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KLINIK STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA iZOLATLARININ
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIGI VE MOLEKULER EPIiDEMiYOLOJiSi

OZET

Amag¢: Bu calismada, klinik Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin tedavide sik
kullanilan antimikrobiyal ajanlara duyarlilik durumunun belirlenmesi, farkli siniflardaki
integronlarin ve stlfonamid direncinden sorumlu sul genlerinin varliginin arastirilmasi
ve izolatlar arasindaki klonal iliski belirlenerek molekller epidemiyolojisinin

incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Kasim 2013-Mart 2015 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi
Saghik Uygulama ve Arastirma Merkezi kliniklerinde yatan hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen S. maltophilia izolatlar1 ¢alismaya dahil edildi. Bakteri
identifikasyonu konvansiyonel yontemler ve Phoenix ID (Becton Dickinson, ABD)
otomatize sistemi kullanilarak gergeklestirildi. izolatlarin trimetoprim-siilfametoksazol
(TMP/SMX) igin minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri Etest (bioMérieux,
Fransa) yontemi ile; seftazidim ve levofloksasin igin MIK degerleri ise sivi
mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Tiim izolatlar integron iligkili integraz genleri
olan intl1, intl2, intl3 ile sull, sul2, sul3 genleri agisindan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile tarand. Izolatlar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesinde pulsed field jel

elektroforezi (PFGE) yontemi kullanildi.

Bulgular: Calisma kapsaminda degerlendirmeye alinan 99 klinik S. maltophilia izolati
baglica yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan hastalardan (%47.5) ve genellikle
solunum yolu (%46.5) ve kan (%28.3) Orneklerinden izole edilmistir. Izolatlarin
TMP/SMX, levofloksasin ve seftazidime duyarlilik oranlari sirasiyla %90.9, %91.9 ve
%353.5 olarak bulunmustur. TMP/SMX’e direngli izolatlarin tamaminda intll ve sull
gen bolgeleri icin PCR sonucu pozitif bulunmustur. Higbir izolatta PCR ile intl2, intl3,
sul2 ve sul3 genine rastlanmamistir. PFGE analizine gore izolatlarin 75’1 sporadik; 24’
klonal olarak iligkili (benzerlik >%90) bulunmustur. Klonal olarak iligkili izolatlar, her

biri 2-7 adet izolat igeren yedi farkli klonda toplanmustir.

Sonug: Nozokomiyal bir patojen olan S. maltophilia’nin basta TMP/SMX olmak iizere
antimikrobiyal ajanlara diren¢ durumunun takibi, diren¢ genlerinin saptanmasi ve

direncin aktariminda Onemli olan mobil genetik elementlerin tanimlanmasi akilci
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antibiyotik  kullanim  politikalarinin ~ olusturulmas:t  agisindan  gereklidir.  S.
maltophilia’nin bulas yollar1 arastirilarak Onleyici stratejilerin gelistirilmesinde ve
almman enfeksiyon kontrol onlemlerinin etkinliginin izlenmesinde izolatlar arasindaki
klonal iliskiyi belirlemeye yonelik molekiiler epidemiyolojik c¢aligmalar blyuk 6nem

tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal duyarlilik, integron, molekiler epidemiyoloji,

Stenotrophomonas maltophilia, sul



ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY AND MOLECULAR EPIDEMIOLOGY
OF CLINICAL STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA ISOLATES

ABSTRACT

Aim: The aims of this study were to determine clinical Stenotrophomonas maltophilia
isolates’ susceptibility against commonly used antimicrobial agents, to investigate the
presence of different classes of integrons and sul genes responsible for sulphonamide
resistance, and to assess the molecular epidemiology of the isolates by determining their

clonal relatedness.

Materials and methods: S. maltophilia isolates from clinical specimens of hospitalized
patients in Erciyes University Health Practice and Research Center clinics between
November 2013-March 2015 were included in the study. Bacterial identification was
performed by using conventional methods and automated Phoenix ID (Becton
Dickinson, USA) system. Minimal inhibitory concentrations (MICs) for trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP/SMX) were determined by Etest (bioMérieux, France),
whereas MICs for ceftazidime and levofloxacin were determined by broth microdilution
method. All isolates were screened by polymerase chain reaction (PCR) for integron
associated integrase genes intll, intl2, intl3, and sull, sul2, sul3 genes. Pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE) was used to determine clonal relatedness of the isolates.

