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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1
Tibbi Mikrobiyoloji
Doktora Tezi

KLEBSIELLA PNEUMONIAE KLiNiK SUSLARINDA BETA-LAKTAM
ANTIBIYOTIK DIRENC GENLERININ VE QUORUM SENSING ARASINDAKI
ILISKININ ARASTIRILMASI

Muhammet Siikrii AGRALI

Konya-2025

Enterobacteriaceae ailesinden Klebsiella cinsinde bulunan ¢ubuk seklinde Gram negatif bir bakteri olan
Klebsiella pneumoniae toplum ve saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlar (SHIE)’da 6nemli bir patojendir.
Klebsiella tiirleri saghk hizmeti iliskili (SHI) pnomoni, septisemi, idrar yolu enfeksiyonu, yenidogan
septisemisinin, yara ve yumusak doku enfeksiyonlarinin 6énemli bir kismin1 olusturmaktadir. Coklu ilaca direngli
Klebsiella tiirlerinin hastane salginlarina, genellikle genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iireten yeni tiir
suslar sebep olmaktadir. GSBL'leri, karbapenemazlari ve cesitli aminoglikozitleri inaktive eden enzimleri
kodlayan Klebsiella spp.'nin ¢oklu ilaca direngli suslarinin yaygin sekilde ¢ogalmasi, bu patojenlere olan kiiresel
ilgiyi arttirmaktadir. K. pneumoniae'de karbapenem direncinden sorumlu birkag mekanizma vardir. Bu
mekanizmalar, Ambler smift A ( K.pneumoniae carbapenemase, KPC), B (metallo enzimler NDM, VIM ve IMP)
ve D (oksasilin enzimi, OXA ) olarak siniflandirilan bir karbapenemaz iiretimidir. Quorum sensing (QS),
bakterilerin otoindiikleyiciler tarafindan salgilanmig kimyasal sinyal molekiillerini kullanarak iletisim kurdugu
bir mekanizmadir. Biyofilm formasyonu, virulans adaptasyonu, antimikrobiyal madde {iretimi, hareket ve
sporulasyon gibi gen diizenlenmesinin ¢ok ¢esitli mekanizmalarinda QS’in rol aldig: bildirilmistir. Bu nedenle
calismamizda, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina gelen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 K.
pneumoniae izolatinin antibiyotik duyarliliklari, diren¢ genleri ve QS arasindaki iligkinin arastirilmasi
amaclanmastir.

Calismaya Mart 2022-Mart 2024 tarihleri arasinda tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi tibbi mikrobiyoloji laboratuvarma gesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden izole
edilen 100 K. pneumoniae izolat1 dahil edilmistir. Izolatlar eosin metilen blue (EMB) agar ve kanli agara ekimi
yapilmig ve Ornekler 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Tanimlama calismalar1 Vitek 2 Maldi-Tof Ms
(Biomerieux, France) ile antibiyogram galismalart BD Phoenix otomatize sistemi (Becton-Dickinson, ABD)
kullanilmis, duyarlilik sonuglart FDA ve EUCAST kriterleri esas alinarak belirlenmistir.

GSBLiiretimi biitiin izolatlarda %65 oraninda saptanmistir. Antibiyotik duyarlilig1 en yiiksek tigesiklin,
en yiiksek direng ampisilinde gozlemlenmistir. Yeni antibiyotiklerden delafloksasin(DLX), ceftolozane-
tazobactam(CT), = meropenem-vaborbactam(MEV),  ceftazidime-avibactam(CZA)  duyarlilik  sonuglar
strastyla %25, %42,%56 ve %62 bulunmustur. Direng genleri, OXA-48 %35, NDM %13 ve KPC %4 olarak
bulunmustur. IMP ve VIM direng geni higbir izolatta bulunamamigtir. QS genlerinden LuxS %98, LsrR %98 ve
LstK %97 oraninda tespit edilmistir.

Glintimiizde, bakterilerin antibiyotiklere karsi hayatta kalmak icin farkli yollarla direng gelistirme
yetenegine sahip olduklar1 bilinmektedir. Bundan dolay1 bakteriler arasindaki QS mekanizmasinin engellenmesi,
viriilansi, biyofilm olusumunu ve bakteriyel direng mekanizmalarini azaltarak bakteriyel kaynakli hastaliklarin
onlenmesinde kullanilmasi umut vericidir. Gelecekte olusacak bakteriyel hastaliklarin tedavisinde QS
mekanizmasini engelleyecek gesitli inhibitorlerin belirlenmesi farkli bir tedavi yolu olarak umut vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, direng genleri, klebsiella pneumoniae, quorum sensing.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
Medical Microbiology
Doctoral Thesis

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIiP BETWEEN BETA-LACTAM
ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES AND QUORUM SENSING iN CLINICAL
STRAINS OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Muhammet Siikrii AGRALI

Konya-2025

Klebsiella pneumoniae, a rod-shaped Gram-negative bacterium in the genus Klebsiella of the
Enterobacteriaceae family, is an important pathogen in community and healthcare-associated infections (HCAI).
Klebsiella species constitute a significant portion of healthcare-associated pneumonia (HAIP), septicemia,
urinary tract infection, neonatal septicemia, wound and soft tissue infections. Hospital outbreaks of multidrug-
resistant Klebsiella spp. are often caused by new strains that produce extended-spectrum f-lactamases (ESBL).
The widespread proliferation of multidrug-resistant strains of Klebsiella spp., which encode enzymes that
inactivate ESBLs, carbapenemases, and various aminoglycosides, is increasing global interest in these
pathogens.There are several mechanisms responsible for carbapenem resistance in K. pneumoniae. These
mechanisms are the production of a carbapenemase classified as Ambler class A (K. pneumoniae carbapenemase,
KPC), B (metallo-enzymes NDM, VIM and IMP) and D (oxacillin enzyme, OXA). Quorum sensing is a
mechanism by which bacteria communicate using chemical signaling molecules secreted by auto-inducers. It has
been reported that QS plays a role in a wide variety of gene regulation mechanisms such as biofilm formation,
virulence adaptation, antimicrobial substance production, movement and sporulation. Therefore, our study aimed
to investigate the relationship between antibiotic susceptibilities, resistance genes and QS of 100 K. pneumoniae
isolates isolated from various clinical samples sent to our hospital's microbiology laboratory.

A total of 100 K. pneumoniae isolates isolated from samples sent from various clinics to the medical
microbiology laboratory of Necmettin Erbakan University Faculty of Medicine Hospital between March 2022
and March 2024 were included in the study. Isolates were cultured on eosin methylene blue (EMB) agar and
blood agar and samples were incubated at 35°C for 24-48 hours. Identification studies were carried out using the
Vitek 2 Maldi-Tof MS (Biomerieux, France) and antibiogram studies using the BD Phoenix automated system
(Becton-Dickinson, USA), and susceptibility results were determined based on FDA and EUCAST criteria.

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) production was detected in 65% of all isolates. The highest
antibiotic susceptibility was observed for tigecycline and the highest resistance was observed for ampicillin. The
sensitivity results for new antibiotics delafloxacin (DLX), ceftolozane-tazobactam (CT), meropenem-
vaborbactam (MEV), ceftazidime-avibactam (CZA) were found to be 25%, 42%, 56% and 62%, respectively.
Resistance genes were found as OXA-48 35%, NDM 13% and KPC 4%. IMP and VIM resistance genes were
not found in any isolate. Among the QS genes, LuxS was detected at 98%, LsrR at 98% and LsrK at 97%.

Today, it is known that bacteria have the ability to develop resistance to antibiotics in different ways to
survive. Therefore, It is promising that preventing the QS mechanism between bacteria is used in the prevention
of bacterial diseases by reducing virulence, biofilm formation and bacterial resistance mechanisms. In the
treatment of future bacterial diseases, the determination of various inhibitors that will prevent the QS mechanism
is promising as a different treatment method.

Keywords: Antibiotic resistance, resistancegenes, klebsiella pneumoniae, quorum sensig.
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1.GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae Gram negatif, kapsiillii, hareketsiz bir bakteridir. Cevrede
ylizey sularinda, toprakta ve tibbi cihazlarda bulunabilmektedir. K. pneumoniae, insan
mukozal ylizeylerini ve gastrointestinal sisteminde kolonize olabilir. Bu bdlgelerden diger
dokulara gegerek insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Paczosa ve
Mecsas,2016). Hastane ve toplum kdkenli enfeksiyonlarda en yaygin patojenler arasinda K.
pneumoniae da bulunmaktadir. K. pneumoniae saglikli insan ve hayvanlarin solunum
yollarinda ve bagirsaklarinda da kolonize olabilir. Pnémoni, menenjit, karaciger apsesi, idrar

yolu enfeksiyonu ve sepsis gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olmaktadir (Huang ve ark., 2022).

K.pneumoniae nin gesitli antibiyotiklere direng kazanabildigi ve 6zellikle ampisiline
dogal direngli oldugu bildirilmistir. Sefalosporin ve aminoglikozid grubu antibiyotikler K.
pneumoniae’'nin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasina ragmen K.
pneumoniae izolatlarinin sefalosporinlere karsi direng gelistirmekte oldugu bildirilmistir
(Kahraman ve ark., 2017). Klebsiella tiirlerinin kolonizasyonu ile hastanede uzun siire yatis,
gecirilmis operasyon Oykiisii, damar i¢i ve iriner kateter uygulanmasi ve antibiyotik
kullanimiyla iliskili oldugu bildirilmistir. Bu bakterilerde, genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) yapimi antibiyotiklere karsi direngten sorumlu en 6nemli mekanizmadir
(Temiz ve ark., 2015). Bu yiizden K. pneumoniae’nin sebep oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde genellikle karbapenemler tercih edilmektedir. Fakat karbapenem kullaniminin
yayginlagsmasi ile birlikte karbapenemlere karst da direng gelistigine dair bildirimler
yapilamaya baslamistir (Kahraman ve ark., 2017). Kliniklerde karbapenemlerin kullaniminin
artmasindan dolayi, diinya c¢apinda karbapenem direngli K. pneumoniae (KDKp) kilinik
izolatlarinda artig goriilmektedir. Karbapenem direncine sebep olan, bilinen en Onemli

mekanizma karbapenemaz enzimleridir (Dogan ve Ugrakli, 2023).

Karbapenemlere karsi direng mekanizmalarindan olan enzimatik direng; Yapisal
mutasyonlarla olan beta-laktamaz aktivitesi ve karbapenem antibiyotiklerini hidrolize eden
karbapenemaz enzimlerinin liretimi olmak iizere iki mekanizmadan meydana gelir. Ambler
simiflandirmasina gore, karbapenemazlar molekiiler yapilarina goére; A smifi B sinif ve D

smifi olarak ayrilirlar.

A smifinda KPC, GES, IMI, NMC-A, SME, SFC karbapenemaz genleri bulunur. Bu

genler arasinda diinyada genelinde yaygin transfer edilebilir gen, KPC genidir.



KPC genini bulunduran suslar beta-laktam antibiyotiklerin hepsini hidrolize edebilir.
Ayrica blaKPC tasiyan suslar fluorokinolon, aminoglikozid, trimethoprim-siilfametaksazol’e

de direngli olan ¢oklu ilaca direncli suslardir.

Oksasilini  hidrolize edebilmeleri nedeniyle, Simif D enzimler OXA tipi beta-
laktamazlar olarak adlandirilirlar. Ozellikle OXA-48 tip enzim K. pneumoniae’da en sik

bulunan enzimdir.

Smif B metallo beta-laktamazlar kompleks bir grup enzimdir. Beta-laktamaz
inhibitorleri  tarafindan  inhibe edilemezler. IMP, VIM ve NDM  genleri
Enterobacteriaceae’ler iginde transfer edilebilen MBL genleri dir (Telli, 2022).

En yaygin olan diren¢ genleri arasinda olan KPC, IMP, NDM, VIM, OXA-48 direng
genleri farkli iilkelerde endemik olarak saptanabilir. Ulkemizde yapilan farkli ¢aligmalarda en
stk saptanan karbapenemaz geni OXA-48 genidir. Ancak, siklikta KPC ve NDM direng
genleri de goriilmektedir (Telli, 2022).

Bakterilerin popiilasyon yogunlugundaki farkliliklara gore yanit olarak biyolojik
islevlerin diizenlemesinde etkili olan ve mekanizma olarak g¢evresel adaptasyonu saglayan
quorum sensing (QS), hiicreler arasi iletisim sistemidir (Chen ve ark., 2020). Bu mekanizma
sayesinde mikroorganizmalar iirettikleri sinyal molekiillerinin yogunlugunu 6lgebilmekte ve
cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarini1 da hissedebilmektedir. Bunun sonucunda
bir hiicreden digerine sinyal molekiilleri ile ileterek koloni gibi davranis sekilleri
gosterebilmektedirler. Biyofilm formasyonu, virulans adaptasyonu, antimikrobiyal madde
iretimi, hareket ve sporulasyon gibi gen diizenlenmesinin ¢ok c¢esitli mekanizmalarinda QS

mekanizmalarinin rol aldig: bildirilmistir (Yenigeri, 2018).

Gram-negatif bakterilerde en ¢ok calisilan QS sinyal molekiilleri, N-asil homoserin
laktonlar (AHL)’dir. AHL'ler genellikle LuxI'e homolog bir protein tarafindan {iretilir ve
sirayla LuxR proteinine baglanirlar. Bir AHL'nin esik seviyesi bakteri tarafindan tespit
edildiginde, transdiiksiyon antimikrobiyal maddelerin iiretimi ve konagin savunma
mekanizmalarina karst koruma dahil olmak {izere bu mekanizmalar1 kontrol eden genlerin

uyarilmasina yol agmaktadir (Yin ve ark.,2012).



Gram pozitif bakterilerde kullanilan mekanizma sinyal iletimi oligopeptitlere bagli iki
bilesenli fosforlama zinciri kullanilir. Ugiincii QS mekanizmasida V. harveyi modeli olarak da

adlandirilan hibrit sistemdir.

Bu sistemde hem oligopeptidler hem de LuxI/LuxR tipi proteinler hiicre i¢inde sinyal
yolunda gorev alirlar. LuxLM tarafindan: AI-1 molekiilii tiretilirken, LuxS tarafindan AI-2
sinyal molekiilii iiretilir. Uretilen Al-1 sinyal molekiilii tiir i¢i sinyallesmeyi saglarken, AI-2

sinyal molekiilii tlirler aras1 sinyallesmeyi saglar (Filik ve Kubilay, 2019).

K. pneumoniae'nin LuxS sinyal molekiilleri salgiladig1 Vibrio harveyi'de Al-2 sentezi
icin gerekli gen olan LuxS'min bir homologu, K. pneumoniae genomundan izole edildigi

bildirilmistir (Balestrino ve ark., 2005).

Bu ¢alismada K. pneumoniae enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
direnc genlerinin arastirlmasi, sub-minimal inhibitér konsantrasyonlarinin (sub-MiK) yapimi
tizerine etkilerinin ve QS genleri arasindaki iliskinin arastirilmasi ve bazi yeni antibiyotiklere

kars1 direng profilinin belirlenmesi amaglanmustir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Tarihgesi ve simflandirmasi:

Ilk kez 1875'te Edwin Klebs tarafindan pndémoni hastalifindan 6len bir hastanin
solunum yollarindan izole edilmis. Daha sonra 1882'de Carl Friedldnder tarafindan
tanimlanmis ve bir siire Friedlander basili olarak isimlendirilmistir (Chang ve ark., 2021).
Carl Friedldnder zatiireden olenlerin akcigerlerinden bakteriyi izole etmis ve sonra onu
kapsiillii bir basil olarak tanimlamistir. K. pneumoniae de diger immobilize Klebsiella tiirleri
gibi bir polisakkarit kapstile sahiptir. 1886 yilina kadar Friedlander basili olarak adlandirilan
bakteri, 1886 yilindan sonra Klebsiella adimi aldi. Gram negatif bir bakteri olan K.
pneumoniae, Enterobacteriaceae familyasina aittir (Ashurst ve Dawson, 2023; Wyres ve ark.,

2020; Amani ve ark., 2020).

Klebsiella cinsindeki tiirler: Klebsiella pneumoniae (subsp. pneumoniae,
subsp. ozaenae, subsp. rhinoscleromatis ), Klebsiella oxytoca, Klebsiella ornithinolytica,
Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena, Klebsiella variicola (subsp. Tropikalensis),
Klebsiella granulomatis, Klebsiella aerogenes, Klebsiella africanensis, Klebsiella grimontii
ve Klebsiella quasipneumoniae (subsp. quasipneumoniae ve subsp.similipnémonie) olarak
tanimalnmistir. Fenotiplerine ve patojenite dogasina gore klasik (cKp) ve hiperviriilan (hvKp)

suslar olarak siiflandirilir(Patro ve Rathinavelan, 2019; ).

2.1.2. Morfolojik ozellikleri:

Cevrede ylizey sularinda Klebsiella tiirleri, ¢ubuk seklinde sporsuz, Gram negatif
bakterilerdir. Etrafinda bulunan genis kapsiil polisakkarit yapidadir. Tek tek, ikili veya kisa
zincirler halinde goriilen gomaklardir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanirlar. Cogunlugunda
tip 1 fimbriyalar bulunur (Patro ve Rathinavelan, 2019; Bilgehan, 2000; Bozkaya, 2005).
Enterobacteriaceae familyasinin diger iiyelerinden farkli olarak, Klebsiella cinsinin lyeleri
daha kisa ve kalindir ve yaklasik 1-2 pm uzunlugunda ve 0,8-0,8 pum genisligindedir. K.
pneumoniae,fakiiltatif anaerobik, flagellasiz ve hareketsiz olan bir basildir (Huang ve

ark.,2022;El Fertas-Aissani ve ark., 2013; Martin ve ark., 2016).



