgiler 1s18inda galismamizin, OXA-48 varyantlarimin tespiti ile klinik tedavi
protokollerine karbapenemaz Ureten suslarin diren¢ nedenlerini genotipik olarak
aydinlatmas1 ve MIK degerlerinin degerlendirilmesi ile antibiyotik tedavilerinin

yeniden gozden gecirilmesini diisiindiirmesi yoniyle katk: saglanmasi amaglanmuistir.
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3.1.1. Arastirmanin Hedefleri

Karbapeneme direncli karbapenemaz Ureten K. pneumoniae suslarinda OXA-232,
OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163, OXA-245 gen bolgelerinin
polimeraz  zincir reaksiyonu (PCR) araciligiyla saptanmasimi amaglayan

calismamizin hedefleri sunlardir:

e  Hastanemizde K. pneumoniae izolatlarinda OXA-232, OXA-181,
OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163, OXA-245 enzimlerinin saptanarak
karbapenem direncinin genetik olarak irdelenmesi sonucunda tedavi
protokollerine katki saglanmasi,

° Karbapenem direnc¢li suslarin duyarliliklarinin azalma nedenlerini
aciklayip etkisiz antibiyotik tedavilerinin yeniden gozden gecirilmesinin
saglanmasi,

° K. pneumoniae kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde karsilasilan
karbapenem direncinin mekanizmasinin anlasilabilmesi ile gereksiz ilag
yiikiinilin getirdigi tibbi ve ekenomik zararlarin azaltmasi,

o OXA-232, OXA-181, OXA-162, OXA-204, OXA-244, OXA-163,
OXA-245 gen bolgelerini hizli bir sekilde tespit edebilecek fenotipik testlere

zemin olusturmasi ve bu sayede yerli tan1 kitleri yapimina alt yap1 saglanmasi.

3.2. ARASTIRMANIN YAPILDIGI YER VE TARIH

Arastirma 15.10.2016-30.10.2017 tarihleri arasinda Sakarya Universitesi Egitim ve

Aragtirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.3. ARASTIRMANIN ORNEKLEMI

Arastirmanin  Orneklemini  bir {iniversite hastanesinin tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina, 15.10.2016-30.10.2017 tarihleri arasinda cesitli kliniklerden gelen

orneklerden izole edilen karbapenamaz ireten K. pneumoniae suslar1 olusturmustur.

3.4. SUSLARIN TOPLANMASI VEBAKTERILERIN IZOLASYONU

Calisma 6ncesinde Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Girisimsel Olmayan
Etik Kurulu’ndan 27.09.2016 tarihinde 161 karar numarasi ile onay alinmistir (Ek 1).
Calismaya Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
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Laboratuvari’na c¢esitli kliniklerden ve yogun bakim iinitelerinden gonderilen klinik
orneklerden (kan, idrar, rektal sirintl, balgam, trakeal aspirat, kateter, periton vb.)
elde edilen 100 bakteri izolat1 dahil edilmistir. Klinik 6rnekler kiiltiir i¢in koyun kanli
ve eosin metilen blue (EMB) besiyerlerine ekilerek 35-37°C’de 16-18 saat inkiibe
edilmistir. Kan kultird 6rnekleri tam otomatik kan kdltiri sistemi BacTAlert
(bioMerieux, Fransa) cihazinda 5 giin sureyle inkiibe edilmistir. K. pneumoniae
iireme pozitifligi saptanan siselerden alinan Orneklerin tekrar alt Kdltdrleri
yapilmistir. Elde edilen izolatlar ¢alisilincaya kadar kriyoprezervatif sivi igerisinde
mikroorganizmalar1 tutucu Ozellikte olan porlu yapiya sahip i¢cinde en az 10 adet
boncuk bulunan boncuklu saklama besiyerinde -80°C’de derin dondurucuda

saklanmustir.

3.5. IDENTIFIKASYON VE ANTiBIYOGRAM CALISMALARI

3.5.1. Identifikasyon

Kiltir sonuglar1  6nce konvansiyonel olarak koloni morfolojisine gore
degerlendirilmistir. Daha sonra mikroskobik incelemede Gram negatif, basil
morfolojisinde, Sekil 3.5.1.’de goriildiigii gibi EMB besiyerinden pembe-menekse
renkli, mukoid koloniler Klebsiella spp. stiphesiyle identifikasyon ve antibiyogram
testi yapilmasi igin isleme almmistir. Bakteri kolonilerinin 16-18 saatlik taze
kolonilerden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanip Vitek 2
(bioMerieux, Fransa) otomatize sistemine yiiklenmistir. Yaklasik 8-16 saatlik

inkiibasyon sonucunda bakteriler identifiye edilmistir.
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Sekil 3.5.1. Klebsiella spp.’nin EMB besiyerinde goriiniimii (Stinme testi pozitif
mukoid koloniler)

3.5.2. Antibiyogram

Antibiyogram c¢alismasi ic¢in identifikasyon amaciyla hazirlanan 0.5 McFarland
bulanikligindaki bakteri ¢ozeltisinden 145 ul alinarak yeni hazirlanmis olan 3 ml’lik
steril deney tlpindeki serum fizyolojik ile stispanse edilmistir. Hazirlanan bakteri
sispansiyonlart Gram negatif antibiyogram kartlarina onerilen sekilde dagitildi ve
cihaza yerlestirildi. Her bir antibiyogram karti liyofilize olarak antibiyotiklerin farkl
konsantrasyonlarint ve Mueller Hinton Broth i¢ermektedir. Bu kartlar mikrodillisyon
tekniginin kiiciiltiilmiis ve kisaltllmis sekliyle MIK/breakpoint degerini tespit

etmektedir.
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3.5.2.1. Sivi Mikrodilisyon Metodu

Broth mikrodiliisyon metodu hem kantitatif (MIK) hem de Kalitatif sonu¢ almamiz
saglamaktadir. Bakterilerin MIK degerleri, belirli bir tirin direng seviyesini
belirlemede yardimci olabilmekte ve belirli antimikrobiyal ajanlarin tedavide

kullanilmasina iligkin karar1 6nemli 6lgiide etkileyebilmektedir.

Mikrodilisyon metodu 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda yapilmistir. Bu

yontem,;

e Antibiyotik stok soliisyonunun hazirlanmasi
e Antibiyotik seyreltme araliginin hazirlanmasi
e Agar seyreltme plakalarinin hazirlanmasi

e Inokiiliimlerin hazirlanmasi

e Inokiilasyon

e Inkiibasyon

e Okuma ve sonuglarin yorumlanmasi asamalarindan olusmaktadir.

Antibiyotik stok solisyonu piyasada bulunan antibiyotiklerin liyofilize formlari
(verilen potens ile) kullanilarak hazirlanmistir. Imipenem igin piyasada silastatin ve
imipenem kombine bi¢cimde bulunmaktadir. Fakat silastatin  sonuglar
etkilememektedir. Standart bir sollisyon icin gerekli antibakteriyel toz veya seyreltici

miktar1 agagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmigtir.