Results: Ninety-nine clinical S. maltophilia isolates in the study were mainly isolated
from patients in intensive care units (47.5%) and generally from respiratory tract
(46.5%) and blood (28.3%) samples. Susceptibility rates for TMP/SMX, levofloxacin,
and ceftazidime were found to be 90.9%, 91.9%, and 53.5% respectively. All of the
TMP/SMX-resistant isolates were positive for intl1 and sull genes by PCR. intl2, intl3,
sul2, and sul3 were not detected in any of the isolates. According to PFGE analysis 75
isolates were found to be sporadic, while 24 of them were clonally related (similarity
coefficient >%90). Clonally-related isolates were clustered in seven different clones

containing 2-7 isolates each.

Conclusion: In order to develop rational antibiotic usage policies for nosocomial
pathogen S. maltophilia, antimicrobial resistance rates, particularly to TMP/SMX
should be monitored, and resistance genes as well as mobile genetic elements

responsible for acquisition of resistance should be characterized. Molecular

Xi



epidemiological studies determining clonal relatedness of isolates are quite important
for developing preventive strategies by investigating transmission routes of S.

maltophilia and for tracing effectiveness of infection control precautions.

Keywords: Antimicrobial susceptibility, integron, molecular epidemiology,
Stenotrophomonas maltophilia, sul
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1. GIRIS VE AMAC

Stenotrophomonas maltophilia, 6zellikle nemli ortamlarda olmak iizere, dogada ve
hastanelerde yaygin olarak bulunan ¢evresel bir mikroorganizmadir (1).
Nozokomiyal enfeksiyonlara yol a¢masi bakimindan diinya genelinde Onemi
giderek artan S. maltophilia, konak savunma mekanizmalarinin bozuldugu yogun
bakim hastalarinda ve immiin yetmezlikli bireylerde ciddi bir firsat¢1 enfeksiyon
etkenidir (2-5). Bu bakteriyle iligkili olarak basta solunum yolu enfeksiyonlari
olmak fiizere; bakteriyemi, endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kemik
ve eklem enfeksiyonlari, menenjit, g6z enfeksiyonlari, kolanjit, peritonit ve iiriner

sistem enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok klinik tablo ortaya ¢ikabilmektedir (3, 6).

Bir¢ok antibiyotige kalitimsal olarak diren¢ gdstermesi ve horizontal gen transferi
veya mutasyonlarla yeni diren¢ mekanizmalar1 kazanabilmesi nedeniyle S.
maltophilia’nin yol agtig1 enfeksiyonlarin tedavisi giigtiir (7). Trimetoprim-
stilfametoksazol (TMP/SMX), tedavide tercih edilen ilk antimikrobiyal ajandir;
ancak diinya genelinde yapilan ¢aligmalarda bu antibiyotige karst degisen oranlarda
direng bildirilmektedir (5, 8). Smif 1 integronlarla tasinan sull geni ve insertion
sequence common region (ISCR) elementleri ile iliskili sul2 geni, S. maltophilia’da
TMP/SMX direnciyle iligkili bulunmustur. TMP/SMX direncinin hareketli genetik
elementler araciligiyla artis gosterme potansiyeli tasimasindan oOtiirii siirveyans

caligmalarinin yapilmasi onerilmektedir (9).

Tedavide problemlere yol agmasi bakimindan basta ¢oklu direngli

mikroorganizmalar olmak Uzere nozokomiyal patojenlerin epidemiyolojik olarak

1



tiplendirilmesi, bu etkenlerin yayilimimin izlenmesine olanak saglar (10). Bu
baglamda, S. maltophilia’ya bagli nozokomiyal enfeksiyonlarin kontrolii agisindan
antibiyotik direng paternlerinin belirlenmesinin yaninda, izolatlarin molekiiler

epidemiyolojik caligmalarla tiplendirilmesi de 6nem tasimaktadir (11).