2.1.3. Biyokimyasal ozellikleri:

Diger bagirsak bakterileri gibi genel kullanim besiyerlerinde 37°C de ve pH 7 de iyi
tirerler. Karbonhidrat bulunduran ortamlarda ve azot bulundurmayan ortamlarda biiyiik bir
kapsiil iiretir. Bu organizmalarda iireaz, lisindekarboksilaz testleri ve VP testi pozititken,
ornitin dekarboksilaz, arginin dehidrolaz ve indol iiretimi testleri negatiftir. Bu organizmanin
hidrojen siilflir gaz1 iiretimi piroliz olmaksizin TSI ortaminda asidiktir. Metil kirmizisi testi
negatif, Voges proskauer testi pozitif olup sitratli besiyerlerinde iirerler. IMVIC testleri
negatif, negatif, pozitif, pozitiftir (Amani ve ark., 2020; Bilgehan, 2000; Martin ve Bachman,
2018).

Bu bakterileri diger bagirsak bakterilerinden ayiran 6zelliklerden biri nisastay1 en gec
4 giin icinde pargalayarak gaz yapmalaridir. Bu bakterinin istege bagli anaerobik ortamda
liremesine ragmen, mutlak anaerobik kosullar altinda {iremesi zayiftir. Kanli agar ortaminda
kirmizi kan hiicrelerini parcalama yetenegi yoktur. Laktozu fermente eder. Agar ortaminda,
bakteriyel dis membrana bagl polisakkarit kapsiiliin sagladigr mukoid bir fenotipe sahiptir.
Enterobacteriaceae familyasinda Klebsiella tirli, havadaki nitrojeni stabilize etme ve onu
amonyak ve amino asitlere doniistiirme yetenegine sahip tek cinstir (Amani ve ark., 2020;
Bilgehan, 2000; Martin ve Bachman, 2018). Tablo 2.1. ve 22 de
Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal reaksiyonlar1 ve 6nemli Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal

ozellikleri gosterilmistir.

Tablo 2.1 Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal reaksiyonlari (Podschun ve Ullmann, 1998).

Characteristic Klebsiella pneumoniae K oxytoca K terrigena K. planticola K. ornithinolytica
subsp. p oniae subsp. subsp. rhinoscleromatis
Indole - - - + - v +
Ornithine decarboxylase = = - - - - +
Lysine decarboxylase + v = + + + +
Pectate degradation = = = + - - _
Gas from lactose at 44.5°C + = - - - - _
Growth at 10°C - - = + 2% + o
Acid from:
D-Melezitose = - - v + _ _
L-Sorbose v + P 5

Utilization of:

m-Hydroxybenzoate = = - + + - _
Hydroxy-L-proline v v v +
Malonate + - + + + " ™
Methyl red test - + + - + v +
Voges-Proskauer reaction + - - + + + +
V : degisken



Tablo 2.2. Onemli Kiebsiella tiirlerinin biyokimyasal 6zlliklerleri (Bozkaya 2005 ).

TESTLER K. pneunoniae K. oxytoca
Hareket Negatif Negatif
Arginin Negatif Negatif
DNaz(25°C) Negatif Negatif
Jelatinaz(22°C) Negatif Negatif
FERMENTASYON

Laktoz Pozitif Pozitif
Sukroz Pozitif Pozitif
Sorbitol Pozitif Pozitif
Adenitol Pozitif Pozitif
Arabinoz Pozitif Pozitif

2.1.4. Epidemiyolojisi:

Klebsiella tiirleri genellikle firsatg1 patojenler olup, hayvan ve insan bagirsak ve
mikrobiyotasinda bulunur. Bu mikroorganizmalar insan solunum yollari, mide ve bagirsak
dogal mikroflorasina katki saglar. Bitkiler ve memelileri kolonize ederler (Amani ve ark.,
2020;Patro ve Rathinavelan, 2019). Klebsiella tiirleri dogada her yerde bulunurlar. Klebsiella
tiirleri toprakta, bitkilerde, yilizey sularinda, kanalizasyonlarda ve kolonilestirdikleri insanlar,
atlar veya domuzlarda mukozal yiizeylerinde yasayabilirler. Insanlarda nazofarinkste ve
bagirsak kanalinda K. pneumoniae saprofit olarak yasayabilir. Hastanin gastrointestinal
sistemi ve hastane personelinin elleri enfeksiyonun ana rezervuarlaridir (Sekil 2.1.). Saglik
hizmeti iligkili enfeksiyonlar (SHIE) bir salgina yol agabilir. Tastyicilik oranlar1 calismadan

calismaya onemli 6lgiide farklilik gostermektedir.



~
é:
Environment v 0 Lungs

- Hortzontal gene trapisfer \f //;
ﬁ%ﬁq-” ey 7l
§ 4 = . Stomarch
@ small interstine

O Large interstine

Animals

S

Plants

Other species

tRoB & % 0

K
r—1]

Food :’r“?n::gma“im Hospital spread Environmental spread Medical travel  Silent colonization

Sekil 2.1. Klebsiella pneumoniae bulagma yollar1 ( Li ve ark., 2023).

Hastane dis1 ortamlarda Klebsiella 'nin nazofarinksteki tasiyicilik oranlar1 %1 ila %6
arasinda iken diski Orneklerinde tasiyicilik oranlart %5 ila %38 arasinda degismektedir
(Chang ve ark., 2021; Lourenco ve ark., 2023; Ashurst ve Dawson, 2023). Kolonizasyon
oranlari hastane ortaminda kalis stiresiyle dogru orantili olarak
artmaktadir. Klebsiella tastyiciligt hastane personellerinde yiiksek
oranda goriilmektedir. Hastanede yatan hastalarda bildirilen tastyicilik oranlari hastalarin

ellerinde %42 iken, farenkste %19 ve diskida %77'dir (Podschun ve Ullmann, 1998).

K.pneumoniae'nin toplum kokenli veya hastane kokenli pnomonilere neden oldugu
bilinmekte olup, toplum kdkenli pndmonilerde daha nadir etkenlerdir, fakat olduk¢a yaygin
bir tan1 almaktadir. Tim toplum kokenli pndmonilerin, genel olarak, Bati kiiltiiriinde,
yaklasik %3 ila %5'inin K. pneumoniae iliskili oldugu diisiiniilmektedir, ancak gelismekte
olan Afrika gibi iilkelerde tiim vakalarin yaklasik %15'ini olusturabilirler (Ashurst ve Dawson,

2023).



Diinyadaki tiim saglik hizmeti iliskili (SHI) pnémonilerin yaklasik %11,8'ini K.
pneumoniae olusturmaktadir. K. pneumoniae ventilatore bagli gelisen pndmonilere %8
ila %12 oraninda enfeksiyon etkeni olarak gdosterilmektedir. Alkolizm ve septisemi

hastalarinda mortalite %50 ile %100 arasindadir (Ashurst ve Dawson, 2023).

2.1.5. Patogenezi:

K. pneumoniae, pnomoni, sepsis, kan dolagimi enfeksiyonlari, menenjit, piyojenik
karaciger apseleri, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ve yaralar gibi cesitli enfeksiyonlardan
sorumlu onemli bir patojendir. K. pneumoniae Gram-negatif bakteriler arasinda, yiiksek
mortalite oranina sahip bakteriyeminin baslica etkenleri arasinda yer alir (Kot ve ark., 2023).
K. pneumoniae'nin 6nemi bakim {initelerinde yayilma potansiyelinin yiiksek olmasi ve
kolaylikla ¢oklu ilag direnci (MDR) kazanma yetenegi nedeniyle daha da artmaktadir. K.
pneumoniae’nin plazmid tarafindan kodlanan GSBL aktivitesine sahip susun ortaya ¢ikmasi
sonucunda tedavilerde basarisizlik olugmakta ve bunun sonucunda septisemi nedeniyle

morbidite ve mortalite de artig ortaya ¢ikmaktadir (El Fertas-Aissani ve ark., 2013).

Bakim iinitelerinde yayilma potansiyelinin yiiksek olmasi ve MDR 6zellik kazanma
yetenegi nedeniyle K. pneumoniae'nin bulasiciligini daha da artmaktadir. En 6nemli Gram-
negatif firsat¢1 patojenler arasinda K. pneumoniae kabul edilse de, bu bakterinin farkli
hastaliklara neden oldugu mekanizmaya ait bilgi hala tam olarak belirlenmemistir. Hastane
ortamlarinda o6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireyler arasinda antimikrobiyal
ajanlarin kullanimma bagh olarak, artan oranlarda, SHIE ve toplumsal enfeksiyonlara neden
olan en 6nemli firsat¢1 patojenlerden biri olarak K. pneumoniae kabul edilmektedir (El Fertas-
Aissani ve ark., 2013). Firsat¢1 bir patojen olan K. pneumoniae, g¢esitli hastane ve toplum
enfeksiyonlarma sebep olmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis ve kritik
hastalarda CRKP neden oldugu enfeksiyonlar halk sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturarak

yiiksek 6liim oranlariyla iliskilendirilmistir (Karampatakis ve ark., 2023).

K. pneumoniae solunum yollarini, ameliyat bolgelerini, 6zellikle idrar yollarin1 ve kan
dolagimini enfekte ederek zatiire ve sepsis gibi ciddi agir seyreden hastaliklara sebeb olabilir.
Bu hastaliklarin disinda piyojenik karaciger apseleri, nekrotizan pndmoni ve endojen

endoftalmi gibi enfeksiyonlarin da neden olmaktadir (Wyres ve ark., 2020).

Tiim Gram-negatif enfeksiyonlarin yaklasik tigte birini olusturan, hastaneyle iliskili ve

yaygin firsatci bir patojendir.



Cerrahi yara enfeksiyonlari, pnomoni, sistit, endokardit ve septisemi gibi
enfeksiyonlar dahil olmak iizere bagirsak disi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Podschun ve

Ullmann, 1998).

K. pneumoniae enfeksiyonlarmmin ¢ogunlukla bagirsak yolunda kolonize olan
bakterilerle benzer serotipler gosterdigi belirlenmistir. Kolonize olan K. pneumoniae suslari
ile enfeksiyon bdlgelerinden elde edilen suslar arasinda iligki en son yapilan c¢aligmalarla
dogrulanmigtir. Hastalarin kolonizasyon seklinde tasidiklart sus ile enfekte olduklari susun
tim genom diziliminin ayni oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismalarda genomik agidan
bakildiginda, nozokomiyal K. pneumoniae enfeksiyonlarmin oOnemli bir kaynaginin
gastrointestinal mikrobiyotanin oldugunu ve bunlarin %80'inin kendi kendine kolonize olan
suslardan kaynaklandigini belirlemistir. Kolonizasyondan enfeksiyon olusturma, altta yatan
hastaliklarin veya immiinomodiilatér tedavilerin sebep oldugu konak¢i savunmasindaki

bozulmayla olusmaktadir (Chang ve ark., 2021).

Kolonizasyon ve enfeksiyon arasinda ayrimi tespit etmede klinisyenler ve
arastirmacilara  her zaman  zorlanmistir. Bu  durum  miidahaleleri  oldukga
zorlastirmaktadir. Kolonizasyonu enfeksiyondan ayirmada yardimci olacak cesitli faktorler

vardir.

Bu faktorler sunlari igerir:

1. Dolasimdaki kan, K. pneumoniae'yi kolonize eden solunum, idrar ve sindirim
yollarinin aksine steril kalmaktadir. Kan dolasiminda Klebsiella'nin tespit edilmesi
aktif bir enfeksiyonu isaret etmektedir.

2. Kolonizasyonu enfeksiyondan ayirt etmek i¢in hastanin semptomlari, klinik belirtileri,
laboratuvar sonuglar1 ve goriintiileme sonuglar1 kullanilmalidir. Ornegin, , dksiiriigii,
balgam {retimi, hastanin atesi, yiiksek WBC'si ve akcigerde pndmoniye iligkin
goriintiileme kanitlar1 varsa Klebsiella solunum yolu enfeksiyonu tanisi konur.

3. Hastalarda diyabet, kalp hastaligi, KOAH, organ nakli gibi altta yatan hastaliklar veya
yakin zamanda antimikrobiyal ila¢ veya steroid kullanimi Oykiisii varsa, pozitif

kiiltiirler alindiginda Klebsiella enfeksiyonu diigiiniilmelidir.
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Ozetle, K. pneumoniae'nin neden oldugu enfeksiyonlar genellikle konakcidaki
kolonilesen bakterilerden kaynaklanir ve aktif enfeksiyonu kolonizasyondan ayirmak igin

hem klinik hem de bakteriyolojik faktorler dikkatle degerlendirilmelidir (Chang ve ark., 2021).

2.1.6. Antijen yapisi:

Klebsiella’larda polisakkarit yapida O ve K antijenleri bulunmaktadir. Bu bakterilerin
serotiplendirilmesi bu antijenlere gore yapimistir 80 den fazla K antijen farklilig1
bulunmaktadir (Bilgehan, 2000; Bozkaya, 2005). K.pneumoniae'de dokuz ana O serotipi
bulunmaktadir. Tiim Klebsiella enfeksiyonlarinin neredeyse %80'inden Ol, O2 ve O3
serotipleri sorumludur ( Martin ve Bachman, 2018). K antijenleri, K.pneumoniae tarafindan
uretilen kapsiiler polisakkaritlerdir. K. pneumoniae tarafindan iiretilen polisakkaritler
geleneksel olarak tiiriin  serolojik teknikler kullanilarak tanimlanmasinda kullanilirlar

(Herridge ve ark., 2020).
2.1.7. Biyofilm olusumu

K. pneumoniae’de  biyofilm olusumu Onemli bir virlilans 06zelligidir.
Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen hiicre dig1 polimerik maddeler (EPS) araciligiyla inert
veya aktif ylizeylere baglandigr polimerizasyon tiiriine biyofilm denir. Polisakkaritler,
proteinler, niikleik asitler, lipitler ve hiicre dist DNA'a (eDNA) EPS yi olusturmaktadir ( Li ve
Ni, 2023).

K.pneumoniae biyofilmlerinin polisakkaritleri mannoz, glikoz, bunlarin aminleri ve
asetillenmis benzerlerinden meydana gelir. Ortamin heterojenliginden dolay1 biyofilmlerdeki
proteinlerin ekspresyonu farklidir. Biyofilm olusumu farkli suslar arasinda degisiklik gosterse
de, ilk baglanma, mikro koloni olusumu, olgunlasma ve dagilim dahil olmak iizere biyofilm

olusum siireci benzerdir ( Li ve Ni, 2023).

Kateterlerin ve diger kalict cihazlarin  i¢  ylizeylerinde olusan K
pneumoniae biyofilmleri klinik a¢idan en Onemlidir. K. pneumoniae biyofilmleri 6zellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda invaziv enfeksiyonlarin gelismesine ve ayrica
solunum, gastrointestinal ve idrar yollarinda kolonizasyona katkida bulunabilir.
K.pneumoniae biyofilmlerinin kat1 yiizeylerde gelismesi, hiicre yapismasindan, mikrokoloni
olusumuna, olgunlagsmaya ve serbest yasayan hiicrelerin dagilmasina kadar ilerleyerek

olusmaktadir ( Johnson, 2008).
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Biyofilm olugsumunda Tip 3 fimbria ve kapsiil polisakkaritleri (KP) en 6nemli yiizey
yapilaridir. Hiicreden hiicreye iletisimi ve biyofilm mimarisini KP'ler saglarken, fimbrialar
stabil yapigsmaya aracilik etmektedirler. Cevresel uyaranlarin degiskenligi ve biyofilm
tiretiminin dinamik siireci géz oniine alindiginda, gémiilii hiicrelerin gen ifadesinde kapsamli
ve hizli degisiklikler yapabilme yetenegine sahip olmas1 gerekir. Transkripsiyonel diizenleme,
cekirdek algilamada oldugu gibi, bir mikroorganizma toplulugunda gen ifadesini koordine

eden bir sinyal ve yanit sistemi tarafindan kontrol edilir (Piperaki ve ark., 2017).

K.pneumoniae'de  varsayilan c¢ogunluk algilamayla iligkili diizenleyiciler ve
otoindiiktorler tanimlanmistir, ancak mevcut veriler hala eksiklikler vardir (Piperaki ve ark.,
2017). Flagellar motilitede ve ¢esitli kemotaksis ve ¢ekirdek algilama sistemlerinde yer alan
genlerin, bircok bakteri tlirliniin biyofilm olusturma yeteneginin yani sira biyofilmlerin

morfolojisini de etkiledigi goriilmektedir ( Johnson, 2008).

Biyofilmler, yerlesik hiicreleri kurumaya, kimyasal etkilesime ve diger bakteriler
tarafindan istilaya karsi koruyabilir. Dahasi, biyofilmler bakteri hiicrelerinin insan fagositik
sistemi tarafindan oldiiriilmeye karsi direng gostermesine de katkida bulunur ve biyofilm
toplulugunun ortam yiizeyine yapigsmaya devam etmesini saglar. Bakteriyel biyofilmin
antimikrobiyal maddelere kars1 direncinin planktonik bakterilere kiyasla 10 ila 1000 kat daha
yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir ( Li ve Ni, 2023).

K. pneumoniae daki biyofilm hiicreleri bagisiklik savunmasindan bakteriyi kismen
korumaktadir. Matris, antibakteriyel peptitlerin ve antikorlarin erisimini engeller. Fagositozun

ve komplemanin etkinligini azaltir (Piperaki ve ark., 2017).