Hacim (ml) X Konsantrasyon (pg/ml)
Agirlik (mg) =

Potens (nug/mg)

Calisma i¢in antibiyotiklerin sinir degerlerine gore yapilan hesaplamalar sonucunda;
3.2 mg imipenem 100 ml fosfat tamponu ile, 3.2 mg meropenem 100 ml su ile ve 0.8
mg ertapenem 100 ml fosfat tamponu ile sulandirilmistir (imipenem 32 pg/ml,
meropenem 32 pg/ml, ertapenem 8 pg/ml). Stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra her
bir bakteri icin fotometrik yontemle yogunluk 0.5 McFarland standardina ayarlanip,
1:10 oraninda MHB ile diliie edilmistir. Mikroplaktaki tim kuyucuklara 0.1 ml MHB
konulduktan sonra ilk kuyucuga hazirlanmis olan antibiyotik soltisyonundan 0.1 ml

eklenmistir ve en az ii¢ kez pipetaj yapilmistir. Antibiyotik eklenen kuyucuktan 0.1
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ml sivt alinip diger kuyucuga eklenmis ve seri diliisyon yapilmistir. Son kuyucuga
gelindiginde 0.1 ml sivi alinip disar1 atilmistir. Boylece antibiyotik suspansiyonu 8
kez dilue edilmistir. BUtun plaklarda bir adet sterilite kontrol ve bir adet reme
kontrol kuyucugu birakilmistir. Ardindan sterilite kontrol kuyucugu hari¢ tlim
kuyucuklara 0.5 pl bakteri siispansiyonu eklenmistir. Her bir sus i¢in g¢alisma
yapilmigtir.  35-37°C’de  16-18 saatlik inkubasyon sonrasinda  sonuglar
degerlendirilmistir. Imipenem, meropenem Ve ertapenemicin her bir susun tamamen
inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kaydedilmistir. Her bir
mikroplakta 6 susun MIK calismasi yapilmistir. (Sekil 3.5.2.)

1-Diliisyon: Onceki konsantrasyonun yanya indirilmesi

TLEELa

3’ 16 8 - 1 0 5 0 25 - Imipenem ve meropenem(ug/'mi)
4 2 1 025 0.125 0.0625—Ertapenem(pg/ml)

2-inokiilasyon: Her kuyucuga 0.5 ul bakteri siispansiyonu

@@@@@@@@

-Inl\ubaswn 35-37°C°de 16-18 saat

266 9999

Lrem° vok reme Var

[ 4-Okuma: 1K degeri |

Sekil 3.5.2. Stvi mikrodiliisyon yonteminin sematize edilmis goriintiisii.

3.6. KARBAPENEM DIiRENCININ DOGRULANMASI

3.6.1. Disk Diflizyon Testi

Otomatize cihazda karbapeneme direncli olarak bildirilen K. pneumoniae suslari
karbapenem direncini konvansiyonel yontemlerle de belirlemek amaciyla Kirby-
Bauer disk difuzyon teknigi ile test edilmistir. Bu test CLSI ve EUCAST Onerileri
dikkate alinarak Mueller Hinton Agar (MHA) da gergeklestirilmistir (EUCAST
2017, CLSI 2018). Kiiltiir plaklarinda saf koloni olarak {iremis olan bakteri

kolonilerinden bir miktar alinarak steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland
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bulaniklik saglanacak sekilde siispanse edilmistir. Elde edilen bu slispansiyondan
steril ekiivyon kullanilarak MHA besiyerine ekim yapilmistir. Her bir plak igin birer
ertapenem, imipenem ve meropenem antibiyotik diski plak kenarlarindan 15 mm ve
birbirinden 25-30 mm mesafede olacak bicimde yerlestirilmistir. Hazirlanan petri
kaplar1 35-37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildiktan sonra inhibisyon caplari

Olciilmiistiir.
3.6.2. Modifiye Hodge Testi

Yapilan ¢alismalarda KPC enzimi iireten izolatlarda bu testin duyarliliginin % 100’e
yakin oldugu goézlemlenmistir (Hirsch et al 2014). Ayrica baska bir ¢aligmada da
MHT’nin OXA-48 benzeri karbapenemazlar treten Enterobacteriaceae izolatlarini
saptamak i¢in yiiksek duyarliliga sahip oldugu ve bu nedenle klinik mikrobiyoloji
rutin laboratuvarlarinda kullanilabilecegi  gosterilmistir  (Girlich, Poirel and
Nordmann 2012). Disk diflizyon testi sonucunda karbapeneme direncli bulunan
izolatlarin taze pasajlari yapilarak karbapenemaz iiretimi tespiti icin Modifiye Hodge
yontemi kullanilmigtir. Modifiye Hodge Testi igin, CLSI klavuzundaki yonergelere
gore E. coli ATCC 25922 susunun 0.5 McFarland bulanikligindaki stispansiyonunun,
triptik soy buyyon ile 10°da 1 oraninda dilue ederek ekiivyon ile Mueller-Hinton agar
plagina yayilip, 3-10 dk bekletildikten sonra petrinin merkezine 10 pg ertapenem
diski yerlestirilmistir. Siipheli kolonilerden alinip, diske dogru 20-25 mm’lik ¢izgi
cekilmek suretiyle 35-37°C’de 16-18 saat inkiibe edildikten sonra test bakterisi ile
inhibisyon zonunun kesigsme noktasindaki tireme (yonca yapragi goriiniimil) pozitif

olarak degerlendirilmistir (CLSI 2018).
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Sekil 3.6.1. Modifiye Hodge Testi yonca yapragi goriinimii.

3.7. GENOTIPIK TESTLER
Genotipik calismalar i¢in canlandirma besiyerlerinde g¢ogaltilan suslardan DNA

ekstraksiyonu yapilarak, Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (gPCR) yontemi
ile OXA-48 gen bolgeleri arastirilmigtir. Bu yontemle OXA-48 gen pozitifligi
saptanan suslarin OXA-48 benzeri varyantlar1 High Resolution Melting Analysis
(HRMA) yontemi ile tanimlanmistir. HRMA’da OXA-48 benzeri gen bdlgeleri
acisindan pozitiflik saptanan bakteriyel DNA dizi analizi yapilmistir.

3.7.1. Niikleik Asit izolasyonu

Molekiiler ¢aligmalar i¢in Oncelikli olarak, Qiasymphony SP (Qiagen Inc.; Hilden,
Germany) cihazi ile ireticinin talimatlarina uygun sekilde 0.5 McFarland
bulanikligindaki bakteri siispansiyonlarindan DNA ekstraksiyonu (QIAsymphony
DSP DNA Kits, Germany) yapilmistir. Tiim numuneler igin DNA miktar1 ve kalitesi
spektrofotometrik  yontem ile oOlgilmistir (Nanodrop Technologies Inc.;
Wilmington, DE).

3.7.1.1. Real Time PCR

100 ayr1 bakteriye ait saflagtirilmis DNA ornekleri iiretici talimatlar1 dogrultusunda

Rotor Gene (Qiagen Inc.; Hilden, Germany) cihazinda Thermo Scientific™ Maxima
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SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) kullanilarak qPCR reaksiyonuna tabi
tutulmustur. PCR protokolu olarak Tablo 3.7.1.’deki kosullar kullanilarak 35 siklusta
yapilmustir.

Tablo 3.7.1. PCR kosullar1

PCR asamalari Sicaklik (°C) Sure
[k denatiirasyon 94°C 10 dk
Denatlirasyon 94°C 30sn e
Baglanma 95°C 30 sn &
Uzama 72°C 1dk =
Son uzama 72°C 10 dk

OXA-48 Forward (5" 3") TTGGTGGCATCGATTATCGG ve OXA-48 Reverse (3
5) GAGCACTTCTTTTGTGATGGC dizilimlerini igeren primer Kkarisimlari
yukaridaki tabloda verilen PCR kosullart altinda Thermo Scientific™ Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) kullanilarak PCR miksi hazirlanmistir
(Poirel, Heritier, Tolun and Nordmann 2004).

e 12.5 ul Master Mix

e 0.5 pl OXA-48 Forward primer

e 0.5 pl OXA-48 Reverse primer

e 10.5 pl distile su ve

e 1l DNA eklenerek miks hazirlanmstir.