Bu c¢alismada, Kklinik S. maltophilia izolatlarinin tedavide sik kullanilan
antimikrobiyal ajanlara duyarlilik durumunun belirlenmesi, farkli siniflardaki
integronlarin ve sul genlerinin varliginin arastiritlmasi, pulsed field jel elektroforezi
(PFGE) yontemi ile molekiler epidemiyolojisinin incelenmesi ve gerekli
durumlarda uygun ¢evresel Ornekler alinarak bulas kaynaklarinin arastirilmasi

amaglanmaistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Stenotrophomonas maltophilia
2.1.1. Tarihce ve simflandirma

Stenotrophomonas maltophilia, ilk olarak Ingiltere’de 1943 yilinda J. L. Edwards
tarafindan plevra sivisindan izole edilip Bacterium bookeri olarak adlandirilmis ve
muhtemel bir deri kontaminant:1 olarak bildirilmistir (12). Hugh tarafindan 1958 yilinda
oral karsinomu olan bir hastanin orofaringeal siiriintii 6rneginden izole edilmis ve 1960
yilinda Hugh ve Ryschenkow tarafindan Pseudomonas maltophilia olarak
adlandirilmistir (13). Fenotipik ve genotipik ¢alismalar sonucunda Swings ve ark., tiiriin
Xanthomonas genusuna dahil edilmesini 6nermislerdir (14). Ancak bu goriis yeterince
kabul gormemis ve flajella sayisi, nitrat rediiksiyon 6zellikleri, fimbriasyon ve bitki
patojenite Ozellikleri de dahil olmak iizere birgok farklilik bildirilerek 1993 yilinda
Palleroni ve Bradbury tarafindan tek iiyesi Stenotrophomonas maltophilia olan
Stenotrophomonas genusu ilk defa tanimlanmustir (3, 15). Dort yil sonra yeni bir tiir
olarak Stenotrophomonas africana tanimlanmis olsa da, sonrasinda Coenye ve ark.
tarafindan bu tiirin aslinda S. maltophilia ile ayn1 oldugu gosterilmistir (16). Son
zamanlarda, Stenotrophomonas nitritireducens, Stenotrophomonas acidaminiphila,
Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas koreensis, Stenotrophomonas humi,
Stenotrophomonas terrae, Stenotrophomonas ginsengisoli ve Stenotrophomonas
daejeonensis olmak uzere sekiz ilave gevresel Stenotrophomonas tiirii tanimlanmigtir
(17).



2.1.2. Morfolojik ozellikler

S. maltophilia, 0.7-1.8 pm uzunlugunda, 0.4-0.7 um genisliginde, diiz, tek veya ciftler
halinde goriinen, sporsuz ve polar flajellalar1 sayesinde hareketli bir Gram negatif
basildir (3, 15).

2.1.3. Ureme ve kiltur ozellikleri

S. maltophilia, zorunlu aerob bir mikroorganizmadir. Uremesi i¢in en uygun sicaklik
35°C olup, 5-40°C araliginda iireyebilmektedir (15). izolasyonunda %35 koyun kanl
agar, cikolatams1 agar, MacConkey agar gibi standart bakteriyolojik besiyerleri
kullanilabilir. Koyun kanli agarda diizgiin, parlak, beyaz, soluk sar1 veya lavanta-yesili
renkte ve amonyak benzeri kokusu olan koloniler meydana getirir. Bazen beta hemoliz
ve liremenin yogun oldugu kisimda yesilimsi renk degisikligi goriilebilir. MacConkey
agarda laktozu fermente etmeyen seffaf koloniler olusturur. Bazi suslar saydam

besiyerlerinde kahverengimsi pigmentasyon meydana getirebilir (1, 15).
2.1.4. Biyokimyasal ozellikleri

S. maltophilia, katalaz pozitif bir mikroorganizmadir. Nadiren oksidaz pozitifligi
gortlebilse de cogunlugunun oksidaz negatif oldugu diistiniilmektedir (2, 3, 6). Nispeten
inaktif bir metabolizmaya sahiptir. Identifikasyonunda kullanilan temel biyokimyasal
ozellikler; maltozda daha yogun olmak iizere glukoz ve maltoz oksidasyonu, pozitif
DNaz ve lizin dekarboksilaz aktivitesidir. Ozellikle DNaz aktivitesi sayesinde glukoz
oksidasyonu yapan diger Gram negatif basillerden ayrilir. Ayrica eskiilin hidrolizi
pozitif olup; ornitin dekarboksilaz, iireaz ve indol reaksiyonlar ise negatiftir (3, 15). S.

maltophilia’nin bazi biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.1. S. maltophilia’nin biyokimyasal 6zellikleri (3, 6, 15).