Biyofilmlerin en o©nemli Ozelligi antibiyotiklere kars1 yiliksek diizeyde direng
olusturmasidir. Bakterinin tireme durumu direnci belirleyen en 6nemli faktordiir. Biyofilmin
“i¢ cekirdeginde” bakteriler diisiikk oksijene ve aclia uyum sagladiklar1 i¢in bilylimeyi
engeller. Bu da metabolik olarak aktif ve boliinen hiicreleri hedef alan antibiyotiklerin

etkinligini azaltir (Piperaki ve ark., 2017).
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Sekil2.2.Klebsiella pneumoniae viriilans faktorleri ve biyofilm homeostazinin sematik gosterimi (Wang ve ark.,
2020).

2.1.8. Viriilans faktorleri:

Viriilans faktorleri K. pneumoniae de hem yardimer genomlarda hem de ¢ekirdek deki
genler tarafindan kodlanir. Bu genler, bir enfeksiyonun ciddiyetini ve dolayisiyla enfeksiyona
neden olan tiirlin viriilans etkileyebilir. Bunun yaninda belirli bir susun patojenik potansiyelini
tanimlayarak kolonilesen bir susun enfeksiyonda ilerleme yetenegini de etkileyebilir. K.
pneumoniae'de virlilans faktorlerini, kapsiil, yapiskan fimbrialar, lipopolisakkarit (LPS) ve
sideroforlar olusturur. Allantoin kullanimi, akis pompalar1 diger demir alim sistemleri, ve tip
VI sekresyon sistemi sonradan viriilans faktorleri olarak bildirilmistir (Sekil 2.2.)

(Karampatakis ve ark., 2023; Martin ve Bachman, 2018).

Kapsiil:

K. pneumoniae’nin en Onemli viriilans faktorlerinden biri polisakkarit kapstldiir
(Martin ve Bachman, 2018). Kapsiil, kalin bir lifli yap1 seklinde bakteriyi ¢evreleyen, susa
0zgl polisakkaritlerden olusan hiicre dist bir matristir (Sekil 2.3.). Kapsamli bir sekilde
yapilan arastirmalarda kapsiiliin insan hastaliklarindaki rolii ve fagositik bagisiklik
hiicrelerine kars1 koruma saglayan, kompleman aracili lizizi bloke eden ve proinflamatuar
sitokin diizeylerini azaltan bir savunma fonksiyonuna sahip bir yap1 tesbit edilmistir (Sekil
2.4.) K. pneumoniae'nin viriilansinin bir kapsiiliin varliginda biiylik dlgiide arttig1 farelerin

akapsiiler mutantlarla olusturulan enfeksiyonunda belirlenmistir ( Herridge ve ark., 2020).
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Polisakkarit kapsiil K. pneumoniae'da, en dis katmanda bulunur ve konakeiyla

etkilesime giren 6nemli bir viriilans faktordiir (Karampatakis ve ark., 2023).

Klebsiella'min viriilanst i¢in kapsiiller gereklidir. Kapsiil materyali, bakteri yiizeyini
masif tabakalar halinde kaplayan kalin lifli yap1 demetleri tarafindan olusturulur. Bu kapsiiller
bakterinin polimorfoniikleer graniilositlerin fagositozundan korumaktadir (Podschun ve
Ullmann, 1998). Kapsiil polisakkaritleri, fagositoz direncine aracilik ederek patogeneze
yardimct  olmaktadir.  Bunlarin  yaninda  faj saldirilarma  karst  koruma
saglar. Enterobacteriaceae familyasinin ¢ogunlugu kapsiil iiretebilmektedir ve bu 6zelligi
septisemi, menenjit ve idrar yolu enfeksiyonu gibi bagirsak dis1 enfeksiyonlarla
iligskilendirilmektedir. (Schembri ve ark., 2005). Esas olarak, enfeksiyon sirasinda bakterileri
opsonofagositozdan koruyarak bagisiklik sisteminden kagmaya yardimci olmak igin
kullanilir. K. pneumoniae'deki dis zara baglh bakteri hiicresinin diginda yer alan yap1 kapsiil’ii
olusturmaktadir. Kapsiiler polisakkarit sentezi ( cps ) lokusu tarafindan iiretilmektedir.
Serolojik testler sonucunda 77 kapsiiler tip belirlenmistir. Molekiiler tekniklerdeki son
gelismeler, K.  pneumoniae tiplerinin arasinda ayrim yapilmasina ve tim
serotiplerde  cps  lokusunun  tam  sekanslanmasina  yardimci  olmustur.  Cps
lokusunun wzi genindeki alelik farkliliklarina dayali olarak tiirleri
tanimlayan wzi tiplemesinde goriilmektedir. Bu yontem sonucunda geleneksel serolojik K

tiplerine karsilik gelen 135 farkli wzi tipi tanimlanmistir ( Martin ve Bachman, 2018).

Bu genlerin ¢ogu korunmustur, ancak kapsiil tipine bagl olarak diger cps genleri ve
gen alelleri mevcut olabilir veya bulunmayabilir. Boylece kapsiiler sentez, cekirdek ve

aksesuar genlerin bir kombinasyonu ile gergeklestirilir ( Martin ve Bachman, 2018).
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Sekil 2.3. Kalin lifli kapsiiler malzeme katmanlariyla ¢evrelenmis K. pneumoniae hiicrelerinin transmisyon
elektron mikrografi(Podschun ve Ullmann, 1998).

Capsule

—I Phagocytosis

Antimicrobial peptides
—l (ex. human B-defensins,
lactoferrin)

Complement mediated
| lysis and opsonization

Inflammatory response
l (¥ROS, IL-8, IL-6, TNF)

Sekil 2.4. K. pneumoniae viriillansinda kapsiiliin rolii (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Lipopolisakkarit (LPS):

Gram-negatif bakterilerin dis zarin1 siisleyen 6nemli bir bilesen olan lipopolisakkarit

15

(LPS) endotoksin olarak da adlandirilir. LPS, lipit A, bir O antijeni ve bir oligosakarit
cekirdeginden olusur ve bakteriyel membrandan ¢ikinti olusturur (Sekil 2.5.). O antijen
yapilarindaki varyasyonlar ¢esitli O serotipleri saglar. Humoral savunmalara kars1 koruma
saglayan LPS, enfeksiyon sirasinda K. pneumoniae i¢in 6nemli bir viriilans faktorii olarak

avantaj sagladigi gibi, hem de giiclii bir bagisiklik aktivatoriidiir (Paczosa ve Mecsas,2016).



Bakteriyel LPS'nin lipit kismi olan lipit A'nin, bir model tanima reseptorii olan
TLR4'in giiclii bir ligantin1 olugturmaktadir. TLR4 uyarimi, K. pneumoniae enfeksiyonunu
engelleyen ve diger dokulara yayilmasini kontrol eden nétrofiller ve makrofajlar dahil olmak
lizere hiicresel yanitlarin etkinlestirilmesine yardimci olan sitokinlerin ve kemokinlerin
tiretimine sebep olur (Paczosa ve Mecsas,2016). LPS'nin K.pneumoniae enfeksiyonundaki
birincil rolii, kompleman bileseni C3b'nin bakteriyel membrandan uzaga baglanmasi yoluyla
bakteriyel hiicrelerin kompleman aracili lizisine kars1 koruma saglamak ve membran saldiri
kompleksi C5b-9'un olusumunu engellemektir. Bu, LPS'nin O antijeni tarafindan
gerceklestirilir. Bu antijen olmamast K. pneumoniae'yi kompleman aracili bakteriyel lizise
kars1 daha duyarli hale getirir. Bakterilerin neden oldugu septik sokun en giiglii aracist olarak
kabul edilmektedir. LPS'nin konak¢1 tarafindan Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) yoluyla
algilanmasi, inflamatuara yol agar. Sepsis ve septik sokun yikici patogenezine yol acan durum,
LPS'nin kendisinden ziyade bu konak tepkisidir. K. pneumoniae izolatlarinda kisaltilmis veya
O antijeni bulunmayan (kaba LPS) serum komplemanina duyarli iken, tam uzunlukta O-
antijeni (piiriizsiiz LPS) olan izolatlar serum komplemanina direnclidir. Bakterilerin
polimiksin antibiyotikleri de dahil olmak iizere antimikrobiyal peptitlerden korunmasinda
LPS'deki degisiklikler rol oynayabilir. LPS K. pneumoniae'nin dis zarinin birincil bilesenidir
ve ¢ekirdek genomun bir parcasi olarak kabul edilir ( Martin ve Bachman, 2018 ; Herridge ve

ark., 2020).

~ O-antigem _i C1qg binding and
complement activation

Binds and sequesters C3b,

preventing association with the
= mem bramne and pore formation

} Oligosaccharide core

Lipid A ————] Killing by cationic
\ antimicrobial peptides
Activation of

inflammatory response

Sekil 2.5. K. pneumoniae viriilansinda lipopolisakkaritin rolii( Paczosa ve Mecsas, 2016).
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Pili (Fimbriae):

Bakteri ytlizeyindeki 10 um uzunluga ve 1 ila 11 nm ¢apa sahip, molekiiler kiitlesi 15
ila 26 kDa olan polimerik kiiresel protein alt birimlerinden olusan flagellar olmayan filamentli
cikintilara pili (fimbria) denir (Podschun ve Ullmann, 1998). Enfeksiyonun gelismesinde
bakterilerin konak¢inin mukozal yiizeylerine yapigmasi genellikle 6nemli bir adim olarak
kabul edilir. Gram-negatif bakterilerde bakteri hiicresinin yilizeyinde genellikle yapismaya

filamentli organeller olan fimbrialar tutunmaya aracilik eder (Struve ve ark., 2008).

K. pneumoniae'de, klinik izolatlarin yiizeylerinde iyi karakterize edilmis, iki fimbrial
adezin, tip 1 ve tip 3 fimbria, siklikla tespit edilir. Enterobacteriaceae ailesindeki bir¢ok
bakteride bulunan ve en iyi karakterize edilen fimbrial adezinlerden biri tip 1 fimbrialardir.
Bu fimbrialar, sacak yapisi ve diizenegi i¢in gereken tiim genleri i¢eren bir gen kiimesi ( fim )
tizerinde kodlanir. Fimbria eklentisi, fimbrianin ucunda konakg1 hiicreler iizerindeki mannoz
iceren glikokonjugatlara yapismay1 saglayan bir adezin molekiilii (FimH) ile tekrarlanan
FimA alt birimlerinden meydana gelir (Sekil 2.6.) (Murphy ve ark., 2013). K.pneumoniae’da
tip 1 fimbria genleri idrar yolunda eksprese edilir. Gastrointestinal sistem veya akcigerlerde
tip 1 fimbria genleri eksprese edilmez. Bu durum K. pneumoniae tip 1 fimbriae'nin IYE'lere

katkida bulundugunu gosterir (Paczosa ve Mecsas,2016).

Ozellikle tip 1 fimbrialar, bir fare model sisteminde mesane hiicrelerinin K.
pneumoniae tarafindan istilasina ve idrar yolu enfeksiyonu sirasinda mesanede biyofilm
olusumuna katki saglar ancak erken kolonizasyon i¢in gerekli degildir. Gastrointestinal sistem
ve akcigerlerde K. pneumoniae tarafindan gastrointestinal sistem kolonizasyonu sirasinda
ve K. pneumoniae'nin neden oldugu pnomoni sirasinda tip 1 fimbrialarin ekspresyonununa
gerek yoktur (Paczosa ve Mecsas,2016). Tip 3 fimbrialar hem klinik hem de g¢evresel
Klebsiella izolatlar1 tarafindan eksprese edilir. Insan endotel ve mesane hiicreleri, tripsinli
yanak hiicreleri, trakea hiicreleri ve solunum dokusu gibi c¢esitli hiicre tiplerine yapismay1
saglarlar (Di Martino ve ark., 2003). Tip 3 fimbrialar sarmal benzeri filamentlerdir. Tip 3
fimbrialar K.pneumoniae'de mrkABCD gen kiimesi tarafindan kodlanir. Yapinin biiytik kismi
MrkA alt birimlerinden meydana gelir ve adezin MrkD ugta bulunur (Sekil 2.7.). MrkB, -C ve
-E ifadenin toplanmasi ve dilizenlenmesinde goérev alirken, MrkF fimbrialarin yilizey
stabilitesinde rol oynar. Tip 1 fimbrialara benzer bir sekilde, tip 3 fimbria kodlayan operon
neredeyse tim K. pneumoniae izolatlarinda yer alir ve bunlar tarafindan ifade edilir. Tip 1

fimbrialarin aksine tip 3 fimbrialar mannoz baglamazlar (Paczosa ve Mecsas,2016).
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Tip 3 fimbrialar i¢in spesifik bir hiicre yiizeyi reseptorii heniiz tespit edilmemis olsa da,
bunlarin tip IV ve V kollajenler gibi hiicre dist matriks proteinlerine baglandiklar
bildirilmigtir. Muhtemelen, klinik olarak fimbrialarin anlamli en 6nemli rolleri arasinda
biyofilm olusumu ve abiyotik yiizeylere baglanmay1 sdyleyebiliriz. K. pneumoniae'nin kalict
kateterler veya diger cihazlar gibi yiizeylere baglanma yetenegi, ona hassas bolgelere yapigsma
yetenegi saglar. Ventilator iliskili pnemoni (VIP) lerde Tip 3 ve muhtemelen tip 1 fimbrialar
da K. pneumoniae'nin taginmasina, girisine ve kaliciligina destek saglayabilir. Hastalarin
nefes almasini kolaylastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan endotrakeal tiipler, bakterilerin
akcigerlere erismesini saglar, hastanin mukosiliyer klirensini engeller, yerlestirildiginde
konak¢1 dokulara zarar verir ve biyofilm igin bir yiizey ortami olusturur (Paczosa ve

Mecsas,2016).

Type 1
fimbriae

1t Lectinophagocytosis ——-— } FimH — Binds — $ Neutrophil
by meutrophils and mast recruitment
macrophages cells

4+ Bladder cell invasion ——-— FimA

4+ Biofilm formation in ——-——
bladder and aon
abiotic surfaces

Sekil 2.6. K. pneumoniae virillansinda tip 1Fimbriae( Paczosa ve Mecsas, 2016).

Type 3
fimbriae

F Neutrophil ROS ~t———— } MrkD — Binds extracellular matrix
production (both in tissue and coating
indwelling devices)

t Biofilm production  —=—yf MrkA —s= Binds abiotic surfaces

(ex. medical devices)

Sekil 2.7. K. pneumoniae viriillansinda tip 3Fimbriae( Paczosa ve Mecsas, 2016).
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Sideroforlar :

Ik olarak 1950'erde, mikobaktinin Mycobacterium johnei igin bir biiyiime faktorii
olarak tanimlanmasiyla sideroforlar kesfedilmistir. Giiniimiize kadar 500'den fazla farkl
siderofor tanimlanmistir. Ferrik demir i¢in yiiksek afiniteye sahip olan sideroforlar genellikle
molekiil agirligi 500-1500 dalton arasinda olan kii¢cliik molekiillerdir. Patojenlerde 6nemli
viriilans faktorleri olan bir¢ok siderofor, 6zellikle yatay gen transferi yoluyla siderofor sentez
sistemlerinin edinilmesi nedeniyle birden fazla sideroforu kodlar. Aslinda, siderofor
liretemeyen veya salgilayamayan suslarin enfeksiyon ve kolonizasyon sirasinda viriilansi ve
kondisyonu azalmisken, sideroforlar1 fazla iiretebilen suslarin hiperviriilent oldugu kabul
edilir (Holden ve Bachman, 2015). K. pneumoniae da dahil olmak iizere bir¢ok patojen demir
elde etmek icin sideroforlar1 kullanilir. Sideroforlar, demiralimi i¢in konak¢i tasima
proteinlerinden daha yiiksek afiniteye sahip olan molekiillerdir. Sideroforlar, demiri
konak¢inin demir selatlayici proteinlerinden alabilir veya ¢evreden temizleyebilir. Yiiksek
afiniteli ferrik demir selatorleri olarak sideroforlar, kiigiikk molekiillii bilesikleri kullanan bir
mekik mekanizmasma dayanir. Siderofora bagimli demir elde etme yollari, genis bir
prokaryotik ve okaryotik mikrop yelpazesi arasinda bulunabilir ve ilgili bilesenlerin yapisi ve
islevi acisindan yiiksek cesitlilik gosterir. Ortak amacg, demir ac¢ligi donemlerinde hiicreler

tarafindan bir veya daha fazla sideroforun tiretilmesidir (Miethke ve Marahiel, 2007).

Enterobacteriaceae arasinda yaygin olan {i¢ siderofor sistemi vardir. Bunlar:
enterobactin, aerobactin ve yersiniabactin (Sekil 2.8.). Bir katekolat siderofor olan
enterobaktin (enterochelin olarak da bilinir), ilk karakterize edilen bakteriyel sideroforlar
arasinda bulunan ve incelenen enterobakteriyel izolatlarin %90'indan fazlas tarafindan tiretilir
(Lawlor ve ark., 2007). Demiri olaganiistii derecede yiiksek afiniteyle baglayan enterobaktin,
bir trisiklik 2,3-dihidroksibenzoilserin (DHBS) molekiiliidiir ve birgok Gram-negatif enterik
bakteri tarafindan iiretilir. Bu molekiiliin dogrusallastirilmis bir formu olan enterobactin ve
monomerik ve dimerik DHBS onciillerinin tiimii, sideroforlar olarak gorev yapabilir.
Enterobactin, mikroplar tarafindan yaygin olarak kullanilmasina ve oldukea etkili bir demir

elde etme aract olmasina ragmen enterobactinin viriilanstaki rolii belirsizdir (Smith, 2007).