Hazirlanan Ornekler Rotor Gene (Qiagen Inc.; Hilden, Germany) cihazinda qPCR
reaksiyona tabi tutulmustur. PCR sonuglari reaksiyon ile es zamanl olarak (Real

time PCR) bilgisayar ekranindaki grafiklere bakilarak yorumlanmustir.

3.7.1.2. Yuksek Cozunuarluklt Erime Analizi (HRMA) ve Dizileme

Bu yontem, yiksek ¢ozinlrlikli DNA erime egrisi analizi ile PCR firiinlerinin es
zamanli mutasyon taramasina ve genotiplenmesine izin verir. Doymus bir floresan
DNA boyas1 (Eva Green) ve etiketlenmemis oligoniikleotid problarin (3’fosfat

isaretli) varliginda gerceklestirilen asimetrik PCR kullanilarak elde edilir. Hem PCR
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amplikonlarinin hem de amplikon-prob duplekslerinin floresan erime egrileri analiz
edilir. PCR amplikon erime gegisinin sekli heterozigotlarin varligin1 gosterirken,
etiketlenmemis prob-amplikon dupleksinin eritilmesiyle spesifik genotipleme
saglanir. Erime gecislerinin hiyerarsik olmayan kiimelenmesi, farkli dizi
varyantlarin1 otomatik olarak gruplandirir ve bu da ortak degiskenlerin kolayca
taninmasina ve genotiplenmesine izin verir. Bu teknik, tek niikleotid
polimorfizmlerini ve kiigiik insersiyonlar1 ve delesyonlarini incelemek ve iliskili
genetik bozukluklar1 teshis etmek i¢cin hem laboratuvar arastirmalarinda hem de
Klinik ortamlarda kullanilabilmektedir (Montgomery, Wittwer, Palais and Zhou
2007).

HRMA igin forward primer; OXA-F, 5'-AAGCCATGCTGACCGAAG-3’ ve reverse
primer OXA-R, 5'-CAAGTTCAACCCAACCAACC-3" OXA-48 benzeri genlerdeki
mutasyonu amplifiye eden PCR primerleri Yiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC) saflagtirma yontemiyle dizayn edilmistir. Buna ilaveten OXA-232 f-
laktamaz gen amplikonunun OXA-P, 5'-
GGGATACTCGACTAGTATCGAACCTAAGATTGG-3' ters dizisine tamamlayict
olarak etiketlenmemis 3’-fosforillenmis bir oligoniikleotid probu, ayrim gucini
arttirmak i¢in tasarlanmigtir (Montgomery et al 2007). 1:5'lik bir F/R primer
konsantrasyon oranina sahip asimetrik PCR, proba baglanacak olan ylksek oranda
ters-sarmal tek-iplikli DNA (ssDNA) uretmek igin gergeklestirilmistir, bu da
gelistirilmis ssDNA-probuna ait dupleks eriyik sinyalleri ile sonuglanmistir. Erime
egrisi grafikleri uMeltM v2.0.2 yazilimi kullanilarak elde edilmistir. 12.5 pl Type-it
HRM PCR Kiti igerigindeki master miks (Qiagen Inc.; Hilden, Germany), 10.1 ul su,
0.2 ul OXA-F, 1 ul OXA-R ve klinik izolatlardan hazirlanan 1 pl genomik DNA son
hacim 25 pl olacak sekilde PCR karisimi hazirlanmistir. Erime reaksiyonu ise
50°C'den 90°C'ye, saniyede 0.02°C'lik bir sicaklik artisi olacak sekilde
gerceklestirilmistir. PCR dongusl parametreleri ve reaksiyon karisimi Tablo

3.7.2.°de gosterilmistir.
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Forward primer LunaProbe homologous to blayy, »3, Reverse primer

578 \ 685

LmaPrcbe (1) e e S

GGTTGGTTGGGTTGAACTTG

Sekil 3.7.1. OXA-48 gen bolgesi ve varyantlart arasindaki niikleotid farkliliklari,
referans almman primer ve prob dizilimleri. (Hemarajata, Yang, Hindler and
Humphries 2015)

Primer ve prob i¢in Sekil 3.7.1.’de bulunan OXA-48 bdlgesine ait 108 bazlik kisim

kullanilmistir.

Tablo 3.7.2. HRM parametreleri ve PCR kosullar

PCR Karisimi PCR parametreleri
12.5 pl Type-it HRM master miks 10dk 95° C
10.1 ul su 10sn 95° C
0.2 ul OXA-F primer °
H P 15sn 58° C 35 dongil
1 ul OXA-R primer
10sn72°C
0.2 ul prob
1 pl genomik DNA 40°C’ de 1 dk, sonrasinda
50°C'den 95°C'ye,
Toplam: 25 pl karigim saniyede 0.02°C'lik bir Erime
sicaklik artigt ile
gergeklestirilmistir.

Ilgili gen bolgeleri Sanger dizi analizi yontemi ile ABI 3500 (ThermoFisher
Scientific) cihazi ile firma tarafindan calistlmistir. Teknik, DNA'y1 kopyalarken
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DNA polimeraz1 ile zincir sonlandiran dideoksiniikleotitlerin dahil edilmesine
dayanmaktadir. DNA, A, C, G ve T bazlarinin kimyasal olarak degistirilmis
versiyonlarinin varliginda replike edilir. Bu bazlar c¢ogalma siirecini, DNA'nin
bliyiiyen iplikgiklerine dahil olduklarinda durdururlar ve bu da ¢esitli uzunluklarda
kisa DNA’lar ile sonuglanir. Bu kisa DNA iplikg¢ikleri biiytikliiklerine gore siralanir
ve son bazlar en kisadan en uzun parcaya kadar okunarak, orijinal DNA'nin tiim
dizisi ortaya cikarilir ve bu dizilimler elektroferogram denilen grafiklerde gdsterilir

(Sanger, Nicklen and Coulson 1977).

Dizi analizi icin PCR driinlerine ExoSAP-IT® (USB PN 78200, ABD) enzimi

kullanilarak saflastirma uygulanmistir. ExoSAP enzimi Reaksiyon Protokolu:

» 37°C45dk
» 80°C15dk
» Sonsuz: 4°C seklindedir.

Daha sonra Sekans PCR’1 uygulanmis olup, protokolii asagidaki gibidir:
» 96 °C 1ldk
25 dongii asagidaki sekildedir:

» 96°C10sn
» 50°C5sn
» 60 °C 4 dk
» Sonsuz: 4°C

Sekans PCR’indan alinan ornekler jel filtrasyon kromatografisi Sephadex kolon
uygulamasiyla saflagtirtlmis olup, sonrasinda ABI 3500 (ThermoFisher Scientific)

Genetik Analizator cihazinda okutulmustur.

3.8. SONUCLARIN ANALIZI

Yapilan testler sonucunda;
e Calismaya dahil edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik test sonuglari,

e Her bir susa ait karbapenem grubu antibiyotiklerin MIK degerleri,
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e Karbapenemaz lreten suslardan OXA-48 bolgesi iceren suslarin orani,

e OXA-48 benzeri gen bolgelerine sahip olan suslarin oranive bu bdlgelerin

nikleotid dizimleri elde edilmistir.