Test Reaksiyon Test Reaksiyon
Oksidaz - DNaz Uretimi +
Katalaz + Ure hidrolizi -
Hareket + Adonitol -
Nitrat rediksiyonu + Arabinoz -
Indol - B-Hidroksibtirat -
Lizin dekarboksilaz + Sellobiyoz d
Ornitin dekarboksilaz - Dulsitol -
Arjinin dihidrolaz - Glukoz +
Metil kirmizisi - Fruktoz d
Voges-Proskauer - Galaktoz d
H.S - Laktoz +
Sitrat d Maltoz +
Fenilalanin deaminaz - Mannitol -
B-Galaktozidaz (ONPG) d Mannoz d
Eskdalin hidrolizi + Ramnoz -
Jelatin likefaksiyonu + Salisin -
Tween 80 hidrolizi + Sorbitol -
Nisasta hidrolizi - Trehaloz -

+, >%85 sus pozitif; d (degisken), %16-84 sus pozitif; -, <%15 sus pozitif, ONPG, o-nitrofenil-p-D-

galaktopiranozid.
2.1.5. Virilans faktorleri ve patogenez

Artan klinik 6nemine ragmen S. maltophilia’nin viriilansi ve patogenezi ile ilgi bilgiler
sinirlidir ve viriilansin genetik ve molekiiler temelleri yeterince iyi tanimlanmamastir
(18, 19). S. maltophilia’nin kabul gormiis bazi virlilans faktorleri Tablo 2.2°de

Ozetlenmistir.

Biyofilm olusumu, patogenezde rol oynayan Onemli molekiler mekanizmalardan
biridir. Biyofilm olusumunun nozokomiyal enfeksiyonlarin %65°1 ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. S. maltophilia, hastane su tesisat sistemleri, endotrakeal tupler,
kateterler, diyaliz ekipmanlari, lavabo ve musluklar gibi hastalarla direkt veya indirekt
temast olan nemli ylizeylerde ve konak dokusunda biyofilm olusturabilmektedir (6).

Biyofilm olusumunun ilk agamalarindan biri bakteri hiicrelerinin yiizeye tutunmasidir.
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S. maltophilia’nin adhezyonunda ayni zamanda bakterinin hareketinden de sorumlu
olan fimbria ve flajellalarinin 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (20-22). Biyofilm
varliginda, antibiyotiklerin bakteriler ile temasa ge¢mesinde giiglik olmasi ve
biyofilmin yapisina katilan bakterilerin sergiledigi farkli metabolik durum sebebiyle

antibiyotiklere duyarlilikta azalma meydana gelmektedir (7).

Bakteriyel adhezyon, ayni zamanda enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde de ilk
basamagi olusturmaktadir (23). S. maltophilia, fimbria ve flajellalar1 araciligiyla
prostetik yiizeylere oldugu gibi canli yiizeylere de tutunabilmektedir (21, 24, 25). S.
maltophilia’nin tiim genom sekans analizinde, adhezyon ve yayilimla iligkili oldugu
bilinen filamentdz hemaglutinin proteinlerini kodlayan gen bolgelerinin varligi da

gosterilmistir (26).

Quorum sensing (QS), hiicre popiilasyon yogunlugundaki dalgalanmalara cevap olarak
gen ekspresyonunda regiilasyona gidilmesidir. Bakteriler, otoindiikleyiciler adi verilen
kimyasal sinyal molekiilleri salgilar ve hiicre yogunlugundaki artisin sonucu olarak bu
molekdller ekstraselliler olarak birikir. Otoindukleyici konsantrasyonu, belirli bir
minimal esik degeri gectiginde gen ekspresyonunda degisiklikler meydana gelir. Bu
mekanizma ile simbiyoz, virllans, kompetans, konjugasyon, antibiyotik Uretimi,
hareket, sporulasyon ve biyofilm olusumu gibi bir¢ok fizyolojik aktivite regiile edilir.
Genel olarak Gram negatif bakteriler otoindiikleyici olarak agillenmis homoserin lakton
yapisindaki molekiilleri kullanirlar (LuxI/LuxR tipi QS) (27, 28). S. maltophilia,
LuxI/LuxR sistemi yerine dagilabilir (diffusible) sinyal faktor (DSF) sistemini kullanir
(6, 26, 29). cis-11-metil-2-dodesenoik asit yapisindaki DSF’nin bakterilerce iiretiminde
ve algilanmasinda rpf gen kiimesi tarafindan kodlanan proteinler gorev almaktadir. DSF
sisteminin S. maltophilia’da viriilans ve antimikrobiyal dirence aracilik eden faktorleri

kontrol ettigi gosterilmistir (30, 31).

Gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkarid (LPS),
antimikrobiyallere ve deterjanlara karsi bir bariyer gorevi goriir ve hiicre biitlinliigiiniin
saglanmasinda 6nemlidir (22). S. maltophilia, lipid A, oligosakkarid c¢ekirdek ve O
antijeninden olusan LPS’ye sahiptir ve en az 31 farkli O antijeni tanimlanmigtir (6, 32).
Bunlar icerisinde en sik O3 antijenine rastlanmaktadir. S. maltophilia’nin O antijeninin

Brucella tlrleri ve Legionella pneumophila ile c¢apraz reaksiyon verebildigi
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gosterilmistir (15). S. maltophilia’nin LPS yapisi, kompleman aracili hiicre 6liimiine
direncten ve kolonizasyondan sorumlu 6nemli bir virilans faktoridir (5, 33). LPS
biyosentezinde gorev alan genlerdeki mutasyonlarin LPS yapisinda degisiklige ve
sonugta bazi antimikrobiyal ajanlara direngte 1limli azalmaya ve hareket, tutunma ve
biyofilm olusumunda degisikliklere yol actigi gosterilmistir (22, 33). Lipid A pargast,
potent bir proinflamatuvar sitokin olan timér nekroz faktérii o (TNF-a) salinimim
uyarmaktadir. S. maltophilia ayrica interlokin-8 (IL-8) salimmimmi da uyararak

polimorfonikleer 16kosit gécline sebep olmaktadir (32).

Klinik S. maltophilia izolatlar1, jelatinaz, DNaz, lipaz, hemolizin ve proteaz gibi
ekstraselliiler enzimler iiretebilmektedir. Ayrica lesitinaz, heparinaz ve hyaluronidaz

aktivitelerine de rastlanabilmektedir (34).

Protein sekresyon sistemleri, effektor proteinlerin hiicre membranindan c¢evreye
salmmmina aracilik eder ve bakteriyel virlilans i¢in Onemli bir faktordiir. S.
maltophilia’da tip I, 11, 1V, V ve VI sekresyon sistemlerine rastlanabilmektedir (26, 35).
Gram negatif bakterilerde yaygin olarak bulundugu bilinen tip II sekresyon sisteminin
S. maltophilia’da proteolitik enzimlerin salinimina, konak hiicre iskeletinde bozulmaya
ve sitotoksik etkilere aracilik ettigi gosterilmistir (18). Bu proteolitik aktivite ve konak
hiicre hasarindan, birer serin proteaz olan StmPrl ve StmPr2 enzimleri esas olarak
sorumlu tutulmustur. S6z konusu enzimlerin ayni zamanda ekstraselliiler matriks

proteinlerinde parcalanmaya ve IL-8 yikimina da yol agtig1 gosterilmistir (19).

Melanin gibi pigmentlerin {iretimi, bakterileri konagin savunma mekanizmalarindan ve
cevresel faktorlerden korumaktadir. Ayrica melanin iiretiminin antibiyotik direnci ile de
iliskili olabilecegi gosterilmistir. Invaziv ve non-invaziv klinik S. maltophilia

izolatlarinin ¢ogunda melanin tiretimi goriilebilmektedir (34, 36).

S. maltophilia, siderofor sentezleyebilen mikroorganizmalardan biridir. Sideroforlar,
bircok biyolojik siire¢ icin esansiyel olan demirin bakteri tarafindan hiicre igine
alinmasina aracilik eder ve mikroorganizmalarin konak viicudunda hayatta kalmasini

saglamasi agisindan ¢cogu patojen i¢in énemli bir virtilans faktoridiir (37, 38).



Tablo 2.2. S. maltophilia’nin kabul edilen baz virtlans faktorleri (35).