Bir hidroksamat siderofor olan aerobaktin, enterobaktin suslarinin daha kiiciik bir
kismui tarafindan iiretilen ve serbest Fe3 * igin enterobactin veya yersiniabaktine gore daha

diisiik afiniteye sahipdir (Lawlor ve ark., 2007).
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Fenolat siderofor yersiniabaktin daha da az izolat arasinda bulunur. Yersiniabaktin
siderofor sistemi ilk olarak Yersinia tiirleri i¢in tanimlanmis ve karakterize edilmistir, ancak
diger enterobakteriyel tiirlerin bazi izolatlarinda da bulunabilir ve yatay gen transferi yoluyla
elde edildigi disiinilmektedir. Patojenik Yersinia'nin neden oldugu yaygin hastalik ve
Olimlerin cogundan sorumlu olan yiiksek patojenite adasinda Yersinia izolatlarindaki
yersiniabactin lokusu, bulunur (Lawlor ve ark., 2007). Muhtemelen salisilattan tiiretilen bir
fenolik grubun yani sira ii¢ sistein kalintisinin yogunlagmasindan tiiretilen bir tiazolidin ve iki

tiazolin halkas1 Yersiniabaktin molekiiliinii olusturur (Carniel, 2001).

Yersiniabactin Aerobactin
I‘ Fe3+ ® Fe3+

Transferrin

Lipocalin 2

#* Fe3+ A Fe3+
Enterobactin Salmochelin

Sekil 2.8.K. pneumoniae viriilansinda sidereforlar (Paczosa ve Mecsas, 2016).

Akis pompalari:

Bakterilerde her yerde bulunan tansmenbran proteinleridir; bunlar, birden fazla farkl
antimikrobiyal madde sinifi da dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli zararli maddeleri bakteri
hiicresinin i¢inden dis ortama tasiyabilir ve bu nedenle MDR de 6nemli bir mekanizma olarak

gorev yapar (Martin ve Bachman, 2018; Tang ve ark., 2020).
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Bakteri hiicrelerinden antibiyotikleri disar1 atma yeteneklerinden dolay1 siklikla K.
pneumoniae'de antibiyotik direnciyle iliskilendirilmistir. Diger bakterilerde akis pompalarinin,
konak¢inin dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir yonii olan konakg¢idan tiiretilen
antimikrobiyal peptitlere kars1 dirence aracilik ettigi gosterilmistir (Martin ve Bachman, 2018;

Tang ve ark., 2020).

Bu mekanizmanin K. pneumoniae'nin viriilansinda da benzer bir rol oynamasi
diisiiniilmektedir. Antimikrobiyal direngte yer alan akis sistemleri arasinda direng-
nodiilasyon-boliinmesi (RND), ATP baglayict kaset (ABC), ana kolaylastiric1 siiper
ailesi (MFS), kiiciik coklu antibiyotik direnci (SMR) ve coklu ila¢ ve toksik bilesik
ekstriizyon (MATE) ailesi/iist ailesi yer alir. Akis pompalart AcrA ve OgxA, RND ailesine
aitken, QacE'nin bir silme formu olan QacEA1 ve EmrB, sirasiyla SMR ve MFS ailesine aittir.
Calismalar, AcrAB ve OgqxAB'nin yiiksek ekspresyonunun, K. pneumoniae'nin MDR’yide
artirabildigini gostermistir, ancak K. pneumoniae'de EmrB ve QacEAl hakkinda c¢ok az
calisma yapilmistir. Dort tip bakteriyel akis pompasi inhibitorii vardir. Guglii bir ayirma
maddesi olan karbonil siyaniir-klorofenilhidrazin (CCCP) gibi enerji kaynaklar1 blokeri,
transmembran elektrokimyasal gradyant yok ederek ve kimyasal sentez kaynagini
baskilayarak akis pompasinin hareketini engelleyebilir (Martin ve Bachman, 2018; Tang ve
ark., 2020).

Salgi sistemleri:

Salg1 sistemleri Gram-negatif patojenlerde, bakteriyel uygunlukta rol oynar. Ilk
olarak Vibrio cholerae'de hiicre dis1 bir protein translokasyon sistemi olarak Tip VI salgi
sistemi (T6SS) tanimlanmis. T6SS ¢esitli efektdr molekiilleri ve toksinleri diger hiicrelere
enjekte etmeyi saglayan, bakteriyel hiicre zari i¢ine sabitlenmis siringaya benzeyen bir
aparattir. Bacteroidetes ve Proteobakteriler’'de, 6zellikle de Enterobacteriaceae'de biiyiik
Olciide tespit edilmistir.Yapisal ve fonksiyonel olarak bakteriyofajlarin kasilma kuyruguna
bagli molekiiler bir siringadan meydana gelir (Merciecca ve ark., 2022 ; Martin ve Bachman,

2018).

T6SS barindiran bakteriler, dogrudan temas yoluyla bitisik hiicrelere toksik efektorler
enjekte edebilir ve bu da avlarin 6liimiine neden olabilir (Merciecca ve ark., 2022 ; Martin ve

Bachman, 2018).
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Etki bigimlerine gore farkli tipte efektorler, DNAz, fosfolipaz, glikozit ve hidrolaz
tanimlanmistir. T6SS tagiyan bakterilerin  her toksik efektoriiniin, kendi kendine
zehirlenmesini Onleyen ve eslestirilmis bir toksin-antitoksin sistemi olarak hareket eden
iliskili bir bagisiklik proteini bulunur. Bakterilerde T6SS'nin varligi, konak bagirsak
mikrobiyotas1 gibi olduk¢a rekabet¢i ortamlarda bir avantaj saglar (Merciecca ve ark., 2022 ;

Martin ve Bachman, 2018).

2011 yilinda K.pneumoniae tirlerinde T6SSmin ilk kamiti Sarris ve
arkadaslar1 tarafindan belirlenmistir. K. pneumoniae genomlarinin biyoenformatik
analizi, say1 ve gen igerigi ¢esitlilik gosterse de, sus basina 3'e kadar lokus iceren T6SS gen
kiimelerinin varligi tanimlanmigtir. T6SS salgilama sistemlerinin hem c¢ekirdek hem de
yardimc1 genomda mevcut oldugu, kolonizasyon bolgelerinde diger bakterilerle rekabeti
destekledigi ve enfeksiyon bolgelerinde uygunlugu arttirdigr goriilmektedir. Son zamanlarda,
K. pneumoniae'nin 107 tam dizilenmis genomunun analizi, 254 T6SS ile iliskili kiime
tanimladi ve bunlarm varligi hiperviriilan fenotip ile pozitif korelasyon gdstermektedir. SHi
pndmoniye neden olan K. pneumoniae de T6SS dizi tipi 258'in (ST258) genomunda diinya
capinda korunmustur (Merciecca ve ark., 2022 ; Martin ve Bachman, 2018).

Glinlimiize kadar elde edilen verilerin ¢ogu hvKp izolatlar1 ile elde edilmistir ve cKp
suslarinda T6SS'nin yayginligt ve islevi, suslarin bagirsak yolunu kolonize edebilme
yetenegine sahip olmasina ragmen tam olarak aragtirllmamistir (Merciecca ve ark., 2022;

Martin ve Bachman, 2018).

2.1.9. Antibiyotik direnci:

1980’lerden sonra giderek artis gosteren antibiyotiklere diren¢ nedeniyle K.
pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavisi, biiyiik sorun haline gelmeye baslamistir (Telli, 2022).
Cesitli calismalarda Klebsiella tiirlerinde daha yiiksek antibiyotiklere karsi artan bir direng
insidanst oldugu belirtilmistir. Antibiyotiklerin akilci olmayan kullanimi sonucu bu yaygin

direng, gelismistir ( Sharma ve ark., 2023).

Klebsiella turiniin bir¢ok farkli antimikrobiyal direng (AMR) plazmidi ile uyumlu
oldugu ve bunun sonucunda bu bakterilerin ila¢ direnci gelistirmesini kolaylastirdig

bilinmektedir ( Sharma ve ark., 2023).
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K. pneumoniae izolatlarinda, diinya capinda GSBL ve karbapenemaz genleri gibi
antibiyotik direncli genlerin ortaya c¢ikmasi ve yayilmasit halk saghgini ciddi sekilde
etkilemektedir. Bunun nedeni, uzun zamandir karbapenemlerin ¢oklu ilaca direngli Gram-
negatif bakterilerin neden oldugu hastaliklar1 ve enfeksiyonlari tedavi etmek icin son tedavi
secenegi olarak diisiiniilmesi ve bu ilag sinifinin asir1 ve yanlis kullanilmasidir ( Sharma ve

ark., 2023).

K. pneumoniae’nin tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotikler sefalosporinler,
aminoglikozidler ve kinolonlar olmasina ragmen bu antibiyotiklere karsi gelisen direng
ampirik tedavide yetersizliklere ve hasta mortalite ve morbiditesinde artisa neden olmaktadir.
SHIE’larin tedavisinde de K. pneumoniae’ye kars1 gelisen antibiyotik direnci énemli &lgiide
tedavi sorunlarina yol agmaktadir. Cok ilaca direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarin da tedavi
seceneklerinden en Onemlisi yine karbapenem grubu antibiyotikleridir (Telli, 2022). K.
pneumoniae’nin antibiyotik direnci gelistirme potansiyeli ¢cok yiiksektir ve kiiresel 6liimlerin
licincli onde gelen sebebidir (Mason ve ark., 2023). K. pneumoniae enfeksiyonlarinin
tedavisini zorlagtiran, GSBL'ler ve K. pneumoniae karbapenemazlarini (KPC'ler) kodlayan
suslarin yakin zamanda ortaya c¢ikmasidir. Yiiksek Oliim oranlari ve hizli yayilma
potansiyelleri nedeniyle, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), karbapenem
direncli Enterobacteriaceae'yi (CRE) halk sagligina yonelik acil bir tehdit olarak ilan etmistir
(Martin ve ark., 2016).

K. pneumoniae izolatlar1 GSBL'ler firetilebilir ve diren¢ gelisebilir. Cok sayida
enfeksiyon salgmima neden olmus olan, GSBL fireten K. pneumoniae tiirleri giiniimiizde

diinyanin her yerinden bildirilmektedir.

GSBL iireten K. pneumoniae'nin neden oldugu ciddi enfeksiyon igin ilk olarak
tedavide karbapenemler kullanilmaktadir. i1k olarak KPC iireten K. pneumoniae izolat11996

yilinda Kuzey Carolina'da bildirilmistir (Xu ve ark., 2017).

Tim diinyada KDKp suslar1 endise verici bir durum olusturmaktadir. 2010 yilindan
sonra ililkemizde goriilmeye baglayan karbapenem direncli enterik bakteriler, 2014 ve 2015

yillarindan sonra endemik hale gelmistir (Telli, 2022).
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1983 yilinda K. pneumoniae enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanilan ilk
karbapenem imipenem idi ve 2 yil sonra imipenem direngli suslar tespit edildi. 1991'den
itibaren Japonya'da K. pneumoniae'de tespit edilen IMP-1 metallo-enzimi en erken tespit
edilen karbapenemazdir (Navon-Venezia ve ark., 2017). Amerika Birlesik Devletleri'nde
1996'da, ilk K. pneumoniae karbapenemazi (KPC) ortaya ¢ikmustir. K. pneumoniae'de en
yaygin Ve en etkili  karbapenemazlarn = bla  oxa4s ve  bla  npm-

1 ,bla xpcnin oldugubelirtilmektedir (Navon-Venezia ve ark., 2017).

Tim kitalarda Bla kpec tastyan suslar tanimlanmis olup, en yaygin genler bla xpc-
2 ve bla xpc3 diir. Birgok {ilkede hastane salginlarina karisan suslarda olduk¢a yaygindir. Bu
genlerin yayilmasiin temel sebebi, ilk olarak ABD'de raporlanmasindan bu yana diinyanin
cesitli yerlerinde endemik hale gelen K. preumoniae ST258'in klonal genislemesidir.
bla xec genleri klonal yayilmanin yani sira benzersiz bir Tn 4401 transpozon varyantinda
bulunur ve ¢esitli replikon tiplerinin plazmidlerine eklenir bunun sonucunda bakterinin diger

bakteri tiirlerinde yayilmasi kolaylasir (Navon-Venezia ve ark., 2017).

Diinya c¢apinda insanlar1 etkileyen karbapanem direncli K. pneumoniae (Cr-KPN),
diisiik, orta ve yiiksek gelirli iilkelerde yaygim olan, bir patojendir. ki temel mekanizma
araciligiyla karbapenem direnci gerceklesir. Birinci mekanizma Cr-KPN, hiicre duvarindaki
azalmis membran gecirgenligiyle birlikte AmpC sefalosporinaz veya ESBL gibi
sefalosporinleri hidrolize etme yetenegine sahip B-laktamazlar iiretilmesiyle olusur. ikinci
mekanizma, karbapenemler de dahil olmak {izere cogu P-laktam antibiyotigi hidrolize
edebilen bir B-laktamazin iiretilmesiyle olusur. Ambler siniflandirmasina gore, A simnifi
( K.pneumoniae karbapenemaz, KPC), B sinifi veya metallo-f-laktamazlar (MBL) (Yeni
Delhi metallo-B-laktamazlari, NDM) ve D sinifi (OXA-48 benzeri karbapenemazlar) olarak
simiflandirilir (Reyes ve ark., 2019).

2009 yilinda K. pneumoniae ve Escherichia coli'den NDM karbapenemaz,
bildirilmistir. MBL'nin diger tiyelerindede oldugu gibi, B-laktam antibiyotiklerin hidrolizi i¢in
cinkoya ihtiyag¢ vardir. Aktiviteleri selat olusturucu madde olarak etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) tarafindan durdurulabilir. Klonal genisleme ve artan direnci tesvik eden hareketli
genetik elemanlarin (MGE'ler) degisimi i¢in KPC iireticisi K. pneumoniae (KPC-Kp), yliksek
kapasiteye sahip bir patojendir. KPC-Kp, diren¢ olusturma kapasitesine gore insan
rezervuarlarinda da kalabilir ve hastane dezenfeksiyon protokollerinden koruma saglayan

biyofilmler meydana getirebilir (Reyes ve ark., 2019).
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Genellikle K. pneumoniae'yi tedavi etmek i¢in aminoglikozidler ve sefalosporinler gibi
antibiyotikler kullanilir. Hastanin saglik durumuna, tibbi ge¢misine ve hastaligin siddetine
gore antimikrobiyal ajan se¢imi uygulanir. Cok ilaca direncli Klebsiella tiirlerinin neden

oldugu IYE i¢in amikasin ve meropenem kombinasyonu 6nerilmistir (Li ve ark., 2023).

Tayvan'da diyabetli hastalarda K/ebsiella enfeksiyonlar1 karaciger fistiillerine neden
olmustur ve tedavi icin ig¢iincii nesil karbapenemler kullanilmistir. Klinik ortamlardaki
hastalar da, c¢ok ilaca direngli K. prneumoniae'deki gelisen AMR, tedavi seceneklerini
kisitlayan Onemli bir halk saghigi endisesi olusturmustur. Kombinasyon tedavisi ve
monoterapi alan bireyler karsilastirildiginda, kombinasyon tedavisinin daha basarili oldugu
goriilmiistiir. Kombinasyon tedavisi antibiyotiklerin farmakodinamik oOldiirme aktivitesini
artirdigindan ve birden fazla etki mekanizmasinin es zamanli kullanimi sonucu direncin
ortaya ¢ikmasini geciktirebilir. K. pneumoniae'de AMR derecesinin artmas1 ve KDKp 'nin
goriilme sikligindaki artis nedeniyle karbapenemler, tetrasiklinler, polimiksinler ve fosfomisin

ile kombinasyon tedavisi onerilmekte ve siklikla kullanilmaktadir (Li ve ark., 2023).

K. pneumoniae, karbapenemler, sefalosporinler, aminoglikozitler ve fosfomisin gibi
ana antibiyotik smiflarina kars1 direng gosterir ve bu ajanlarin tedavide basarisizligina neden
olur. K. pneumoniae'de antibiyotik direncin artmasi, patojene karsi geleneksel tedavilerin
etkinliginin azalmasima neden olmustur. Direng, artan efliiks, ila¢ inaktivasyonu veya hedef
bolgeye degisen baglanma nedeniyle meydana gelebilir. Bir¢cok K. pneumoniae susu GSBL

iiretir veya biyofilmler olusturarak direnci daha da arttirir (Li ve ark., 2023).

K. pneumoniae'nin antibiyotik direnci esas olarak asagidaki bes yolla olusur: (1)
enzimatik antibiyotik inaktivasyonu ve modifikasyonu, (2) antibiyotik hedef degisikligi, (3)
porin kayb1 ve mutasyonu, (4) antibiyotigin eflilkks pompasi1 ekspresyonunun artmasi ve (5)

biyofilm olusumu (Sekil 2.9.)(Li ve ark., 2023).
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Sekil 2.9.K. pneumoniae 'ye antibiyotik diren¢ kazandiran ¢esitli mekanizmalar (Li ve ark., 2023).

2.2. Beta-laktam Antibiyotikler

Bakterisid olmalar1 ve yan etkilerinin az olmasindan dolayr giiniimiizde en sik
kullanilan antibiyotikler olan Beta-laktam(p-Laktam) antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler
bakterilerin peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki ederler. Bakteride hiicre duvar
yapisi bozuldugunda ozmotik direng¢ kaybi ve 6lim meydana gelmektedir (Yilmaz ve Uraz,
2011). B-Laktamlar en 6nemli antibiyotik sinifindan biridir. Son 60 yildir ¢ok sayida tiiriin
neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde en basarili ilaglar arasinda p-Laktamlar
yer almistir. 2004 yilindan bu yana diinya antibiyotik pazarinin %65'inden fazlasini
kapsamaktadir. B-Laktaman tibiyotiklerin penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve

monobaktamlar1 kapsamaktadir (Worthington ve Melander, 2013).