Elde edilen bu sonuglarin analizi istatistiksel olarak IBM SPSS 24.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) paket programi kullanilarak yapilmistir. Kategorik degiskenler
arasindaki iliski ki-kare analizi ile test edilmistir. Duyarlilik ve giiven araliklar
hesaplanmistir. Yontemler arasindaki uyum igin katsayr hesaplanmasi yapilmistir.
Tanimlayici istatistik olarak frekans, yilizde ve ortalama + standart sapma degerleri

verilmistir. Sonucta, p<0.05 olan veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen 100 adet K. pneumoniae susunun;

e lzole edildigi hastalarin demografik 6zelliklerine iliskin bulgular,

e izole edildigi klinik 6rnek tiirlerine ve geldigi kliniklere iligskin bulgular,
e MIK degerlerine iliskin bulgular,

e PCR sonuglarina iliskin bulgular,

e HRMA sonuglarina iliskin bulgular ve

e Sanger dizi analizi yontemine ait bulgular sunulmustur.

4.1. SUSLARIN SOYUTLANDIGI HASTALARIN DEMOGRAFIK
OZELLIKLERINE iLiSKiN BULGULAR

Bu bolimde K. pneumoniae suslarinin izole edildigi hasta grubunun cinsiyet
Ozellikleri ele almmistir. Bulunan degerler sayr (n) ve yizde (%) olarak
gosterilmistir. Tablo 4.1.1.°de goriilecegi iizere hastalarin %52 sinin erkek, %48’inin

kadin oldugu bulunmustur.

Tablo 4.1.1.Suslarin izole edildigi hastalarin cinsiyet dagilimlari

Cinsiyet Say1 (n)
Kadin 48
Erkek 52
TOPLAM 100

4.2. SUSLARIN iZOLE EDILDiGi KLINiK ORNEK TURLERINE ve
GELDIiGi KLINIKLERE iLiSKiN BULGULAR

Ikinci béliimde izolatlarin laboratuvara gelen klinik 6rnek tlrlerine gore ve geldigi
Kliniklere gore siniflandirmast yapilmistir. Tablo 4.2.1.’de goriildigi gibi K.
pneumoniae’nin en ¢ok izole edildigi ilk ti¢ klinik 6rnek rektal siiriintii, kan ve idrar

ornekleri olarak bulunmustur.
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Tablo 4.2.1. izolatlarin klinik 6rneklere gore dagilimlart

Klinik Ornek Turi Say1 (n)
Balgam 2

Yara 2
Rektal strlntu 65

Kan 19
Idrar 9
Trakeal aspirat 3
TOPLAM 100

Tablo 4.2.2.°de karbapeneme direngli K. pneumoniae izolatlarinin en ¢ok yogun
bakim tinitesinden (%89) gonderildigi gortlmektedir.

Tablo 4.2.2. Suslarin kliniklere gore dagilimlart

Klinikler Say1 (n)
Cerrahi 2
Cocuk Hastaliklar1 1
Dahiliye 3
Enfeksiyon Hastaliklari 2
Gastroenteroloji 2
Ortopedi 1
Yogun Bakim Unitesi 89
TOPLAM 100

4.3. MiK DEGERLERINE iLiSKiN BULGULAR

Ucgiincii boliimde MIK degerleri otomatize ve konvansiyonel olmak iizere iki farkl

yontemin sonuglari ele alinmistir.

Mikrodiliisyon testinin sonuglar1 U tabanli mikroplate tizerindeki bulaniklik goz ile

okunmasiyla degerlendirilmistir. (Sekil 4.3.1.)
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Sekil 4.3.1. Stv1 mikrodiliisyon testinin mikroplate iizerindeki goriiniimii

Bulunan sonuglar; test yontemi ve referans arasindaki uyumu (%) belirlemek ve
sonuglar arasindaki herhangi bir uyusmazligi belirlemek igin Tablo 4.3.3.°te
karsilastirlmgtir. Izolatlar, degerlendirilmekte olan yénteme gore duyarli, referans
yonteme gore direncli olarak bulunduysa, “cok biiyiik hata” olarak siniflandirilmistir.
Referans metodu ile direncli degerlendirilen izolat degerlendirilmekte olan
yontemdeduyarl olarak bulunduysa “biiyiik hata” ve referans yontemle direngli yada
duyarli, degerlendirilen yontem ile orta duyarli olarak yorumlandiysa sonuglar
“kicuk hata” olarak kategorize edilmistir. Her iki yontemle de aymi sonug
saptandiysa kategorik uyumlu olarak degerlendirilmistir (Nayak et al 2007). Direncli
ve duyarli olma durumlart EUCAST simir degerleri Tablo 4.3.2°deki verilere gore
yorumlanmigtir (EUCAST 2018).
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Tablo 4.3.2. Karbapenem Grubu Antibiyotiklerin Enterobacteriaceae EUCAST

Sinir Degerleri.

*Zon gaplari, igeriginde 10 pg antibiyotik bulunan diskler igindir.

Antibiyotikler MIK Sinir Degerleri Disk Difuzyon
(mg/L) Zon Capi(mm)*
S R S R
(=) (>) =) <)
Imipenem 2 8 22 16
Meropenem 2 8 22 16
Ertapenem 0.5 1 25 22

Tablo 4.3.3. Sivi mikrodilisyon ve otomatize sistemde bulunan duyarlilik/direng

durumlarinin karsilastirilmasi

Duyarhhik .
Metod Imipenem Meropenem Ertapenem
durumlari
VITEK 2 S 6 7 2
| 54 5 3
R 40 88 95
TOPLAM 100 100 100
Sivi S 2 2 3
mikrodilusyon | 53 18 4
yontemi R 45 80 93
TOPLAM 100 100 100
ok  blyuk
=z Y 1 0 0
c = S hata
£ o E o
o & ¢ Blyuk hata 2 3 2
= & =1
S T = Kiigik hata 15 20 8
> ¢ = ¢
z 27 Kategorik
= 8 S 82 77 90
= uyum

*Y ontemlerin karsilastirilmasi % cinsinden yazilmstir.
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Tablo 4.3.3.°teki verilere gore; imipenem icin VITEK 2 ve mikrodilusyon yontemi
arasinda %82, meropenem igin %77, ertapenem igin %90 kategorik uyum
saptanmistir. Cok biiyilk hata yalnizca bir susta imipenem duyarlili

degerlendirilirken bulunmustur.

4.4. PCR SONUCLARINA iLISKIN BULGULAR

Bulgularin dordiincii boliimiinde gPCR yontemi sonuglart ele alinmistir. Bu
yontemde karbapeneme direngli suglarin OXA-48 gen bolgesi pozitiflikleri
arastirilmistir.  Gergek zamanli PCR gerceklestirirken, amplifikasyon sirasinda
fluoresan sinyal birikiminin ilerlemesinin ilk 6l¢iildiigii nokta CT (cycle threshold)
degeri olarak adlandirilir. CT degeri olarak reaksiyon egrisinin esik c¢izgisiyle

kesistigi noktadaki dongii sayis1 degerlendirilmistir.