Virulans faktora Fonksiyon Tigili genler

Fimbria Adhezyon, kolonizasyon, biyofilm smf-1
olusumu

Proteaz Protein lizisi StmPr

Hemolizin Hemoliz hly

Lipopolisakkarid Konak ortaminda canliligin rmlA, rmIC,
strddrilmesi xanB, spgM

Zonula okludens toksini Bilinmiyor, Vibrio cholerae’nin zonula zot

benzeri protein okludens toksinine benzer

Siderofor Demirin hiicre i¢ine alinmasi entACF

Fosfolipaz C Hiicre membraninin pargalanmast plcN1

Hemaglutinin Adhezyon ve yayilma fha

Sekresyon sistemleri Effektor proteinlerin sekresyonu hlyB/D, gsp,

VirB/D, xps

2.2. S. maltophilia Enfeksiyonlari

S. maltophilia tipik olarak saglikli bireyler i¢in patojenik olmamakla birlikte iyi bilinen
bir firsat¢1 patojendir. Ozellikle debil, bagisiklik sistemi baskilanmis veya yogun bakim
unitelerinde mekanik ventilasyonla takip edilen hastalarda ciddi morbidite ve mortalite

ile iliskili bir nozokomiyal enfeksiyon etkenidir (3).
2.2.1. Epidemiyoloji

S. maltophilia enfeksiyonlarinin insidansi son yillarda artis gostermektedir (3). Genel
popiilasyondaki prevalanst 1997-2003 yillart arasinda %0.8-1.4 iken, 2007-2012 yillar1
arasinda %1.3-1.68’e yilkselmistir (8). Bu durum, kemoterapi ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin kullanim1 ve invaziv tibbi uygulamalardaki artisin sonucu olarak
risk altinda olan hasta popiilasyonundaki artisa baglanabilir (39). Tiim Gram negatif
basiller arasinda S. maltophilia izolasyon orani1 %2.29 ile %2.7 arasinda degismektedir.
Nonfermenter Gram negatif basiller arasinda ise Pseudomonas aeruginosa ve

Acinetobacter baumannii’den sonra iigiincii en sik izole edilen patojendir (8).



S. maltophilia’ya bagli toplum kaynakli enfeksiyonlar goriilebilmekle birlikte biiyiik
cogunlugu nozokomiyaldir ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan hastanelerde &nde gelen
coklu ilaca diren¢li mikroorganizmalar arasinda gosterilmektedir (1, 40). Hem genel
popiilasyonda hem de yogun bakim hastalarinda en sik solunum yolu enfeksiyonlarina
ve ikinci siklikta da kan dolasimi enfeksiyonlarmma yol agmaktadir. Solunum yolu
enfeksiyonlarinin prevalanst 1997-2004 yillar1 arasinda %3.3-3.5 iken, 2009-2012
yillar1 arasinda %4.4’e yiikselmistir (8). Kistik fibrozis (KF) hastalarinda da S.
maltophilia prevalansi, merkezler arasinda farkliik olmakla birlikte artis
gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 1996 yilinda %4 olarak
bildirilen prevalans, 2010 yilinda %14’e ulasmistir. Bazi merkezlerde KF hastalarinin

balgam kulturinde S. maltophilia izole edilme orani %25’e kadar ¢ikabilmektedir (41).
2.2.2. Risk faktorleri ve bulas

S. maltophilia, gevresel bir mikroorganizmadir ve besin maddelerinden fakir nemli
ortamlarda varligmi siirdiirebilmektedir. Suyla iliskili, hastane i¢i ve dist bircok
kaynaktan izole edilmistir (6). S. maltophilia’ya bagli nozokomiyal enfeksiyonlardaki
artis sebebiyle bu bakterinin hastane ortamindaki varligi yakindan incelenmektedir (3).
Aspirasyon tiipleri, mekanik ventilasyon cihazlari, santral vendz kateterler,
nebiilizatorler, endoskoplar, diyaliz ekipmanlari, dezenfektanlar, sabunlar, irrigasyon
soliisyonlari, lavabo ve musluklardan izole edilmistir. Bulas, kaynakla direkt temas
sonucu veya saglik personelinin elleri ile olabilmektedir. Ayrica KF hastalarinda
oOksiiriik sonucu meydana gelen aerosoller de bulagtirma potansiyeli tagimaktadir (6).
Molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda izolatlar arasinda ciddi oranda genomik
cesitlilik saptanmasi, bulasin tek bir kaynaktan ziyade cok sayida g¢evresel kaynaktan
gerceklestigini diistindiirmektedir (42). S. maltophilia normal flora eleman1 olmamakla
birlikte, hastanelerdeki yliksek prevalansi sebebiyle hastalarin derisinde, solunum
yollarinda ve sindirim kanalinda kolonize olabilmekte ve intravendz veya iiriner
kateterizasyon gibi tibbi girisimler ile normalde steril olan vicut bdlgelerine
ulasabilmektedir (1, 43). Cogu beta-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotige
kalitimsal olarak direngli olmasi nedeniyle genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi

S. maltophilia kolonizasyonunu kolaylagtirmaktadir (2).



S. maltophilia, nozokomiyal enfeksiyonlar yaninda toplum kaynakli bakteriyemi, goz
enfeksiyonlari, otit, solunum yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari
ve idrar yolu enfeksiyonlarina da yol acabilmektedir. Bu hastalarda siklikla, kronik
obstruktif akciger hastaligt (KOAH), travma, HIV enfeksiyonu ve immiiniteyi
baskilayan diger faktorler, malignensi, antibiyotik kullanimi, hastanede yatig dykiisii ve
santral vendz kateter varlig1 gibi komorbid durumlar s6z konusudur (6, 44). Lavabo
giderleri, musluklar, icme suyu dagitim sistemleri, kontakt lens soliisyonlari, evde

kullanilan nebiilizatorler hastane dis1 kaynaklar arasinda gosterilmektedir (6).

Genel olarak S. maltophilia enfeksiyonlar1 igin risk faktorleri su sekilde siralanabilir
(45):

1) Malignensi (6zellikle hematolojik)

2) HIV enfeksiyonu

3) Kistik fibrozis

4) Intravendz ilag bagimlilig

5) Travma (cerrahi travma veya kaza)

6) Uzamis hospitalizasyon

7) Yogun bakim iinitesinde yatis ve mekanik ventilasyon
8) Damar ici kateterler ve Uriner kateterler
9) Kaortikosteroid ve immunosupresif tedavi
10) Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
11) Gastrointestinal kolonizasyon ve mukozit
12) Hematopoietik kok hicre nakli

2.2.3. Klinik tablolar
2.2.3.1. Solunum yolu enfeksiyonlari

Yatan hastalarda solunum yollari, S. maltophilia’nin en sik izole edildigi bolge olup
izolatlarin %56-69’unun kaynagint olusturmaktadir (15, 46). Biyofilm olusturma
Ozelligi sayesinde yatan hastalarin solunum yollarinda siklikla kolonize olur ve bdyle
durumlarda enfeksiyon ile kolonizasyonun ayrimini yapmak giigtiir. Kati1 tanisal
kriterlerin kullanildig1 ¢alismalarda S. maltophilia’nin primer pnémoni etkeni olabildigi

gosterilmistir. Ayrica baslangigta kolonize olan hastalarda zamanla enfeksiyon
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gelisebilmektedir (42, 47). S. maltophilia’ya bagli nozokomiyal pndmoniler mekanik
ventilasyon, trakeostomi, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, nebiilizatér gibi
solunum yolu cihazlarinin kullanimi ile iligkili bulunmustur. Ayrica ¢ogu hastada
KOAH, bronsiektazi, kifoskolyoz veya endobronsiyal obstriiksiyon gibi altta yatan
akciger problemleri bulunmaktadir (15, 46). Semptom ve bulgular diger bakteriyel
pnomonilere benzerdir. Genellikle akcigerin alt loblarini tutar ve bazen plevral eflizyon
da eslik edebilir (48). Mortalite oranlari, kanser hastalarinda ve eslik eden bakteriyemi
varliginda daha yiiksek olmak tizere %23 ile %77 arasinda degismektedir. Uygunsuz
ampirik antibiyoterapi, yogun bakim iinitesinde yatis ve septik sok varlig: fatal seyirle
yakindan iligkilidir (5). Ayrica nétropenik ve trombositopenik hastalarda fulminan
hemorajik pnémoni gelisme riski vardir (48). S. maltophilia pnémonisinde atfedilen
mortalite %20 ile %30 arasindadir (5).