Birgcok bakteri tiiriiniin en O6nemli diren¢ mekanizmalarindan birisi beta-laktamaz
enzimi Ulretmek ve P-Laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getirmektir.
Antibiyotik hedef bolgesine ulasamadan beta-laktamaz enzimi B-Laktam halkasini hidrolize
ederek antibiyotigi etkisiz hale getirir. Gliniimiize kadar 350’ye yakin beta laktamaz enzimi

tanimlanmustir. Yaklasik 150°si GSBL enzimleridir.

Gram-negatif basillerde bulunan, genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi
direngten sorumlu olan enzimler GSBL’lerdir. Enfeksiyonlarin tedavisinde GSBL, genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere diren¢ gdstermeleri sebebiyle ciddi sorunlar
olusturmaktadir. GSBL iiretiminin, Ozellikle Klebsiella tiirlerinde, hizla yayilmasi ciddi

sorunlar olusturmaktadir (Y1lmaz ve Uraz, 2011).
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Tiirkiye de ve diinyada son yillarda klinik Orneklerden izole edilen Klebsiella

tirlerinde degisen oranlarda GSBL {irettigi bildirilmistir (Y1lmaz ve Uraz, 2011).

Alexander Flemingl928 yilinda penisilini kesfetmistir. Daha sonra 1940 yilinda
Abraham ve Chain E. coli'den elde ettikleri 0ziitiin penisilinin etkisini ortadan kaldirdigini
belirlemislerdir. Bu arastiricilar elde ettikleri enzime "penisilinaz" olarak isimlendirmislerdir.
B-Laktam halkasinda bulunan amid bagini1 parcalayarak antibiyotikleri etkisiz hale getiren

enzimlere beta-laktamazlar denir (Daglar ve Ongiit, 2012).

B-Laktam antibiyotiklere kars1 bakteriyel direncin en yaygin tek nedeni beta-
laktamazlardir. Cok sayida kromozomal ve plazmid aracili tip tespit edilmistir. fenotipik

ozelliklerine veya dizilerine gore siniflandirilabilirler.

Bir beta-laktamazin, aktivitesine, miktarma ve hiicresel konumuna ve Gram-negatif
organizmalar i¢in lretici susun gegirgenligine gore diren¢ olusturma yetenegi degisir

(Livermore, 1995).

Bircok Gram negatif bakterileri cinsi, dogal olarak olusan, kromozomal aracili bir
beta-laktamaz bulundurur. Bu enzimlerin, penisilin baglayici proteinlerden evrimlestigi ve bir
miktar dizi homologisi gosterdikleri diisiiniilmektedir. Muhtemelen bu gelisme, beta-laktamaz
tireten toprak organizmalarinin uyguladigi secici baskidan kaynaklanmistir. Plazmit aracil
beta-laktamaz olan TEM-1, Gram negatiflerde ilk olarak 1960'larin basinda
tanimlanmistir (Bradford, 2001).

Gram negatif ¢omaklarda bulunan beta-laktamazlar 1960'lardan sonra semisentetik
penisilinler, metisilin ve ampisilin, 1. kusak sefalosporinlerden sefaloridin ve sefalotinin
gelistirilmesiyle 6nemli bir diren¢ mekanizmasi haline gelmistir. Gram negatif bakterilerde
beta-laktamazlar plazmid kontroliinde sentezlenebildiginden ve ¢ok fazla bulundugundan ¢ok
kisa siirede direngte artis gdzlenmistir. 1980°li yillarda beta-laktamazlarla hidrolize olmayan
yeni B-Laktam gelistirilmesi 3. kusak sefalosporinlerin yaygin olarak kullanilmasina yol

acmustir (Daglar ve Ongiit, 2012).
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K. pneumoniae susunda, Almanya'da, 1983 yilinda, 3. kusak sefalosporinleri de
parcalayan plazmid kaynakli bir beta-laktamaz tespit edilmistir. Klebsiella spp. tiirlerinde sik
olarak bulunan SHV-1 beta-laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2 enzimiyeni beta-
laktamaz olarak belirlenmistir. Daha sonra Fransa'da, seftazidime direngli K.pneumoniae
suslarinda, seftazidimi hidrolize eden TEM-2 enziminden yalniz iki aminoasit farki bulunan

plazmid kaynakli bir beta-laktamaz tesbit edilmistir (Daglar ve Ongiit, 2012).
B-laktam antibiyotiklere direng¢ gelisimi iki mekanizmadan biriyle gergeklesir:

1) Gram-negatif bakterilerde beta-laktamaz {iretimi sonucu en yaygin direng

mekanizmasidir.

2) Cogu B-laktam antibiyotige kars1 daha diisiik afiniteye sahip degistirilmis bir PBP
(penisilin baglayici proteinler) iiretimi sonucu gelisen diren¢ mekanizmasi ile gergeklesir.
Serin beta-laktamazlar ve metallo-beta-laktamazlar (MBL) olmak iizere Iki yapisal beta-

laktamagz turd vardir.

Sefalosporinleri hidrolize eden GSBL ve karbapenem antibiyotiklerini hidrolize
eden Klebsiella pneumoniae karbapenemazlar1 (KPC) gibi karbapenemazlar beta-laktamazlar

arasinda bulunur.

Aktif bolgelerinde ¢cogu B-laktama uyum saglayabilen ve karbapenemler dahil olmak
tizere hemen hemen tiim B-laktam antibiyotiklerini hidrolize eden Zn (II) bagimli enzimler
MBL'ler,dir. Beta-laktamaz sinifinin klinik onemini artmasinda, Yeni Delhi metallo-beta-
laktamaz (NDM-1) da dahil olmak iizere plazmid kodlu MBL'leri barindiran Gram-negatif
bakterilerin son zamanlarda uluslararasi alanda yayginlagsmasi etkili olmustur (Worthington

ve Melander, 2013).

Yiiksek diizeyde p-laktam direnci ¢ok sayida direng geni igeren plazmidlerin
edinilmesiyle saglanabilir. Bu plazmidler bir¢cok bakteri tiirii arasinda hizla yayilabilir ve bazi
bakterileri bilinen hemen hemen tiim [-laktam antibiyotiklerine direncli hale getirebilir

(Worthington ve Melander, 2013).
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2.3. Ouarum Sensing

QS, bakterilerin popiilasyon yogunlugundaki degisikliklere yanit olarak biyolojik
fonksiyonlar1 diizenlemesine olanak taniyan, dolayisiyla cevresel adaptasyon icin bir

mekanizma gorevi goren hiicreden hiicreye bir iletisim sistemidir.

Sistem, otoindiiktorler olarak adlandirilan hiicre disi sinyal molekiillerinin {iretimi,

salgilanmasi ve belirlenmesi ile diizenlenir (Chen ve ark., 2020).

Kullanilan algilama diizenegine gore salgilanan molekiiler ve ii¢ tip ¢evreyi algilama
mekanizmasi vardir: Gram-negatif bakterilerde LuxI homologlar1 denilen baz1 enzimler tiire
6zgli AHL molekiillerini katalizler (Filik ve Kubilay, 2019). Bu AHL’lar LuxR tipi
transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan algilanir. Gram-pozitif bakterilerde ise sinyal
iletimi icin oligopeptitlere bagli olarak iki bilesenli fosforlama zinciri kullanilir. Ugiincii ve
son mekanizma “Hibrit sistem”dir. V. harveyi modeli de denir. Burada hem oligopeptidleri
goriiliir hem de LuxI/LuxR tipi proteinler hiicre i¢inde sinyal yolunda gorev alir (Filik ve

Kubilay, 2019).

Iki ana otoindiiktér smifi, Tip I QS ve Tip II QS olarak adlandirilan iki sistem
tarafindan belirlenir. AHL tiirevleri Tip I QS'de otoindiiktoér-1 molekiilleridir. Otoindiiktor-2
(AI-2)deTip II QS'de sinyal molekiilleri olarak bilinir. Tip I QS sistemi, tiir i¢i iletigim i¢in
kullanilan son derece spesifik bir sistem iken Tip II QS sisteminin tiirler arasi iletigim igin
calistigina ve bakterilerin yalnizca kendi Al-2'lerine degil, diger tiirler tarafindan iiretilen Al-

2'ye de yanit vermesine olanak sagladigi diistiniilmektedir (Chen ve ark., 2020).

QS, hiicre yogunluguna bagli gen ifadesini diizenleyen ve hareketlilik, yapigsma ve
biyofilm olusumu gibi bakteriyel viriilanst diizenleyen hiicre yogunluguna bagl bir kimyasal
sinyal sistemidir (Al-Bayati ve Samarasinghe, 2022). QS, senkronize olarak hareket eden
bakteri gruplar tarafindan gergeklestirildiginde yararli olan aktiviteleri yonlendiren genleri
kontrol eder. QS tarafindan kontrol edilen siirecler arasinda biyoliiminesans, sporiilasyon,
yeterlilik, antibiyotik iiretimi, biyofilm olusumu ve viriilans faktorii salgilanmast bulunur

(Rutherford ve Bassler, 2012).

Gram-pozitif bakterilerde QS, Al gorevi goren oligopeptitler tarafindan engellenirken,

Gram-negatif bakterilerde QS, Al gorevi goren AHL'ler tarafindan engellenir.

Ayrica hem Gram pozitif hem de Gram negatifin QS'si, otoindiiktor 2 (AI-2) olarak

adlandirilan furanosil borat diester molekiilii tarafindan engellenebilir (Shaaban ve ark., 2019).
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QS'ye gore diizenleme hem yeterlilik, konjugasyon, simbiyoz, viriilans, hareketlilik,
sporlanma, antibiyotik iiretimi ve biyofilm olusumu dahil olmak iizere bir¢ok bakteriyel
aktivite ve davranis QS tarafindan organize edilmektedir. Bu nedenle QS, bakteriyel
enfeksiyonlara miidahale icin ¢ekici bir hedefi temsil eder ve bu da bakteriyel viriilansin
ortadan kaldirilmasina yol acar. Bu nedenle, QS ile miidahale, yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler yerine yeni antipatojenik ilaglarin gelistirilmesine yardimci olan patojenik
enfeksiyonlarin tedavisinde yeni bir donem olarak tanitilmistir. Son zamanlarda, bakteri
tiremesine miidahale etmeden bakteriyel viriilans1 azaltmak ve ardindan bakteriyel viriilans
faktorlerini inhibe etmek i¢in ¢ekirdek algilama inhibitorleri (QSI'ler) gelistirilmistir (Shaaban
ve ark., 2019). Sinyal molekiilleri sentezi, Gram-negatif bakterilerde, LuxI benzeri bir
proteine bagimli olan AHL dir. AHL'ler hiicre zarindan serbest¢e yayilir ve hiicre

yogunluguna orantili olarak konsantrasyonlar1 artar (Li ve Tian, 2012).

AHL'nin taninmasindan LuxR benzeri protein sorumludur. Bu protein AHL'ye
baglandiginda, LuxR benzeri protein spesifik promotdér DNA elemanlarina baglanir ve hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive eder. LuxI/LuxR giftlerinin biyokimyasal etki mekanizmasi

korunmustur (Li ve Tian, 2012).

LuxI benzeri enzimler, yag asidi biyosentetik makinesinden gelen spesifik bir asil-asil
tagiyict proteinin (asil-ACP) asil yan zincirini S adenosil metioninin (SAM) homosistein
kismina baglayarak spesifik bir AHL iiretir. Bu ara iiriin, metiltiyoadenozin salgilayarak asil-
HSL olusturmak iizere laktonize olur (Sekil 2.10.). Gram negatif bakterilerden genis bir
hiicresel siire¢ yelpazesini kontrol etmek i¢cin LuxI/LuxR tipi ¢ogunluk algilamay1 kullanan
yiizlerce tanimlanmistir. Her tiir, spesifik bir AHL veya benzersiz bir AHL kombinasyonu
tiretir ve yalnizca ayni tliriin liyeleri kendi sinyal molekiiliinli tanir ve ona cevap verir (Li ve

Tian, 2012).
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Sekil 2.10.Gram negatif bakterilerde LuxI/LuxR tipi quorum sensing algilama (Li ve Tian, 2012).

Gram-pozitif bakterilerde iki tipte QS sistemi tammlanmstir. ilk tipte, cogunluk
algilama sistemleri, otoindiikleyici peptit (AIP) olarak bilinen bir sinyal peptidi ve 6zel olarak
bir AIP'yi algilayan ve ona yanit veren iki bilesenli bir sinyal iletim sistemi olmak {izere
genellikle {i¢ bilesenden olusur. AHL sinyallerinden farkli olarak, hiicre zar1 AIP'ye gecirgen
degildir, bunun yerine biiylik 6l¢iide bir ABC tasiyicist olan 6zel bir oligopeptit tasiyicisi,
AlP'yi hiicre dis1 ortama salgilamak i¢in gereklidir. Gram pozitif bakteriler normal olarak cift
glisin konsensiis dizisinden kesilen bir sinyal peptid onciisii liretir. Aktif AIP daha sonra
peptit-spesifik bir ABC tasiyicisi araciligiyla ortamlarina aktarilir (Sekil 2.11.) (Li ve Tian,
2012).

Sinyal peptidleri genellikle Gram pozitif bakterilerde tipik olarak 5-25 amino asitten
olusur ve bazilar1 farkli yan zincirler igerir. Sinyal peptitlerinin tespiti, Gram pozitif
bakterilerde AIP'yi algilayan bir zarla iligkili histidin kinaz proteini ve hiicrenin gen ifadesinin
diizenlenmesi yoluyla peptide yanit vermesini saglayan bir sitoplazmik yanit diizenleyici
proteinden olusan iki bilesenli bir sinyal iletim sistemi araciligiyla olusturulur (Li ve Tian,

2012).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Secimi

Calismaya, Mart 2022-Mart 2024 tarihleri arasinda, Necmettin Erbakan Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gesitli kliniklerden kabul edilen 6rneklerden
(kan kiiltiirti, trakeal, aspirat, apse yara kiiltiirii, katater kiiltiirti, balgam kiiltiirti, idrar kiiltiirii)

izole edilen K. pneumoniae suslar1 dahil edilmistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi, izolasyonu

Mikrobiyoloji laboratuvarina ¢esitli kliniklerden gonderilen orneklerin ekimi %5
koyun kanl1 agar ve EMB agar besiyerlerine tek koloni ekimi yapilarak yapilmistir (Sekil 3.1.
ve Sekil 3.2.). Ekim yapilan besiyerleri 24-48 saat 35°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Idrar
orneklerinden 100.000 koloni iizerinde iireyenler ¢aligmaya alinmistir. Morfolojik olarak
(EMB) agarda mor-pembe mukoid, kolonilerden K.pneumoniae oldugu diisiiniilen ornekler
ileri tanimlama iglemlerine alinmistir. Her hastadan ayn1 anda gelen farkl klinik 6rneklerden

tek bir sus calismaya dahil edilmistir.
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Sekil 3.1. Klebsiella pneumoniae EMB agar goriintiisii
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Sekil 3.2. Klebsiella pneumoniae kanli agar goriintiisii

3.3. Bakterilerin Identifikasyonu

Morfolojik olarak (EMB agarda mor-pembe mukoid, koloniler) K.pneumoniae oldugu
diisiiniilen orneklerdeki bakterilerin tanimlama islemleri, matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS) teknolojisi ile ¢alisan
VITEK ® 2 MALDI-TOF MS (bioMerieux, Marcyl'Etoile, France) ile yapilmistir. MALDI-
TOF MS kalite kontrolii i¢in E. coli ATCC 8739 standart suslar1 kullanilmistir.

3.4. Bakterilerin Antibiyotik Duyarhhgi

Identifikasyon sonrasinda K. pneumoniae oldugu belirlenen 6rneklerin antibiyotik
duyarliliklar1 BD Phoenix otomatize sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile ¢alisilarak sistem
tarafindan verilen MIK degerleri Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST)
2024, version 14.0, kriterleri dogrultusunda degerlendirilmistir. Delafloksasin i¢in FDA

tarafindan verilen MiK degerleri dogrultusunda degerlendirilmistir.

BD Phoenix otomatize sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile yapilan antimikrobiyal
duyarlilik testleri kalite kontrolii i¢in E. coli ATCC 13848, E. coli ATCC 25922, E. coli
NCTC 13476, P. aeruginosa ATCC 27853 ve K. pneumoniae ATCC 25955 standart suslar
kullamilmistir. Kolistin ve tigesiklin duyarliliklar1 ve MIK degerleri sivi mikrodiliisyon

metoduyla dogrulanmuistir.
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Ayrica bu 6rneklerden 0.5 ml alinip steril distile suda McFarland 0.5’e ayarlanmis ve
Mueller Hinton agarda Kirby-Bauer yontemi ile disk difiizyon testi ¢alisilarak delafloksasin,
ceftolozane-tazobactam, meropenem-vaborbactam, ceftazidime-avibactam antibiyotiklerinin

antibiyogram duyarliliklar1 belirlenmistir.

Ayrica GSBL pozitifligi ¢ift-disk sinerji yontemi; sefotaksim, seftazidim ve
amoksisilin-klavulanat diskleri kullanilarak yapildi. Bunun i¢in Mueller Hinton Agar besiyeri
tizerine merkezde amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg) (AMC) olmak iizere g¢evresine disk
merkezleri aras1 uzaklik 25 mm olacak sekilde seftazidim (10 pg) (CAZ), seftriakson (30 pg)
(CRO), sefotaksim (5 pg) (CTX) ve aztreonam (30 pg) (ATM) diskleri yerlestirildi. Plaklarin
35-37 °C’de 18-24 saatlik inkiibasyonundan sonra CAZ, CRO, CTX ve ATM diskleri
cevresindeki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru >5 cm genislemesi ve/veya iki
inhibisyon zonu arasinda bakteri iireyen alanlarda iireme olmayan bir bolgenin varligi ile

GSBL iiretiminin olduguna karar verildi.