100 K. pneumoniae susunun 45 tanesinde OXA-48 gen bolgesi pozitif olarak
saptanmustir. (Sekil 4.4.1.)

Sekil 4.4.1. PCR sonugclarina ait grafik
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Tablo 4.4.1. OXA-48 pozitifligi saptanan suslarin MIK ve CT degerleri

Suslar MIK Degerleri (ug/ml) CT Degerleri
Imipenem Meropenem Ertapenem
e 4 16 16 19
2 0.5 0.5 0.5 17
3 8 16 16 17
4 2 8 16 19
5 8 16 8 18
6 0.5 0.5 1 17
7 8 16 16 18
8 8 16 16 18
9 16 16 16 19
10 8 16 8 18
11 4 8 16 31
12 8 32 32 19
13 1 8 8 16
14 16 16 8 19
15 16 16 8 31
16 16 16 2 23
17 16 16 8 24
18 16 8 1 28
19 16 8 4 17
20 16 8 8 34
21 16 16 1 19
22 16 16 8 18
23 16 4 4 21
24 8 4 2 18
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25 16 16 2 17
26 4 16 4 18
27 32 16 8 19
28 32 16 8 17
29 32 32 8 33
30 32 32 16 31
31 4 8 0.25 35
32 16 32 1 18
33 16 16 8 28
34 8 16 4 18
35 2 4 0.5 23
36 4 4 2 18
37 16 8 4 18
38 32 16 4 17
39 16 16 0.5 16
40 16 32 1 16
41 16 16 8 33
42 16 4 8 21
43 32 32 8 17
44 16 8 8 17
45 32 16 8 17

Tablo 4.4.1.°deki veriler analiz edildiginde suslarin imipenem, meropenem ve
ertapenem MIK degerleri ile CT degerleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadig
saptanmustir (p>0,01; Sirasiyla imipenem, meropenem ve ertapenem ile CT degerleri

arasindaki anlamlilik diizeyleri; p=0,52, p=0,86, p=0,1).
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4.5. HRMA SONUCLARINA iLiSKiN BULGULAR

Bulgularin besinci boliminde HRMA sonuglar1 degerlendirilmistir. Bu yontemde,
gPCR ile OXA-48 gen bolgesi pozitiflikleri saptanan suslarin asimetrik PCR

kullanilarak erime egrilerindeki degisimler yorumlanmistir.

df idT

E] & deg

Sekil 4.5.1. HRMA sonucunda elde edilen grafik

Sekil 4.5.1.°de goriilen st iiste binmis tepe noktalar1 ayn1 erime sicakligina sahip
OXA-48/0XA-245 gen bolgesine sahip suslart ifade etmektedir. Bu egri
kiimelerinden sapmalar varyantlarin varligi hakkinda bize ipucu vermektedir.
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Sekil 4.5.2.0XA-181 igeren suslara ait erime egrisi ve erime profili grafikleri
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Sekil 4.5.3.0XA-244 igeren suslara ait erime egrisi ve erime profili grafikleri
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Sekil 4.5.4. OXA-48 igeren susglara ait erime egrisi ve erime profili grafikleri

Sekil 4.5.2., Sekil 4.5.3. ve Sekil 4.5.4. sirastyla OXA-181, OXA-244 ve OXA-48

gen bolgelerini iceren suslara ait erime egrisi turev grafiklerini ve erime

reaksiyonlarinin sicaklik-baz dilimi profillerini gostermektedir. Grafikler uMeltSM

v2.0.2 yazilim1 kullanilarak elde edilmistir.

Tm degerleri diger suslara gore farklilik arz eden olan 17 sus hedef bolgenin dizi

analizi i¢in ayrilmistir.

4.6. SANGER SEKANS YONTEMINE AiT BULGULAR

Bulgularin altinci boliimiinde dizi analizi yaptirilan 17 susun niikleotid dizilimleri ve

nokta mutasyonlar1 ele alinmistir. Dizi analizi sonucunda, Sekil 4.6.1.’de 6rnegi

verilen elektroferogram goruntileri ve dizilere ait fasta formatlar1 yorumlanmustir.
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Bulunan diziler NCBI Blast veritabanina kopyalanarak hangi gen boélgesine ait
oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.7.1.°de goriildiigli gibi bizim kullandigimiz primer bolgesinde OXA-48 ve
OXA-245 gen bolgelerinin baz dizilimleri birebir aynidir. Bu nedenle OXA-48 gen
bolgesine ait dizilimi saglayan suslarda hem OXA-48 hem de OXA-245 pozitif
oldugu kabul edilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda 41 susun OXA-
48/0XA-245 gen bolgelerini igerdigi, 2 susun OXA-181 ve 2 susun da OXA-244 gen
bolgelerini icerdigi tespit edilmistir. Tablo 4.6.1.’de dizi analizi sonucunda elde
edilen dizilerin fasta formati gorilmektedir. OXA-181, OXA-48’den 2 baz
mutasyonu ile, OXA-244 ise tek baz mutasyonu ile ayrilmaktadir. OXA-181 ve
OXA-244 pozitifligi bulunan suslarla OXA-48 gen bolgesi iireten suglar arasinda
One-Way ANOVA testi sonucunda imipenem, meropenem ve ertapenem MIK

degerleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir. (p<0.05, p=0.6).

Tablo 4.6.1. Sanger sekans sonucu elde edilen baz dizileri

Gen Nukleotid Dizilimleri
Bolgeleri
OXA-48 AAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGGTGACTATATTATTCGGGCTAAAACT
GGATACTCGACTAGAATCGAACCTAAGATTGGCTGGTGGGTTGGTTGGGT
TGAACTT

OXA-181 | AAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGGCGACTATATTATTCGGGCTAAAACG
GGATACTCGACTAGAATCGAACCTAAGATTGGCTGGTGGGTTGGTTGGGT
TGAACTT

OXA-244 | AAGCCATGCTGACCGAAGCCAATGGTGACTATATTATTCGGGCTAAAACT
GGATACTCGACTGGAATCGAACCTAAGATTGGCTGGTGGGTTGGTTGGGT
TGAACTT
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AAL CG6G 66 AAC TCG6 AC TAG AATC G AACC TAAG AT TG GC T6E 6T666TTGE 6GTTGG66TTEAACTT

|
.M M il x“l m .. L ML m

Sekil 4.6.1. OXA-181 gen bolgesine ait forward dizilimin elektroferogram gorintiisu
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae turleri, 0zellikle E. coli ve K. pneumoniae saglik bakimiyla
iliskili ve toplum kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin en 6nemli nedenleri arasindadir
(Paterson 2006). B-laktamgrubu antibiyotikler bu enfeksiyonlar: tedavi etmek icin
kullanilan ana ilag sinifi oldugundan, bu ajanlara kars1 gelisen direng klinik tedavide
O6nemli bir sorun olusturmaktadir. Diger bir endise, karbapenemlere karsi direng
gelismesidir. Cunkld bu ajanlar, MDR Enterobacteriaceae’nin neden oldugu

enfeksiyonlarin tedavisinde son secenektir (Livermore and Woodford 2006).

Ambler D sinifi B-laktamazlar (oksasilinazlar) klinik olarak ilgili Gram negatif
bakteriler arasinda giderek artan bir hizla yayilmaktadir. Bu enzimler, B-laktamlara
karsi dardan genise uzanan ¢esitli  spektrumlarda hidroliz  aktivitesi
sergileyebilmektedir (Poirel, Naas and Nordmann 2010). D smifi B-laktamazlar
arasinda yer alan birka¢ enzim karbapenemleri hidrolize eder. OXA-48'den tiiremis
olan varyantlar baslangicta K. pneumoniae'de, daha sonra diger Enterobacteriaceae
tirlerinde Tirkiye'de tanimlanmistir (Poirel et al 2004, Poirel, Potron and Nordmann
2012). Bu varyantlar OXA-48'den bir ile bes amino asit mutasyonu ayrilmakta ve
farkli B-laktam hidroliz spektrumu sergilemektedirler (Dortet et al 2015). Son
caligmalar ve epidemiyolojik gézlemler OXA-48 benzeri enzim Ureticilerin birgok

iilkede giderek daha fazla tanimlandigin1 gostermistir.

OXA-162 ilk kez bir K. pneumoniae izolatinda 2009 yilinda Tiirkiye’de, daha sonra
2011 yilinda Yunanistan’da tespit edilmistir (Kasap, Torol, Kolayli, Dundar and
Vahaboglu 2013, Voulgari et al 2016). OXA-163, ilk olarak Arjantin'de K.
pneumoniae ve Enterobacter cloacae izolatlarinda tanimlanmistir (Poirel et al 2011,
Abdelaziz et al 2012). OXA-181 ilk kez Hindistan'da bir K. pneumoniae izolatinda,
OXA-204 Kuzey Afrika ile baglantis1 olan hastalarda K. pneumoniae izolatlarinda,
OXA-232 Fransa'dan Mauritius'a transfer edilmis bir hastadan alinan bir K.
pneumoniae izolatinda Fransa'da tanimlanmistir (Potron et al 2011, Potron,
Nordmann and Poirel 2013, Potron et al 2013). OXA-244 ve OXA-245 ilk kez
Ispanya'da K. pneumoniae izolatlarinda, OXA-247 Arjantin'de bir K. pneumoniae
izolatinda ve OXA-370 Brezilya'da bir Enterobacter hormaechei izolatinda
bildirilmistir (Gomez et al 2013, Oteo et al 2013, Sampaio et al 2014).
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OXA-48 varyantlar1 kendi aralarinda ¢ok kii¢iik baz degisiklikleri ile farklilik
gostermektedirler. OXA-162, OXA-232, OXA-244, OXA-245 ve OXA-370 tek bir
aminoasit ikamesiyle, OXA-163 bir aminoasit ikamesi ve 4 aminoasit delesyonu,
OXA-181 dort aminoasit, OXA-204, OXA-247 iki aminoasit ikamesi, OXA-245 dort
aminoasit delesyonu ile OXA-48’den tiiremislerdir (Mairi, Pantel, Sotto, Lavigne
and Touati 2018).

Yaklasik iki yil oncesine kadar 11 adet OXA-48 varyanti (OXA-162, OXA-163,
OXA-181, OXA-199, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-247, OXA-
370, OXA-405) oldugu bilinmekteydi (Mairi et al 2018). Ceccarelli ve ark.nin 2017
yilinda yaptigi bir ¢alismada ¢evreden ve hayvanlardan izole ettikleri Shewanella
spp. suslarinda OXA-514 ve OXA-515 varyantlar1 tanimlanmigtir. Ardindan
Bogaerts ve ark.nin (2017) Belgika’da yaptiklar1 ¢calismada Enterobacteriaceae ailesi
uyelerinde OXA-427, Dabos ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda E.coli’de
OXA-517, Shewanella bicestrii sp. nov.’de OXA-519 ve OXA-535, Samuelsen ve
arkadaglar1 ise OXA-436 gen bolgelerini raporlamiglardir (Dabos et al 2017a, Dabos
et al 2017b, Dabos et al 2017c, Samuelsen et al 2017).

Yillarca neredeyse tim OXA-48 iireten izolatlarin bildirimleri, Tiirkiye'de hastaneye
yatirilan hastalardan ya da Tiirkiye ile baglantili hastalardan yapilmistir (Aktas et al
2008, Kilic et al 2011). OXA-48 geninin tespitinden sonra Gilmez ve ark. (2004)
tarafindan yapilan bir ¢alismada E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda ¢esitli OXA-
48 benzeri genlerin tespit edildigi bildirilmektedir. Pfeifer, Matten ve Rabsch’in
(2009) yaptiklart arastirmada bazi Enterobacteriaceae izolatlarinda OXA-162
geninin ortaya ¢iktigi bildirmistir. Pedro Torres-Gonzalez ve ark.nin (2016)
Meksika’da gergeklestirdikleri ¢alismada ise Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde
OXA-232 geninin varlig1 ve karbapenem direnciyle olan iliskisi aragtirilmistir.

MHT, Karbapenemaz ureten Enterobacteriaceae (CPE) lyelerinde Ambler simifi A
KPC ve smif D OXA-48 karbapenemazlar1 saptamak i¢in miikemmel duyarlilik
gosterirken, NDM ureticilerini bazen tespit edememektedir. Bu testin klinik
mikrobiyoloji rutin laboratuvarlarinda kullanilabilecegi gosterilmistir (Girlich et al
2012). Yapilan ¢alismalarda KPC enzimi iireten suslarda bu testin duyarliligi %100’e
yakin bulunmustur (Hirsch et al 2014). Kim, Park, Sung ve Kim (2015) NDM Ureten
suslarda  MHT’nin MBL {reticilerinin  sadece  %60.6’sin1  tespit  ettigini
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bildirmiglerdir. Fakat yalanci pozitiflikleri 6nlemek igin antibiyotik diskine ¢inko
stilfat ilavesi yapilmaktadir (Jesudason, Kandathil and Balaji 2005). Karbapenemaz
iireten izolatlar1 saptamak icin MHT kullanilmasi ilk olarak Lee ve ark. (2001)
calismalarinda, indikatér E. coli siispansiyonu hazirlanirken, 0.5 McFarland
bulanikliginin  "1:10 seyreltimi" tercih edilmistir. CLSI da ayrica indikator
organizmalar i¢in inokulum yogunlugu olarak 1:10 seyreltilmis bir 0.5 McFarland
seyreltmesiyle yapilmis MHT yi ve Modifiye Karbapenemaz inaktivasyon Metodunu
onermektedir (CLSI 2018). CLSI yonergelerine uygun olarak yapilan bizim
calismamizda ise MHT sonucunda pozitif bulunan 100 susun 45 tanesinin OXA-48
benzeri gen bolgelerini igerdigi saptanmustir.

Oueslati, Normann ve Poirel (2015) tarafindan yapilan ¢alismada OXA-163 veya
OXA-232 iireten rekombinant suslarin, diger OXA-48 tlrevlerini Uretenlere gore
daha diisik MIK degerlerine sahip oldugu gozlemlenmistir. OXA-181 (ireten
suslarin, en ylksek karbapenem MIK lerini gosterdigini, OXA-48, OXA-162 ve
OXA-204 iireticileri icin hemen hemen ayni MIK degerlerini elde ettiklerini
bulmuslardir. Ancak bu gen bdélgeleri, porin eksikligi olan suslar ile birlestirildiginde,
MIK degerlerindeki artis OXA-48'in daha yiksek diizeyde karbapenem direncine
sahip olabilecegini gostermektedir. Dimou, Dhanji, Pike, Livermore ve Woodford
(2012) tarafindan yapilan ¢alismada OXA-181 iireten izolatlarin diger direng geni
bolgelerini iceren suslara gére yiiksek imipenem, meropenem ve ertapenem MIK
degerleri dikkat ¢ekmektedir. Nordmann ve ark.nin (2012) ¢alismasinda OXA-181
ureten izolatlarin KPC, IMP, VIM, NDM ve GSBL iireten izolatlara gore daha diisiik
karbapenem MIK degeri gosterdigi bildirilmistir. Calismamizda OXA-181 ve OXA-
244 pozitifligi bulunan suslarla OXA-48 gen bdlgesi iireten suglar arasinda One-Way
ANOVA testi sonucunda imipenem, meropenem ve ertapenem MIK degerleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir. Gen bolgeleri arasinda MiK degerleri
agisindan anlamli fark bulunamasa da, OXA-181 iireten suslarin MIK degerlerinin
diger suslara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu literatiirdeki ¢aligmalar
ile uyumludur.