Bu izolatlar boncuk igeren kiiltlir saklama tiiplerine (OR-BAK, Tiirkiye) alinip Real-
Time PCR c¢alismasi i¢in -20 C’de saklanmustir.

3.5. DNA izolasyonu ve PCR Calismasi
3.5.1. Bakteriden DNA izolasyonu :

Prosediir:

Dondurucudan ¢ikarilan saklama tiipleri igerisindeki seramik boncuklardan alinip
koyun kanli agar besiyerine tek koloni ekimi yapilarak 24-48 saat 35°C’de etiivde inkiibe
edilerek, bakteriler canlandirilmistir. PCR icin taze kiiltiirler kullanilmistir. Izolatlarin DNA
izolasyonu agagidaki adimlar izlenerek yapilmis ve DNA eldesi hem jel elektroforezi ile hem

de RT-PCR’de housekeeping gen ile dogrulanmistir.

Ornekler PBS ile resiispanse edilmistir.

1. Bir ependorfa 200ul PBS ile resiispanse edilen ornekten alinarak, 200 pl binding
buffer ve 40ul proteinaz K eklenmis ve +70°C’de 10 dk (dakika) bekletilmistir.

2. Uzerine 100pl izopropanol eklenmis ve pipetaj yapilmustir.

3. Bu karisim kit igerisinde verilen filtreli tiiplere konularak 1 dakika 8000 g’de santrifiij
yapilmistir. Alttaki tiip atilarak filtre yeni toplama tiipiine aktarilmaistir.
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Filtreli tiiptin {izerine 500l inhibitér giderme tamponu eklenerek alt iist yapilmustir. 1
dk 8000 g’de santrifiij edilerek alttaki tiip atilmis ve filtre yeni toplama tiipiine
aktarilmistir.

Filtreli tiipiin iizerine 500ul. yikama tamponu eklenerek alt {ist yapilarak
karigtirilmistir. 1 dk 8000 g’de santrifiij edilerek alttaki tiip atilir ve filtre yeni toplama
tiipiine aktarilmistir.

5. adim tekrarlanmistir. Daha sonra alttaki tiipiin i¢erisindeki siv1 atilir ve tekrar filtreli
tiipe alinmustir. Maksimum hizda 13.000 X g’de tekrar santrifiij edilmistir.

Filtreli tiip, steril 1.5ml ependorf tiipiin icerisine alinmustir. Uzerine 200ul (daha
onceden +70 °C’de 1sitilmis) eliisyon tamponu eklenmistir. 1 dk 8000 g’de santrifiij
edilmigtir.

Hemen ¢alisilacaksa 2-8 °C’de, bekleyecek ise -20 °C’de saklanmustir.

3.5.2. Bakteriden RNA izolasyonu

10.

. Petriden alinan bakteriler 6ze yardimiyla 1 ml miRNA Extractor igerisine alindi. Oda

sicakliginda 5-10 dakika inkiibasyona birakildi.

0.2 ml Kloroform eklenerek 30 saniye vorteks yapildi. 4 © C'de 10 dakika boyunca
12.000 x g'de santrifiij edildi.

Santrifiijleme sonrasi, numune 3 faza ayrilir. En iistte bulunan renksiz ve sulu faz
kisim RNA igerir.

Stipernatant1 (yaklasik 540 pl) temiz bir 1,5 ml RNaz i¢ermeyen santrifiij tiipiine
aktarild.

1,5 hacim (genellikle 810 pl) %100 etanol eklenildi. Birka¢ kez yukar1 ve asagi
pipetleyerek iyice karistirildi.

750 ul ¢ozeltiyi kit igerisinde verilen Spin Column TR’ye aktarin ve 12.000 x g'de 2
dakika santrifiij yapilarak akis atildi.

Kalan ¢ozeltiyi tekrar Spin Column TR’ye aktarilarak 12.000 x g'de 30 saniye santrifiij
yapilarak akis atildi.

Spin Column TR’ye 0,5 ml RPE Soliisyonu eklenildi, 12.000 x g'de 30 saniye santrifiij
edildi, akis atild

8. Adim tekrarlandi.

30 saniye boyunca 12.000 x g'de tekrar santrifiijleyin. Bu adim,etanoliin tamamen

uzaklagtirilmasi i¢in ¢ok dnemlidir.
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11. Kolonu yeni bir 1,5 ml'lik santrifiij tiipiine yerlestirilerek, 30-50 pul RNaz igermeyen
Su eklenildi ve 2 dakika bekletildi. 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiij
yapilarak ayristirtlan RNA ¢6zeltisini -80°C'e kaldirildi.

3.5.3. cDNA eldesi
Olgiimleri yapilan RNA’larin gerekli hesaplamalar yapilarak Asagida verilen abm
cDNA izolasyon kiti (G236)’ne ait tablo uygulanarak tiim 6rnekler icin reaksiyon kuruldu.

Component Volume
SX RT Buffer 4y
dNTF Iy
Primers 1y
Total RNA or paly[A] + mRNA Variable (1 ng - 2 pg/rmn)
eScript® Plus RTase I
Nuclease-free .0 upto 20

- 50-55°C'de 15 dakika inkiibe ederek cDNA sentezini gerceklestirin.

- 85°C'de 5 dakika 1sitarak reaksiyonu durdurun ve buz iizerinde sogutun.

3.5.4. Real time PCR
PCR reaksiyon kosullari tabloda verildigi sekilde hazirlanarak tiipler thermocycler

cihazina yerlestirilmis ve Tablo 3.1. de verilen PCR protokolii uygulanmaistir.

Tablo 3.1. PCR Protokolii.

icerik Hacim
Sybrgreen Master Mix 10 pl
(Sirt1 veya actin) forward primer 500 nM 1wl
(Sirt1 veya actin) reserve primer 500 nM 1wl
cDNA 5ul
H20 3ul
Toplam Hacim 20 ul
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Her bir 6rnek i¢in yukaridaki protokole 2,5 ul DNA eklenerek Biorad marka T100

model sistemlerinde firma Onerileri dogrultusunda ¢alisiimistir.

Tablo 3.2. PCR Reaksiyon Sicaklik ve Siireleri.

islem Siire ve Sicakhk
Denaturasyon 95°C de 5 dk.
Amplifikasyon 95°C de 30 sn.

Bu dongii 35 kez saglanir. (35 cycle, X °C de 45 sn
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi) 72 °C de 60 sn Okuma
Anneling 72°C de 5 dk.

Cooling 4°Cde 1 dk.

1X’lik TAE ve 0,9 g agarose ile % 1,5’luk jel hazirlanmis. PCR iiriinleri kuyucukara
yiiklenerek 60V’da 40 dk yiiritilmistiir. Ardindan UV transliiminator ile goriiniiteleme

yapilmistir. PCR iglemi i¢in kullanilan primerler Tablo 3.3.’te gosterilmistir

Tablo 3.3. Kullanilan Primerler.

Gen Primer Dizisi Baglanma Kaynak
Sicakhigr
16srRNA F: GGAGGAATACCGGTGGCGAA 62°C Al-Bayative
R: CCTCAAGGGCACAACCTCCA 62°C Samarasinghe, (2022)
Luxs s F: GGAACGCGGTATCCACAC 64°C Farhood ve Chelab
R: TGAGCTCCGGGATCTGGT 64°C (2021)
LsrR F:CTTCCGTTACCAGGCCATTA 64°C Farhood ve Chelab
R: CTATATCAGCGAGGGCGAAC 64°C (2021)
LsrK F: CAGGGTACCGGTCTCTTTGA 64°C Farhood ve Chelab
R: TACGAGGTCTCGGGACAAAC 64°C (2021)
blaOXA-48 F:.TGTTTTTGGTGGCATCGAT 60°C Dogan ve Ugrakli (2023)
R:GTAAMRATGCTTGGTTCGC 60°C
bla-KPC F:TCGCTAAACTCGAACAGG 60°C Dogan ve Ugrakl (2023)
R:TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 60°C
bla-NDM-1 F:.TTGGCCTTGCTGTCCTTG 60°C Dogan ve Ugrakli (2023)
R:ACACCAGTGACAATATCACCG 60°C
bla-IMP F:GAGTGGCTTAATTCTCRATC 60°C Dogan ve Ugrakl (2023)
R:AACTAYCCAATAYRTAAC 60°C
bla-VIM F:GTTTGGTCGCATATCGCAAC 60°C Dogan ve Ugrakli (2023)
R:AATGCGCAGCACCAGGATAG 60°C
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3.6. Istatiksel Analiz

Kategorik degiskenler i¢in frekans ve yiizde tanimlayici istatistikleri verilmistir. Kategorik
degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki kare ve Flsher exact testleri kullanilmistir. Gruplar
arasindaki Fold Change degerlerinin karsilastirilmasi i¢in Mann-Whitney U testi uygulanmustir.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Analizler R 4.3.2

(R Core Team,2024) programi ile yapilmistir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

Calismaya dahil edilen 6rneklerden izole edilen ve K. pneumoniae olarak tanimlanan
100 izolat ¢alismaya dahil edilmistir. izole edilen bakterilerin 22 farkli antibiyotige karsi

duyarliliklar1 degerlendirilmistir.

Calismada yer alan hastalarin %54’ (n=54) erkek ve %46’s1(n=46) kadindir.
Calismada hastalarin yas araliklar1 0-84 yas aralifindadir. Calismaya dahil edilen K.
pneumoniae orneklerinin tiirii yiizdesi Tablo 4.1.de verilmistir. Orneklerin alindig1 servis,

hasta sayis1 ve yiizdesi Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Orneklerin tiirii ve yiizdesi.

Orneklerin tiirii Sayisi (%) Yiizdesi
Idrar kiiltiirii 48 48

Kan kiiltiirii 33 33

BAL Kiiltiirii 10 10

Balgam kiiltiirii 2 2

Drenaj Mayi kiiltiirii 4 4

Katater Kkiiltiirii 1 1

Dren Kkiiltiirii 1 1

BOS Kkiiltiirii 1 1

Toplam 100 100

Tablo 4.2. Orneklerin alindig servis, hasta sayisi ve (%) oranlar.

Orneklerin geldigi poliklinik ve servisler ~ Sayisi (%) Yiizdesi
Poliklinik 27 27
Servis 38 38
Yogun bakim 35 35
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Calismada K. pneumoniae izolatlarinin, 18 farkli antibiyotige karsi otomatize sistemle
belirlenen duyarlilik test sonug¢larinin (R: Direngli, S: Duyarli ve I:Duyarli, yiiksek doz) yiizde
oranlar1 Tablo 4.3.’te verilmistir. Tigesiklin, kolistin, amikasin ve gentamisine sirastyla
(89,84,63 ve 62) oraninda duyarlilik goriiliirken, en yiliksek direng¢ ampicillin, sefazolin,
amoksisiln/klavulanik asit ve sefuroksime (sirasiyla 100, 85, 84, 81) oranlarda gozlenmsstir.

Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Antibiyotik duyarhlik sonug¢lari.

Antibiyotik ismi Duyarh (S) Duyarh, Direncli (R) (%) Yiizdesi
yiiksek doz (I)
Amikasin 63 37 63
Amoksisiln/klavulanikasit 16 84 16
Ampicillin 0 100 0
Ciprofloxacin 31 6 63 31
Colistin 84 16 84
Ertapenem 38 2 60 38
Gentamisin 62 38 62
Imipenem 46 9 45 46
Levofloksasin 32 12 56 32
Meropenem 49 51 49
Piperacillin/Tazobactam 38 2 60 38
Sefazolin 15 85 15
Sefepim 26 1 73 26
Seftazidim 21 79 21
Ceftriaxone 21 1 79 21
Sefuroksim 19 81 19
Tigesiklin 89 10 1 89
Trimethoprim/Sulfamethoxazole 43 2 55 43

Calismada 100 adet K. pneumoniae izolatin 65 tanesinde GSBL pozitifligi
belirlenmigtir. Calismada 100 adet K. pneumoniae izolatlari, 4 farkli yeni antibiyotiklerden
olan delafloksasin(DLX), ceftolozane-tazobactam(CT), meropenem-vaborbactam(MEV),
ceftazidime-avibactam(CZA) antibiyotiklerine olan duyarliliklar sonuglar1 Tablo 4.4’te

verilmistir.
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Tablo 4.4.Delafloksasin (DLX), Ceftolozane-Tazobactam(CT), Meropenem-Vaborbactam(MEV)
Ceftazidime-Avibactam(CZA) antibiyotiklerine olan duyarhliklari ve yiizdeleri.

Antibiyotik ismi Duyarhi (S)  Duyarh, yiiksek Direncli ( R) (%) Yiizdesi
doz (I)

Ceftazidime-Avibactam 62 38 62

Ceftolozane-Tazobactam 42 58 42

Meropenem-Vaborbactam 56 44 56

Delafloksasin 25 1 74 25

Calismada 100 adet K. pneumoniae izolatlarinda 35 tanesinin OXA-48, 13 tanesinin
NDM ve 4 tanesinin KPC direng genlerini igerdigi goriilmiistiir. IMP ve VIM direng genleri
hicbir izolatta tespit edilememistir. 12 izolatta OXA-48 ve NDM diren¢ genlerinin ikisi de
tespit edilmistir. OXA-48 ile KPC direng¢ genlerinin ikisi ve NDM ile KPC diren¢ genlerinin

ikisinide tasiyan higbir izolat tespit edilememistir.

Calismada 100 adet K. pneumoniae izolatlarinda QS genlerinden LuxS geninden 98
tane, LsrR geninden 98 tane ve LsrK geninden 97 tane tespit edilmistir. Direng genleri ve QS

genlerinin sayilar1 ve oranlar1 Tablo 4.5. te gosterilmistir.

Tablo 4.5. Direng genleri ve QS genlerinin sayilar1 ve oranlari.

Genlerin isimleri Tespit edilen gen sayilari (%) Yiizdesi
0OXA-48 35 35

NDM 13 13
OXA-48+ NDM 12 12

KPC 4 4

VIM 0 0

IMP 0 0

LuxS 98 98

LsrR 98 98

LsrK 97 97
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Diren¢ genleri ve antibiyotikler arasindaki istatiksel oranlar Tablo 4.6, Tablo 4.7
verilmistir. bla_kpc geni ve antibiyotikler arasindaki istatiksel oran tespit edilen genin az

olmasindan dolay1 yapilmamistir. OXA-48 ve NDMli¢in Fold Change ve p-degerleri Tablo

4.8 de verilmistir.

Tablo 4.6. Antibiyotiklerin OXA-48 direnc geni ile oranlarinin karsilastirilmasi.

Degisken 0,N =65 1,N=35! D e Detisken 0,N=65' 1,N=35! e Iue?

Amikasin <0.001 Levofloksasin 0.005

R 9.00(24.32%) 28.00(75.68%) 1 11.00(91.67%) 1.00(8.33%)

S 56.00(88.89%) 7.00(11.11%) R 29.00(51.79%) 27.00(48.21%)

Amoksisiln 0.001 S 25.00(78.13%) 7.00(21.88%)

klavulanikasit

R 49.00(58.33%) 35.00(41.67%) Meropenem <0.001

S 16.00(100.00%)  0.00(0.00%) R 22.00(43.14%) 29.00(56.86%)

Ampicillin S 43.00(87.76%) 6.00(12.24%)

R 65.00(65.00%) 35.00(35.00%) Piperacillin <0.001
Tazobactam

Ceftazidime 0.004 1 1.00(50.00%) 1.00(50.00%)

Avibactam

R 18.00(47.37%) 20.00(52.63%) R 27.00(45.00%) 33.00(55.00%)

S 47.00(75.81%) 15.00(24.19%) S 37.00(97.37%) 1.00(2.63%)

Ceftolozane <0.001 Sefazolin <0.001

Tazobactam

R 25.00(43.10%) 33.00(56.90%) R 46.00(56.79%) 35.00(43.21%)

S 40.00(95.24%) 2.00(4.76%) S 19.00(100.00%) 0.00(0.00%)

Meropenem <0.001  Sefepim <0.001

Varobaktam

R 15.00(34.09%) 29.00(65.91%) 1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%)

S 50.00(89.29%) 6.00(10.71%) R 39.00(53.42%) 34.00(46.58%)

Delafloksasin 0.7 S 25.00(96.15%) 1.00(3.85%)

1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%) Seftazidim 0.001

R 46.00(62.16%) 28.00(37.84%) R 45.00(56.96%) 34.00(43.04%)

S 18.00(72.00%) 7.00(28.00%) S 20.00(95.24%) 1.00(4.76%)

Ciprofloxacin 0.047 Ceftriaxone <0.001

1 6.00(100.00%) 0.00(0.00%) 1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%)

R 36.00(57.14%) 27.00(42.86%) R 44.00(56.41%) 34.00(43.59%)

S 23.00(74.19%) 8.00(25.81%) S 20.00(95.24%) 1.00(4.76%)

Colistin 0.4 Sefuroksim <0.001

R 9.00(56.25%) 7.00(43.75%) R 46.00(56.79%) 35.00(43.21%)

S 56.00(66.67%) 28.00(33.33%) S 19.00(100.00%) 0.00(0.00%)

Ertapenem <0.001 _ Tigesiklin 0.2

1 1.00(50.00%) 1.00(50.00%) 1 5.00(50.00%) 5.00(50.00%)

R 26.00(43.33%) 34.00(56.67%) R 0.00(0.00%) 1.00(100.00%)

S 38.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 60.00(67.42%) 29.00(32.58%)