Fattouh ve ark. (2016), CPE mikroorganizmalari arasindaki meropenem MIK
dagiliminda, KPC fireten Enterobacteriaceae izolatlarinin %25'inin ve OXA-48
benzeri genleri tasiyan Enterobacteriaceae izolatlarmin %40'mm CLSI sinir

degerlerinin altinda oldugunu bulmuslardir (MIK<1 pg/ml). Bu nedenle,
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karbapenemaz taranmasinda tek bir kilavuzun evrensel olarak optimal tarama
stratejilerine sahip olmasini beklemek mimkun gorilmemektedir. Oueslati ve ark.
(2015) OXA-48 benzeri enzim grubunun, protein dizilimi ag¢isindan oldukga
homojenite gostermesine ragmen, hidrolitik profil agisindan olduk¢a heterojen
oldugunu gostermistir. Bu nedenle, karbapenemaz aktivitelerine sahip OXA-48
benzeri enzimleri kodlayan genlerin saptanmasinda, sadece bu genlerin PCR bazh
amplifikasyonu yetersiz kalmaktadir. Gen bélgelerinin dizi analizi, ilgili enzimlerin
kinetik profilini tanmin etmek icin gerekmektedir.

Van der Zee ve ark. (2014), karbapenem direngli etkenlerinyeni kabul edilen hastalar
araciligiyla veya bir salgin sirasinda fark edilmeden hastane ortamina taginmasinin
erkenden tespit edilerek 6nlenebilmesi igin bir molekiiler tarama yontemi kullanmig
ve karbapenemaz genleri olan OXA-48, VIM, IMP, NDM ve KPC bélgelerini real-
time PCR y0Ontemiyle saptamislardir. OXA-48 benzeri genleri barindiran izolatlarin
birbirinden ayrimini yapabilen bir test mevcut degildir. Birgok OXA-48 benzeri
karbapenemaz Ureten bakteri, genis spektrumlu sefalosporinlere karsi duyarli olsa da
diisiik seviyeli karbapenem direncine sahip olmaktadir ve bu farkliliklar OXA-48
varyantlarin1 daha yaygin olarak karsilasilan KPC'lerden gilivenilir bir sekilde ayirt
edememektedir (Doi et al 2014). Ustelik, ayn: klinik izolatlarda birden fazla p-
laktamaz olusumu organizmalarin [(-laktamlara karst genel duyarliligini
etkileyebilmekte ve bu da OXA-48 varyantlarinin fenotipik ayrimini zor veya
imkansiz kilabilmektedir (Potron et al 2013).

OXA-48 i¢in diger karbapenemaz genlerini de saptayan multipleks PCR testleri
birkag ¢alismada rapor edilmistir (Poirel et al 2004, Aubert, Naas, Héritier, Poirel
and Nordmann 2006, Poirel, Walsh, Cuvillier and Nordmann 2011, Kaase, Szabados,
Wassill and Gatermann 2012, Poirel, Bonnin and Nordmann 2012, Pollett et al
2014). Ayrica, DNA mikroarray teknigi de OXA-48 ve diger yaygin olarak
kargilasilan karbapenemazlart tanimlamak i¢in kullanmilmistir (Naas, Cuzon,
Bogaerts, Glupczynski and Nordmann 2011). Bununla birlikte, yliksek homoloji
gosteren OXA-48-like genlerin hizli tespiti ve kesin sekilde ayrilmasi i¢in higbir

molekiler analiz yontemi gelistirilmemistir.

Ouertani ve ark. (2017) 13 karbapenemaz iireten susta OXA-48 pozitifligini %93,
OXA-204 pozitifligini ise %7 olarak bulmuslardir. OXA-48 benzeri
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karbapenemazlar, ABD'de Enterobacteriaceae tyelerinde son derece nadir oldugu
bildirilmistir. CDC verilerine gore, OXA-48 benzeri Ureten CPE suslari, Agustos
2015 itibariyle sadece 19 eyaletten 43 hastada tespit edilmistir (Lyman et al 2015).
Brink ve ark. (2013) K. pneumoniae suslarinda %2.5 OXA-48, %11.2 OXA-181
pozitifligi bulmuslardir. Lutgring ve ark. (2018) 30 adet CRE susunda OXA-181 (%
43), OXA-232 (%33) ve OXA-48 (%23) oranlarimi bulmustur. Jeong ve ark. (2016)
79 CRE izolatinin %59.5’inin OXA-232 genini barindirdigin1  bildirmistir.
Ulkemizde 2014-2015 yillarinda OXA-48 ireten suslarin en yiiksek epidemiyolojik
seviyesine (evre 5 “endemik durum”) sahip oldugu bildirilmistir (Albiger, Glasner,

Struelens, Grundmann and Monnet 2015).

Baran ve Aksu’nun (2016) yaptiklari ¢alismada, 181 CRE izolatinin %92'sinin OXA-
48 benzeri ireten bakteriler oldugu fakat bu varyantlarin ayrimi igin dizileme
yapilmadigi bildirilmistir. Bizim calismamizda ise, 100 adet karbapenemaz iireten K.
pneumoniae susunun %45’i OXA-48 gen bolgesi agisindan pozitif bulunmustur. Bu
suglarin da %91.2°sinin OXA-48/0XA-245, %4.4’tiniin OXA-181 ve %4.4’linlin
OXA-244 gen bolgelerini ihtiva ettigi bulunmustur. Prevalans oranlarindaki bu
farkliliklar; ¢alisilan yontem, gen bdlgelerinin bulundugu izolatlar, bolgelerin
epidemiyolojileri, suslar arasinda klonal iligki bulunup bulunmadigi gibi pek cok

faktore baghdir.

HRMA, genotipleme ve tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) hem arastirma
amagli hem de klinik ortamlarda basarili bir sekilde belirlenmesi amaciyla oldukga
yiiksek ve bir duyarlilik ve 6zgiilliik ile kullanilmistir (Liew et al 2004, Reed and
Wittwer 2004, Erali, Voelkerding and Wittwer 2008). Bununla birlikte, sadece az
sayida c¢alismada, bakteriyel genotiplemede yiksek homolojiye sahip sekanslar
arasinda hizli bir ayrim yapmak i¢cin HRMA kullanilmistir ve sadece bir ¢alisma
bakterilerdeki tek niikleotid mutasyonlarini (A'dan G'ye) saptamak i¢in HRMA
kullanmistir (Wolff, Thacker, Schwartz and Winchell 2008, Jin et al 2012).

OXA-181 ve OXA-204 ile OXA-232'nin nikleik asit sekanslari, sadece bir baz ¢ifti
(642. pozisyonda T) ile bir aminoasit mutasyonuna (R214S) neden olmaktadir
(Potron et al 2013). Bu mutasyon, enzimin karbapenemlere karsi hidrolitik

aktivitesinde azalmaya, ancak penisiline karsi artan aktivitesine sebep olmaktadir. Bu
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tek baz ciftlik ikame iki allelin amplikonlarinda erime sicakliklart agisindan ince bir
farklilik olusturmaktadir ve  HRMA ile varyantlar arasinda ayrim yapabilmek
mimkiin olmaktadir. Kiigiik bir amplikon tiretmek i¢in PCR tasarimiyla birlikte
3'fosfat isaretlenmis prob analizi ile birlestirilmis HRMA kullanimi, varyantlarin
niikleik asit sekanslar1 arasindaki ince farkin belirlenmesinde identifikasyon
basarisina katkida bulunmustur (Hemarajata et al 2015). Ancak bu bdlgelerin dizi

analizi olmadan enzim tipi kesin olarak belirlenememektedir.