Gentamisin <0.001 Trimethoprim 0.003
Sulfamet
hoxazole

R 10.00(26.32%) 28.00(73.68%) 1 2.00(100.00%) 0.00(0.00%)

S 55.00(88.71%) 7.00(11.29%) R 28.00(50.91%) 27.00(49.09%)

imipenem <0.001 S 35.00(81.40%) 8.00(18.60%)

1 4.00(44.44%) 5.00(55.56%)

R 18.00(40.00%) 27.00(60.00%)

S 43.00(93.48%) 3.00(6.52%)
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Tablo 4.7. Antibiyotiklerin bla_NDM1direng¢ geni ile oranlarinin karsilastirilmasi

Degisken 0, N =87! 1,N=13! p-value’>  Degisken 0,N=87! 1,N=13! s;luez
Amikasin <0.001 Levofloksasin 0.002
R 25.00(67.57%) 12.00(32.43%) 1 12.00(100.00%)  0.00(0.00%)
S 62.00(98.41%) 1.00(1.59%) R 43.00(76.79%) 13.00(23.21%)
Amoksisiln 0.12 S 32.00(100.00%)  0.00(0.00%)
klavulanikasit
R 71.00(84.52%) 13.00(15.48%) Meropenem <0.001
S 16.00(100.00%)  0.00(0.00%) R 38.00(74.51%) 13.00(25.49%)
Ampicillin S 49.00(100.00%)  0.00(0.00%)
R 87.00(87.00%) 13.00(13.00%) Piperacillin 0.002
Tazobactam
Ceftazidime <0.001 I 2.00(100.00%) 0.00(0.00%)
avibactam
R 25.00(65.79%) 13.00(34.21%) R 47.00(78.33%) 13.00(21.67%)
S 62.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 38.00(100.00%)  0.00(0.00%)
Ceftolozane 0.001 Sefazolin 0.12
tazobactam
R 45.00(77.59%) 13.00(22.41%) R 68.00(83.95%) 13.00(16.05%)
S 42.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 19.00(100.00%)  0.00(0.00%)
Meropenem <0.001 Sefepim 0.026
varobaktam
R 31.00(70.45%) 13.00(29.55%) 1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%)
S 56.00(100.00%)  0.00(0.00%) R 60.00(82.19%) 13.00(17.81%)
Delafloksasin 0.067 S 26.00(100.00%)  0.00(0.00%)
1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%) Seftazidim 0.064
R 61.00(82.43%) 13.00(17.57%) R 66.00(83.54%) 13.00(16.46%)
S 25.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 21.00(100.00%)  0.00(0.00%)
Ciprofloxacin 0.009 Ceftriaxone 0.11
1 6.00(100.00%) 0.00(0.00%) 1 1.00(100.00%) 0.00(0.00%)
R 50.00(79.37%) 13.00(20.63%) R 65.00(83.33%) 13.00(16.67%)
S 31.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 21.00(100.00%)  0.00(0.00%)
Colistin 0.4 Sefuroksim 0.12
R 13.00(81.25%) 3.00(18.75%) R 68.00(83.95%) 13.00(16.05%)
S 74.00(88.10%) 10.00(11.90%) S 19.00(100.00%)  0.00(0.00%)
Ertapenem 0.002 Tigesiklin 0.2
1 2.00(100.00%) 0.00(0.00%) 1 7.00(70.00%) 3.00(30.00%)
R 47.00(78.33%) 13.00(21.67%) R 1.00(100.00%) 0.00(0.00%)
S 38.00(100.00%)  0.00(0.00%) S 79.00(88.76%) 10.00(11.24%)
Gentamisin 0.004 Trimethoprim 0.070
Sulfamet
hoxazole
R 28.00(73.68%) 10.00(26.32%) 1 2.00(100.00%) 0.00(0.00%)
S 59.00(95.16%) 3.00(4.84%) R 44.00(80.00%) 11.00(20.00%)
imipenem <0.001 S 41.00(95.35%) 2.00(4.65%)
1 9.00(100.00%) 0.00(0.00%)
R 32.00(71.11%) 13.00(28.89%)
S 46.00(100.00%)  0.00(0.00%)
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Tablo 4.8. 0XA-48 ve NDM1icin Fold Change ve p-Degerler

OXA-48
Gen OXA-48 (+) OXA-48 (-) p- degeri
Fold Change Fold Change
LsrR 2,13 2,26 0,172
LsrK 1,21 1,62 0,094
LuxS 1,62 1,29 0,678
NDM1
Gen NDM1 (+) Fold NDMI1 (-) Fold p-degeri
Change Change
LsrR 3,48 2,02 0,984
LsrK 1,46 1,48 1,0
LuxS 1,55 1,39 0,569
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5.TARTISMA

K. pneumoniae, ¢evrede her ortamda bulunabilir. Bununla birlikte saglikli bireylerin
cildinde, gastrointestinal ve solunum yollarinda bulunan bir komensal bakteridir. Solunum
yolu enfeksiyonlar1, IYE, kan dolasimi enfeksiyonlari, yara ve yumusak doku enfeksiyonlar1
gibi ¢ok cesitli toplum kaynakli ve hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olabilen firsat¢1 bir
patojendir. Son zamanlarda, 6zellikle yenidoganlarda, bagisiklik sistemi zayiflamig bireylerde
ve yashlarda yiikselen 6liim oraniyla, diinyanin onde gelen SHIE nedenlerinden biri haline
gelmistir. Ayrica, ciddi toplum kaynakli enfeksiyonlar arasinda olan zatlire ve menenjit ile
daha fazla iligkilendirilmektedir. K. pneumoniae yaygin dagilimi ve genetik yapisi nedeniyle,

halk sagligi i¢in kiiresel bir tehdit olmaktadir (Herridge ve ark., 2020).

K. pneumoniae suslart genis spektrumlu beta-laktamlardan olan penisilinler ve
sefalosporinlere direnclidir. K. pneumoniae suslar1 arasinda GSBL iireten suslar, karbapenem
smifi antibiyotiklerden olan imipenem ve meropeneme karst duyarli olmaya devam
etmektedir. Ancak, KDKp suglarinin neden oldugu enfeksiyonlarinin goriilme sikligi
artmaktadir. Bu MDR organizmalarin, GSBL iireten K. pneumoniae'ye kars1 karbapenemlerin
artan kullanimina yanit olarak evrimlestigi ve g¢esitli genetik Ogelerin bagimsiz olarak

karbapenem direnci kazandirarak evrimlestigi diisiiniilmektedir (Herridge ve ark., 2020).

Tim diinyaya yayilmis olan ve CTX-M-15 tasiyan K. pneumoniae tirleri, hem
hastane enfeksiyonlarinin hem de yakin zamanda toplum kaynakli enfeksiyonlarin giderek
artan sikligiyla iliskilendirilmistir. K. pneumoniae karbapenemazi (KPC), Avrupa'da, K.
pneumoniae hastane kaynakli enfeksiyonlarinda (%45) oranla en yaygin karbapenemaz direng
genidir. Bunu %37 oranla oksasilinaz-48 (OXA-48 benzeri)geni, Daha sonra (%11) oranla
Yeni Delhi metallo-beta-laktamazi (NDM) geni ve (%8) oranla Verona integron kodlu
metallo-beta-laktamazi (VIM) takip eder. 2007'de Birlesik Krallik'ta, KPC, OXA-48 benzeri,
NDM ve VIM'in dogrulanmis vakalar1 0'dan 1'e yiikselirken, 2015'te bu vakalar sirastyla 661,
621, 439 ve 86 vakaya cikmistir (Herridge ve ark., 2020).

Akdeniz ve Kuzey Afrika'da OXA-48 benzeri K. pneumoniae suslarinin
yayilmas1 c¢ogunlukla meydana gelmistir. ST101 suslart araciligiyla bu boélgelerdeki
seyahatler sonucu yayilirken, ST395 Avrupa genelindeki klonal salginlarla iliskilidir
(Herridge ve ark., 2020).
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Hindistan'da, Oncelikle Escherichia coli ve K. pneumoniae suslarinda NDM
karbapenemaz ireticileri ortaya c¢ikmustir. Hindistan alt kitasina ve buradan yapilan

seyahatlerin sonucunda tiim diinyaya yayilmistir (Herridge ve ark., 2020).

Bizim caismamizda OXA-48 direng geni orant %35, NDM direng geni oran1 %13 ve
KPC direng geni orant %4 oraninda bulunmustur. IMP ve VIM diren¢ geni saptanmamuistir.
IMP direng¢ geni Tiirkiye’de yapilan son ¢aligmalarda (%0- %2) oraninda, ama ¢ogunlukta
tespit edilemezken bizim c¢alismamizdada tespit edilememistir. VIM diren¢ geni Tiirkiye’de
yapilan son c¢aligmalarda (%0- %3) oraninda, ama g¢ogunlukta tespit edilemezken bizim

calismamizda da tespit edilememistir.

Birlesik Krallik'taki NDM izolatlarinin yarisindan fazlasinin Hindistan veya Pakistan'a
seyahat Oykiisii olan hastalardan geldigini gosterilmistir. Su anda Avrupa'daki en yiiksek
NDM izolat konsantrasyonuna Birlesik Krallik sahip gibi goriinmektedir. K.
pneumoniae'nin antimikrobiyal diren¢ sorununa katkisinin niceliksel olarak belirlenmesi
zordur. Ancak, yakin zamanda yapilan karbapenem direngli bakterilerin bir popiilasyon
genomik caligmasi, hastane iginde ve hastaneler arasi yayilmasinin K. pneumoniae
karbapenemaz direncli izolatlarin klonal soy hatlar1 ST11, ST15, ST11 ve ST258/ST512 ve
bunlarin tlirevlerinde yogunlasmasiyla, bu bakterilerin Avrupa'da yayilmasinda baslica

etkilidir (Herridge ve ark., 2020).

QS, bakterilerin popiilasyon yogunlugundaki degisikliklere yanit olarak biyolojik
aktivitelerini ayarlamalarina olanak taniyan, boylece ¢evresel adaptasyon icin bir mekanizma
gorevi goren hiicreler arasi bir iletisim sistemidir. Bu sistem, otoindiiktorler ad1 verilen hiicre

dis1 sinyal molekiillerinin tiretimi, salgilanmasi1 ve taninmastyla kontrol edilir.

Otoindiiktorlerin iki ana kategorisi, Tip I QS ve Tip II QS adi verilen iki sistem
tarafindan tanimlanir. Tip I QS'de otoindiiktér-1 molekiilleri, AHL iirtinleridir. Tip II QS'de,
sinyal molekiilleri otoindiiktor-2 (AI-2) olarak bilinir. Tip I QS tiir i¢i iletisim i¢in kullanilan
oldukga spesifik bir sistem olmasina ragmen, Tip II QS'nin tiirler arasi iletisim igin islev
gordiigiine ve bakterilerin yalnizca kendi Al-2'lerine degil, diger tiirler tarafindan iiretilen Al-

2'ye de yanit vermesine izin verdigi diistiniilmektedir (Ashurst ve Dawson, 2023).
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Yerlesik topluluklarda bakterilerin birbirleriyle yakin mesafede yasayabildiginden
dolay1, ayn1 veya farkli tiirlere ait bakteri hiicreleri arasinda kimyasal sinyalleme ve gen
aktarimi i¢in artan firsatlar olugur. Bu genetik mekanizma, antibiyotik direngli fenotiplerin ve

ilgili enfeksiyonlarin siirekli artan sikligindan biiyiik dl¢tide sorumludur.

Bakteriyel enfeksiyonlarla miicadele icin alternatif stratejiler gelistirmeye yonelik son
calismalar, QS ve biyofilm olusumu dahil olmak iizere bakteriyel siiregleri hedef alan yeni

bilesiklerin tanimlanmasina yol agmistir (Ashurst ve Dawson, 2023).

Temiz ve ark.(2015), 507 Klebsiella izolati ile yaptig1 c¢alismada, Klebsiella
izolatlarinin 330’unda (%65.1) GSBLvarlig1 saptandigmni bildirmistir. GSBL iireten ve
tiretmeyen izolatlarda in-vitro en etkili antibiyotikler her iki tiir i¢in amikasin ve imipenem
oldugunu belirlemislerdir. GSBL {ireten K. pneumoniae izolatlarinda en etkili antibiyotik

olarak amikasin oldugunu saptanmakla beraber %18 oraninda diren¢ gozlemlemislerdir.

Imipenem ve meropenem direnci, GSBL iiretmeyen K. pneumoniae izolatlarinda %1.9
oraninda bulmalarina ragmen, GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarinda imipenem

direnci %23.5 ve meropenem direnci %24.7 oraninda belirlemislerdir.

Terzi ve ark. (2013), 218 Klebsiella susundan 193 iiniin (%89) K. pneumoniae, 25’inin
(%11) Klebsiella oxytoca oldugu calismada GSBL iiretimi K. pneumoniae izolatlarinin
67’sinde (%35), K.oxytoca izolatlarmin 4’iinde (%16) olmak {izere biitiin izolatlarin 71’inde
(%33) saptanmustir. Kula Atik ve Uzun (2020), yaptiklar1 ¢alismada 238 klebsiella spp.
susunda GSBL pozitiflik oran1 % 72,6 olarak bulmuglardir. Coskun, (2018). De yaptigi
calismada 73 adet K. pneumoniae susunda GSBL pozitiflik oran1 % 35,6 olarak bildrmistir.

Bizim ¢aligmamizda GSBL pozitiflik oran1 %65 olarak bulunmustur.

Kahraman ve ark. (2017), 871 K. pneumoniae izolatiyla yaptig1 ¢aligmada antibiyotik
diren¢ oranlar1 sirasiyla en fazla amoksisilin-klavulanat, netilmisin, sefepim, , seftriakson,
seftazidim, piperasilin-tazobaktam, trimetoprim-sulfametoksazol igin bildirilmislerdir.
Sonuclara gore izolatlarin %89’u kisith bildirilmesi gereken ampisiline direnclidir.
Gentamisine karsi direng orant da %30’un iizerinde tespit edilmistir. Biitiin suglara in-vitro
olarak en etkili antibiyotik olarak amikasin saptanmistir. Karbapenem direnci ise %37

oraninda tespit edilmistir. Tiim suslarin GSBL {iretimi %55 oraninda bulunmustur.
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Bektas ve ark.(2018),100 K. pneumoniae susu ile yaptigi ¢alismada ¢alismaya alinan K.
pneumoniae suslarina karsi en etkili antibiyotik meropenem ve imipenem oranit %100 olarak
bulunmustur. Sefotaksim, seftriakson ve sefazolin biitiin suslara direngli bulunmamstir. K.
pneumoniae suslari; meropeneme %100, imipenem%100, sefoksitin%90 ve amikasine %67
oraninda duyarli iken, sefazolin%99, sefotaksim%99, seftriakson%99 ve aztreonama %94

oraninda dirence sahip oldugu bildirmislerdir.

Stiziik Yildiz ve ark.(2021), 493 6rnekten 366 adet K.pneumoniae izolatlar1 ile yaptigi
calismada izolatlarin %49,7 ‘si ertepeneme, %43 ‘i meropeneme ve %40,6’s1 imipeneme
direncli bulunmustur. Bu calismada K. pneumoniae izolatlarinin en yiiksek %71.6s1
kolistine, %62.8° 1 amikasine %57,4° 1 gentamisine, en diisik olarak %24,3’1
sefotaksim,  %23,8’1  seftadizime duyarli  bulunmustur. = Karbapenem  direngli

izolatlarda %47,4” Ui kolistine, %55,9° u amikasine %60,2’ 1 gentamisine diren¢li bulunmustur.

Yirek ve Cevahir (2022), 100 Kpneumoniae izolatt ile yaptig1 calismada
izolatlarin %45’i hvKp, %55’i cKp izolat1 olarak belirlemislerdir. Izolatlarin antibiyotik
duyarhiliklar1 degerlendirildiginde cKp izolatlarma en etkili antibiyotikler gentamisin ve
imipenem, hvKp izolatlarina en etkili antibiyotik imipenem olarak bulmuslardir. cKp ve hvKp
izolatlarinda en diisiik duyarlilik seftazidimde tespit etmislerdir. HvKp izolatlarinda
siprofloksasin ve trimetoprim siilfametoksazol duyarliligi cKp izolatlarina gore daha yiiksek

bulmustur.

Dalgic ve ark.(2023), Kapsiil Genotipleri belirledikleri 38 K.pneumoniae izolatlarin
antibiyotik duyarlilik sonucunda Biri K1-KP, digeri K5-KP olmak {izere kolistine direncli
bulunan iki (%5.3) izolat disinda, en diisiik direng %60.5 (23/38) orani ile gentamisine, en
yiiksek direng ise %94.7 (36/38) orani ile sefotaksime kars1 tespit edilmistir.

Doganay ve ark. (2023), 230 hastadan izole edilen 423 adet K. pneumoniae lizerinde
yaptig1 calismaya gore izolatlarin tamami {izerine piperasilin/tazobaktam, seftazidim,
meropenem, amikasin, gentamisin, siprofloksasin ve trimetoprim/siilfametoksazol
antibiyotiklerinin; %92’sinin iizerine ampisilin, sefuroksim, sefuroksimaksetil, sefoksitin,
seftriakson ve ertapenem antibiyotiklerinin; %40-70’1 iizerine imipenem, oksasilin,
eritromisin, klindamisin ve linezolid antibiyotiklerinin; %30’u iizerine fosfomisin,
nitrofurantoin ve sefiksim antibiyotiklerinin son olarak %15°1 iizerine amoksisilin/klavulanik

asit antibiyotiginin antibiyogram testi yapilarak direng profilleri belirlenmistir.
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Calismada ele alinan izolatlarin tamaminin antibiyotik duyarlilik yiizdelerine gore, en
yiiksek oranla direng gosterilen antibiyotigin (%84) seftazidim oldugu, duyarliligin en ytiksek
oldugu (%30) antibiyotigin ise amikasin oldugu belirlenmistir. Calismada imipenem
antibiyotiginin 147 izolat iizerine antimikrobiyal etkisi belirlenmis olmasina ragmen, %359
(n=87 1izolat)’luk duyarlilik oran1 ile K. pneumoniae bakterisinin duyarli oldugu
antibiyotiklerden birisi oldugu sdylenebilir. Ayrica c¢alismada izolatlarin %92°lik kismi
tizerine etkisi incelenen antibiyotiklerden ampisiline kars1 yiiksek oranda direng gelistirdigini

bildirmislerdir.

Hosbul ve ark.(2022), 150 karbapenem direngli K.pneumoniae klinik izolatlariyla
yaptig1 calismada EUCAST kriterlerindeki meropenem duyarlilik sonuglaria gore 20 izolat
“duyarli (artmig dozda)” olarak tespit edilmistir. Seftazidim-avibaktam%92.7 ve
kolistine %48 duyarlilik oranlar1 bulunmustur. Calismadaki tiim izolatlarin karbapenem

diren¢ genlerinden en az birisine sahip oldugu tespit edilmistir.

Buna ragmen g¢alismada, seftazidim-avibaktamin karbapenem direngli K.pneumoniae
klinik izolatlarina kars1 iyi in vitro etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada toplam 150
karbapenem direngli K.pneumoniae izolatinin %7.3 oraninda seftazidim-avibaktama direncli

oldugu tespit edilmistir.

Lee ve ark. (2022), 57 ilkeden 6753 K. pneumoniae izolat1 ile yaptig1
calismda 6753 K. pneumoniae izolatinin ~ tamami amikasine %89,3,
seftazidim/avibaktama %93,7), meropeneme %382,2, meropenem/vaborbaktama %90,3,
seftolozan/tazobaktama %74,7 ve tigesikline %96,2 duyarlilik gdstermistir. Calismadaki K.
pneumoniae izolatlarmin yalmizca %1,1't ampisiline duyarliydi. Diger antimikrobiyal

ajanlar %50,2 ile %79,1 arasinda degisen duyarliliklar gosterdi.

CR-KP, meropeneme direncli izolatlar olarak tanimlandi. 6753
K.pneumoniae izolatinin 11181 CR-KP idi. CR-KP izolatlar1, tigesiklin hari¢ tiim
antimikrobiyal ajanlara karsi 6nemli dlglide azalmig duyarlilik gosterdi: 1044 izolat bu ajana
duyarliligini  korudu.  Ayrica, CR-KP  izolat  duyarliik  oranlari  sadece
seftazidim/avibaktam %63,3, amikasin %44,6 ve meropenem/vaborbaktam %41,5)
icin > %40 idi. Ozellikle kolistine diren¢ orani tiim K. pneumoniae izolatlar1 i¢in %4,4'ten

CR-KP izolatlar1 i¢in %16,3'e yiikseldi.
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Kole ve ark. (2022), 42 adet K.pneumoniae izolat1 ile yaptig1 ¢aligmada yapilan sivi
mikrodiliisyon testinin sonuglarna gore, izolatlarin 4 (%9.6)’l seftazidim-avibaktama, 40
(%95.2)’1 meropeneme ve 28 (%66.7)’i kolistine karsi direngli (R) bulunmustur. izolatlardan
2 (%4.8)’s1 meropeneme kars1 yiiksek dozda duyarli (I) bulunmustur.

Dogan ve Ugrakli (2023), 95 K. pneumoniae izolat1 ile yaptig1 ¢alismada en duyarl
antibiyotikler sirastyla tigesiklin (%100), kolistin(%54.7) olurken en direngli antibiyotikler
ampisilin (%100), amoksisilin/klavulanik (%100), seftriakson (%100), sefazolin (%100) ve
sefuroksim-aksetil (%100) olarak bulunmustur. Kombine disk yontemi ile suslarin 20'sinde
(%21,05) GSBL iiretimi gozlenmis ve gradyan testi ile sadece 9 (%9,47) izolatin GSBL

pozitif oldugu bulunmustur.

Bizim caligmamizda en ¢ok oranda direncin gelistigi antibiyotik ampisilin olarak
bulunmustur. En fazla duyarlilik gosteren antibiyotikler %89 tigesiklin, %84 kolistin% 63
amikasin, %62 gentamisin ve %49 meropenem olurken en diisiik duyarlilik %15
sefozolin, %16 amoksisilin/klavulanik asit ve %19 sefuroksim olarak belirlenmistir. Ayrica
calismamizda GSBL oran1 % 65 olarak bulunmustur. Yeni antibiyotiklerden delafloksasin,
ceftolozane-tazobactam, meropenem-vaborbactam ve ceftazidime-avibactam
sirasiyla %25, %42, %56 ve %62 oraninda duyarlilik tespit edilmistir. Delafloksasin ile
Tiirkiyede yapilan ilk ¢alisma olmasindan dolayr karsilastirma yapilmamistir. Yeni
antibiyotiklerden en ¢ok duyarli olarak ceftazidime-avibactam olurken en az duyarh

delafloksasin olarak belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik sonuglarinda en etkili antibiyotikler, meropenem, gentamisin,
amikasin, kolistin ve tigesiklin bulunurken bizim ¢alismamizda da ayni antibiyotikler en

duyarli antibiyotikler olarak bulunmustur.

Yeni antibiyotiklerle yapilan antibiyotik duyarlilik sonu¢larimiz, benzer calismalarin
stvi diliisyon yontemi ile yapilmasi ve az olmasindan dolayi, oranlarimiz diisilk olmasina
ragmen duyarlilik siralar1 benzerdir. En duyarli antibiyotik ceftazidime-avibactam

bulunmustur. Calismamizda buldugumuz veriler yapilan ¢alismamlarla uyum gostermektedir.

Stiziik Yildiz ve ark.(2021), 493 6rnekten 366 adet K.pneumoniae izolatlar1 ile yaptigi

calismada 143 izolatta genotipik olarak en az bir karbapenemaz enzimi tespit edilmistir.
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Tek tip karbapenemaz enzim oranlari sirasiyla OXA-48 (%84.6). NDM-1 (%6.3).
VIM (%2.8). IMP (%1.4) bulunurken, yedi izolatta ise iki enzim bir arada (OXA-48+NDM-1
(%2.1). OXA-48+VIM (%2.1). VIM+NDM-1 (%0.7)) tespit edildigini bildirmislerdir.

Telli(2022), yaptig1 calismada, 2012-2020 yillar1 arasinda toplam 291 (%7.5) adet
KDKp susu bulunmustur. Suslarin sahip oldugu diren¢ genlerinin dagilimi; tek bir direng
genine sahip suslarin sayist OXA- 48, NDM-1, KPC ve VIM sirasiyla, 113 (%38.8), 32
(%11.0), 7 (%2.4), 5 (%1.7) dir. Birden fazla diren¢ genine sahip suslarin dagilimi ise
sOyleydi: OXA-48+NDM 123 (%42.3), OXA-48+KPC iki adet, OXA-48+VIM iki adet,
NDM-+KPC bir adet ve NDM+IMP bir adet olarak bulundugunu bildirmistir.

Hosbul ve ark.(2022), 150 karbapenem direngli K.pneumoniae klinik izolatlariyla
yaptig1 ¢alismada Seftazidim-avibaktam direngli izolatlardan 7 tanesinin sadece blaNDM, bir
tanesinin blaOXA-48 ve blaNDM genlerine ve 3 tanesinin blaKPC genine sahip oldugu
belirlenmistir. Beklendigi gibi, MBL iireten izolatlarda seftazidim-avibaktam i¢in yiiksek
MIK seviyeleri (>128 pg/ml) belirlenmistir. izolatlarn 107 (%71.3)’sinde blaOXA-48, 25
(%16.7)’inde blaKPC, 7 (%4.7)’sinde blaNDM, 10 (%6.7)’unda blaOXA-48 ve blaKPC
birlikteligi, 1 (%0.6)’inde blaOXA-48 ve blaNDM birlikteligi saptanmistir. BlaVIM ve

blaIMP genlerine sahip izolat bulunmadigini bildirmislerdir.

Kole ve ark. (2022), 42 adet K.pneumoniae izolat1 ile yaptig1 ¢alismada karbapenem
diren¢li oldugu saptanan izolatlarin 34 (%81)’i yalnizca OXA-48, 5 (%11.9)’i OXA-
48+NDM ve 3 (%7.1)’ii OXA-48+KPC pozitif bulunmustur. Izolatlar arasinda yalnizca
blaNDM geni veya yalnizca blaKPC geni tasiyan izolat bulunmamaistir. blaIMP ve blaVIM

geni tagiyan izolat tespit edilmemistir.

Lee ve ark. (2022), 57 iilkeden 6753 K. pneumoniae izolat1 ile yaptig1r calismda en
yaygin A siifi karbapenemaz genleri bla xpcye (n = 412) aitti ve diger besi bla Ges-2ye aitti .
Bla xpc genleri arasinda bla xpc-> (n = 285), bla xec3 (n = 124), bla xpc.17 (n = 2) ve bla xpc-
tiplendirilemeyen (N = 1) yer aldi. Benzer sekilde, en yaygm B simfi karbapenemaz

genleri bla NDM (n = 372), bla VIM(n = 27) ve bla IMP(n = 3) idi.

BlaNDM genleri arasinda bla NDM-1(n = 196), bla NDM-5(n = 166), bla NDM-
6(n=1), bla NDM-7 (n=7), bla NDM-9 (n=1) ve bla NDM-24 (n=1) yer aldi. Smif D
karbapenemaz genleri arasinda bla OXA-48(n = 72), bla oxa-162 (n = 2), bla oxa-181 (n =
95), bla oxa-232 (n = 223) ve bla oxa-370 (n = 3) yer almaktadir.

53



Ozellikle, bazi CR-KP izolatlar1 iki veya daha fazla karbapenemaz kodlayan gen
barindirmaktadir. Bunlar arasinda blaxpc + blanom +blaviv (2), bla xec + bla wr (1), bla xpc +
bla vim (14), bla xec + bla nom (15), bla ces + bla nom (5), bla nom + bla oxavenzeri (157)

ve bla xpc + bla oxA benzeri (2) yer almaktadir.

Yiirek ve Cevahir (2022), 100 K.pneumoniae izolat1 ile yaptig1 calismada blaOXA-48
geni karbapenem direngli 35 izolatin 29 (%82.8)’unda, blaKPC geni besinde (%14.2) pozitif
bulunmustur. blaKPC geni pozitif izolatlarin tiimiiniin ayni zamanda blaOXA-48 geni de
tasidig tespit edilmistir. blaIMP, blaNDM-1 ve blaVIM geni karbapenem direngli 6rneklerin
higbirinde saptanmamistir. Karbapenem direngli bes ornekte hem blaOXA-48 hem de
blaKPC geni pozitif bulunmustur. Karbapenem direngli alt1 (%17.1) 6rnekte ¢alisilan direng

genlerinden higbirisi saptanmadigini bildirmiglerdir.

Dalgic ve ark.(2023), Kapsiil Genotipleri belirledikleri 38 K pneumoniae izolatin
tctiniin (%7.9) blaCTX-M-1, 26 (%68.4)’sinin blaOXA-48-benzeri ve dordiiniin (%10.5)
blaNDM-1 direng genlerini barindirdigi gorilmiistiir. b/laCTX-M-2, blaCTX-M-9, blaCTX-
M-8/25 ve blaKPC direng genleri hicbir izolatta tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Dogan ve Ugrakli (2023), 95 K.pneumoniae izolati ile yaptig1 ¢aligmada en sik
saptanan karbapenemaz OXA-48 (%93,7) idi. blaOXA-48 56 (%59) izolatta tek basina, 33
(%34,7) izolatta ise blaOXA-181 genleriyle birlikte gosterildi. OXA-48 pozitif izolatlarda
(n=56) kolistinin MIK50 degerleri 0,5 mg/L olmasina ragmen, kolistin MIK50'si OXA-
48+0XA-181"in (n=33) birlikteliginde 16 mg/L olarak belirlendi. blaNDM-1 geni izolatlarin
3'linde (%3,2) saptandi. Kolistin plazmid aracili diren¢ geni (mcr-1), IMP, VIM ve KPC

karbapenemaz direng genleri de izolatlarin higbirinde saptanmadi.

Bu calismada 88 izolatta karbapenemaz enziminin varligi ve 3 izolatta ESBL+porin
kayb1 fenotipik karbapenemaz kombinasyon disk testi ile belirlendi. 4 izolatta kombine
disklerle karbapenemaz enzimi saptanmadi. Kombinasyon testlerinde karbapenemaz
tiplerinden 83"iniin OXA-48 tasidigi, 2'sinin KPC'ye ve 3'iiniin MBL diren¢ genine sahip

oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizda 35 tane OXA-48, 13 tane NDM ve 4 tane KPC direng genleri tespit
edilirken, IMP ve VIM direng¢ genleri higbir izolatta tespit edilememistir. 12 izolatta OXA-48
ve NDM direng genlerinin ikiside tespit edilmistir.
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Direng genleri oranlarimiz diger ¢aligmalarla yakinlik gostermektedir. Son zamanlarda
Tiirkiyede yapilan galismalarda OXA-48 direng geni oranlar1 (%38-%83), NDM direng geni
oranlart (%3-%11) arasinda KPC diren¢ geni oranlart (%2-17) iken bizim c¢alismamizda
OXA-48 direng geni oran1 %35 oraninda, NDM direng geni orani (% 13) ve KPC direng geni
orani (%4) ile diger ¢aligmalara benzer oranda bulunmustur. Buldugumuz sonuglar yapilan

calismalarla yakinlik gostermektedir.

Farhood ve Chelab (2021), 10 adet K. pneumoniae izolatinda QS genlerini belirledigi
calismada 10 adet K. pmeumoniae izolatin 9’unda bu genleri tespit ettigini bildirmistir.
Calismamizda 100 adet K. pneumoniae izolatlarinda QS genlerinden LuxS geninden 98 tane,

LsrR geninden 98 tane ve LsrK geninden 97 tane tespit edilmistir.

Klebsiella pneumoniae lizerinde QS genleri ile fazla ¢alisma bulunmamasina ragmen
benzer bir calisma ile karsilastirdigimizda LuxS, LsrR ve LsrK geni benzer oranda tespit
edilmistir. QS genleri (LuxS, LsrR, LsrK ) ve direng genlerinin (OXA-48, NDM) pozitif ve
negatif olanlar1 arasinda yaptigimiz ekpresyon calismasit sonuglari tablo 4.8. de gdsterilmistir.

Bu sonuglara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir.

K. Pneumoniae QS genleri ve direng¢ genleri ile alakali fazla ¢aligma olmadigindan

ilerideki yapilacak caligsmalara baz olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Calismamizda K. pneumoniae Dbakterisinde antibiyotik tedavisine 1s1k tutmasi
acisindan antibiyotik duyarlilik sonuclar1 bildirilmistir. Bu sonucglara bakildiginda
hastanemizde 6zellikle yogun bakim servislerinden gelen numunelerde iireyen K. pneumoniae
bakterilerinin karbapenemlerede direncin giderek arttigi hatta kolistin ve tigesiklin
antibiyotiklerine bile diren¢ gelistirdigini belirledik. Yeni antibiyotiklerden delafloksasin,
ceftolozane-tazobactam, meropenem-vaborbactam ve ceftazidime-avibactam antibiyotiklerine
de karbapenemler oraninda direngler tespit edilmistir. Karbapenem direngli bakterilerin
tedavisi ig¢in, yeni gelistirilen seftazidim-avibaktam, ceftolozane-tazobactam, meropenem-
vaborbactamve delafloksasin gibi yeni antibiyotiklerin, tedavide kullaniminda ciddi bir engel

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

(Calismamizda direng genleri olarak OXA-48, NDM ve KPC direng genleri tespit ettik
bunlar Tirkiye’de direngli suslarda gelisen direng genleri olarak bildirilmektedir. Direng
genlerinin artmasi1 K. pneumoniae bakterisindeki antibiyotik direncliliginin arttigini
gostermektedir. Bu alanda direnci artiran farkli genler acisindan daha ¢ok calisma yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.

6.2. Oneriler

Bu sebeplerle, K pneumoniae suslarinda diizenli sekilde, bolgesel ve ulusal olarak
antibiyotik duyarlilik testlerinin ve diren¢ mekanizmalarinin arastirmalarinin yapilmasinin, bu
bakteriye bagli enfeksiyonlarin tedavisinde ve direncin kontroliinde hekimlere tedavide

yardimci ve yol gosterici olacagini diigiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, K pneumoniae bakterisinin antibiyotiklere karsi gelistirdigi direng
oranlar1 giderek artmakta ve cesitlilik gostermektedir. Bu durum yeni tedavi ve korunma
seceneklerinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Calismamiz Tiirkiye’de K pneumoniae
izolatlarinda QS mekanizmasi ve beta-laktamaz diren¢ genlerinin iliskisinin arastirildig: ilk
calisma ozelligini tasimaktadir. Bu agidan QS genleri ve direng genleri arasindaki iligkiyi
aydinlatmaya yonelik olan ¢aligmalara 151k tutacag: diisliniilmektedir. QS genleri barindiran
suslarin ¢ok yliksek oranlarda ¢ikmasi, QS inhibitorleri ile antibiyotik kombinasyonlari i¢in
duyarlilik ¢aligmalarinin yapilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu alanda yeni c¢alismalarin

planlanmas1 gerektigi diigiiniilmektedir.
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