Roth ve Hanson (2013) Enterobacteriaceae ailesi tyelerinde KPC-2 ve KPC-3 gen
bolgeleri varligini arastirmak icin HRMA yontemini kolaylikla kullandiklarini,
dizileme ile dogrulandiginda ise %100 ozgillik ve duyarlilik gosterdigini
bildirmislerdir. Girault ve ark. (2018) Burkholderia mallei suslariyla tim genom
sekanslama (WGS) ile karsilastirmali olarak HRMA metodunu kullanmiglar ve
sonuglarin WGS ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Chan (2012) tez ¢alismasinda
Mycobacterium tuberculosis izolatlarinda izoniazid direncini saptamak icin HRMA
yontemini kullanmisg, bu yontemin %77.2 saptama hassasiyetine ve %97.8 ozgiilliige
sahip oldugunu belirtmistir. Kimathi (2016), tez ¢alismasinda Salmonella spp.
izolatlarmin identifikasyonu i¢in 16S rRNA bdlgesi igin spesifik V1, V3 ve V6
primerleri kullanilarak HRMA yontemini kullanmig, duyarlilik ve 6zgulliigiiniin
yuksek oldugunu belirtmistir. Woksepp ve ark. (2014) Enterobacteriaceae suslarinin
tanimlanmasinda HRMA ve Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemlerini
karsilastirmali olarak ¢alismislar ve aralarinda %97 uyum gézlemislerdir. Andersson,
Harris, Tong ve Giffard (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ise SHV geninin klinik
olarak anlamli 238. ve 240. kodonu SNP'lerini sorgulamak icin HRM bazl bir
yontem gelistirilmistir. Bu metot, bizim c¢alismamizdan farkli olarak prob

kullanilmadan SYBR Green tabanl bir ana karigimdan yararlanmigtir.
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Dendrogram using Ward Linkage

led Dist Cluster Combi
0 5 10 15 20 25
1 1 ! 1 !
OXA-370 10—
OXA-519 14—
OXA-162 1
OXA-244 i
OXA-245 8
OXA-199 4
OXA-204 5

> OXA-247 9

OXA-405 11
OXA-163 2

OXA-181 3
OXA-232 6
OXA-436 13—
OXA-427 12

OXA-535 15—

Sekil 5.1. OXA-48 varyantlar1 arasindaki homolojileri gésteren dendogram.

Sekil 5.1, SPSS (Version 24) paket programinda Ward Baglanti Kiimeleme
Yontemiyle hazirlanmigtir. Dal uzunluklar1 6lgege gore c¢izilmistir ve aminoasit
degisikliklerinin sayistyla orantilidir. OXA-48 varyantlarinin OXA-48 gen bolgesiyle
olan aminoasit benzerlikleri gosterilmektedir. OXA-427 ve OXA-535 haricindeki
varyantlar arasindaki homolojiler kuvvetli oldugundan bu varyantlar birer ve ikiser
birimlik mesafelerde gruplar meydana getirmislerdir. Bu klglk aminoasit
farkliliklar1 nedeniyle varyantlar arasinda ayrim yapabilmek i¢in PCR tabanli
yontemler yeterli olamamaktadir. Dolayisiyla varyantlar arasinda ayrim yapabilmek

icin OXA-48 benzeri genlerin dizi analizi gerekmektedir (Poirel et al 2012).

Calismamizda HRMA ile tespit edilen suslardan 4 tanesinin dizi analizi ile OXA-48
varyantt oldugu dogrulanmistir. 2 tanesinin OXA-181 ve 2 tanesinin de OXA-244
oldugu bulunmugtur. Bu varyantlarin Sekil 4.5.1.”de kiimelenmeden sapma gdsteren
varyantlarin Tm derecelerinin artist A-T arasindaki ikili baglarin G-C arasindaki tglii

baga doniismesine baglanmistir. Varyantlardaki bu aminoasit ikameleri Tablo
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4.6.1.’de gosterilmistir. HRMA yoOnteminin 6zgilligii ¢ogu calismada yiiksek
bulunmasina ragmen bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Tek bir alanda kiimelesen
homozigot varyantlar arasinda basarili ayrim ¢ogunlukla Tm' ye baghdir.
Genotipleme i¢in mutlak sicaklik farklarin1 kullanma yetenegi, cihazin sicaklik
hassasiyetine (Herrmann, Durtschi, Bromley, Wittwer and Voelkerding 2006) ve
karsilagtirilan Orneklerin tutarliligina (iyonik dayanikliligina) baghdir (Seipp et al
2007). Tek baz varyantlarinin ¢ogu yaklastk 1°C'lik Tm farkliliklarn ile
sonuclanirken, bir kismi da 0.25°C civarinda ve bazilarinin erime sicakliklarinin ise
en yakin komsu termodinamigi ile ayni oldugu tahmin edilmektedir (Liew et al
2004). Ayrica, farkli sulandirma tamponlart ve konsantrasyonlari Tm’leri

etkileyebilmektedir (Seipp et al 2007).

HRMA, bunlarin diginda iyi bir PCR reaksiyonu, kullanilan cihaz ve boyalara gicli
bir sekilde bagimlidir. Ornegin, LCGreen Plus, SYTO 9'dan, Eva Green, SYBR
Green'den daha iyi ayrim yapabilmektedir (Farrar, Reed and Wittwer 2009). Ayrica
kiguk insersiyonlar ve delesyonlar, ikamelere gore tespit edilmesi biraz daha zor
olabilmektedir (van der Stoep et al 2009). Sonuglarin dogrulugu, cihazin ve

yaziliminin yorumlanmasina subjektif olarak baghidir (Herrmann et al 2006).

Ayni zamanda bu tarz arastirmalar, epidemiyolojik caligmalara temel saglamasi,
karbapenemaz tespiti ile ilgili yerli tan1 kitlerinin yapimina taban olusturmasi, rutin
laboratuvarlarda zaman tasarrufu saglamasi ve kliniklere dogru ve etkin sonuglarin
iletilmesi nedeniyle énem arz etmektedir. OXA-48 varyantlarinin antibiyotik direng
paternlerinin farklilik gdstermesi nedeniyle tedaviye yol gostericidir. Bu nedenle
varyantlarin tiplendirilmesinin klinisyenlere fayda saglayacagi diistiniilmektedir.
HRMA’nin pratik bir yontem olmamast rutin laboratuarlarda kullanimim
zorlastirmaktadir. Ancak yogun bakim hastalar1 gibi 6zel hasta gruplarinda ve
klinisyenin istegi dogrultusunda caligilabilir. Bu sebeple asil olarak aragtirma amaclh
kullanilmaktadir.
Sonug olarak;
» OXA-48 konsensus primeri ile tarama yaptigimiz qPCR sonucunda 100
karbapenemaz Ureten K. pneumoniae susunda %45 oraninda OXA-48 pozitifligi
bulunmustur. Dizi analizi sonucunda 13 susun OXA-48/0XA-245 (kullandigimiz

primer bolgesindeki dizilimlerin birebir ayni olmasi nedeniyle ayrim
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yapilamamustir) gen bolgelerini igerdigi, 2 susun OXA-181 ve 2 susun da OXA-
244 gen bolgelerini icerdigi tespit edilmistir.

Calismamiz, Ulkemizde OXA-48-like gen bolgelerini en kapsamli sekilde
arastiran ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.

Karbapenem direncine neden olan gen bdlgelerinin tespiti igin ilgili yerli tani
kitlerinin yapimina zemin olusturmasi agisindan énemlidir.

OXA-48 gen bolgelerinin diger gen bolgeleri ile birlikteliklerinin arastirilmasina,
SNP’lerin  tespitini  saglayan HRMA  yonteminin  gelistirilmesi  ve
optimizasyonuna, dizi analizi ile paralel gitmesi acisindan homojen ve daha

blylk 6rneklemlere sahip planli ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.
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