Ozellikle uzun siireli antibiyotik tedavisi alanlarda olmak Uizere, KF hastalarinda S.
maltophilia ile kolonizasyon ve kronik enfeksiyon sik goriilmektedir. Kronik S.
maltophilia enfeksiyonu olan KF hastalarinda diger KF hastalarina kiyasla akciger
fonksiyonlarina ait parametrelerde daha fazla bozulma ve alevlenme sikliginda artis
tespit edilmekle birlikte KF hastalarinda S. maltophilia’nin prognostik 6nemi heniiz net
degildir (15, 49, 50).

Ust solunum yollarinda S. maltophilia’nin gergek enfeksiyona neden oldugu durumlar
oldukca nadirdir ve faringeal surlntilerden izole edilmesinin klinik énemi belirsizdir
(15, 46).

2.2.3.2. Kan dolasim enfeksiyonlari

Bakteriyemi, S. maltophilia enfeksiyonlarinin sik goriilen bir seklidir ve sikliginda artis
izlenmektedir. Bakteriyeminin en onemli kaynagi santral vendz kateterlerdir. Ayrica
pulmoner, iiriner veya gastrointestinal kaynaga sekonder olarak da bakteriyemi ortaya
cikabilmekte, ancak giris yerinin saptanmasi her zaman miimkiin olmamaktadir (5, 15,

46).

S. maltophilia bakteriyemilerinin %76’s1 hastane kaynaklidir. Kritik hastalarda, santral

vendz kateterlerle iligkili enfeksiyonlar nozokomiyal bakteriyemilerin en sik sebebidir
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(45). S. maltophilia, infiizat1 kontamine edebilmekte, katetere tutunup kateter yuzeyinde

biyofilm meydana getirebilmektedir (6).

S. maltophilia bakteriyemisinde kaba mortalite %14 ile %69 arasinda degismektedir.
Atfedilen mortalite ise %26.7 olarak bulunmustur ve bu oran diger nozokomiyal kan
dolagimi enfeksiyonlarindaki oranlara benzerdir (42). Uygun antimikrobiyal tedavi ve
enfekte kateterin ¢ikarilmasi iyi prognozla iligkilidir (45). S. maltophilia septisemisi,
dissemine intravaskuler koagulasyon, purpura fulminans ve ektima gangrenozum ile
komplike olabilmektedir (15).

Kan kiiltiiri 6rneklerinin teknige uygun alinmamasi sonucunda S. maltophilia

kontaminasyonu nedeniyle psddobakteriyemiler gorilebilmektedir (46).
2.2.3.3. Endokardit

S. maltophilia endokarditi nadir olarak gortlmektedir. Dogal ve yapay kapaklarda
meydana gelebilir. Gegirilmis kardiyak cerrahi, dental miidahaleler, kalp kapak
defektleri, enfekte intravaskiiler kateterler, intravendz ila¢ bagimlilig1 ve ventrikiiloatrial
santlar risk faktorleri arasinda sayilmaktadir (46, 48). Mortalite ve komplikasyon
goriilme oranlar yiiksektir. Komplikasyonlar1 arasinda septik embolizm, kardiyak apse
ve konjestif kalp yetmezligi bulunmaktadir (51). Baz1 olgularda antimikrobiyal tedavi
tek basina yeterli olurken, bazilarinda enfekte kapagin cerrahi yolla degistirilmesi de

gerekebilmektedir (46).
2.2.3.4. Uriner sistem enfeksiyonlari

Idrar 6rneklerinden S. maltophilia’nin izole edilmesi, kolonizasyonu veya enfeksiyonu
gosterebilmektedir. Predispozan faktorler arasinda f{iriner sistem cerrahisi, yapisal
anomaliler, {iriner kateterizasyon, notropeni, kronik bobrek yetmezligi, diyabet ve AIDS
bulunmaktadir. Cogunlugu nozokomiyaldir. Semptomlar lokalize veya sistemik
olabilmektedir. Kanser hastalarinda S. maltophilia’ya bagli idrar yolu enfeksiyonlari
genellikle komplikedir ve bakteriyemi kaynagi olabilmektedir (46, 48). Ayrica S.

maltophilia ile iliskili tiretrit, peritiretral apse ve epididimit olgulari bildirilmistir (46).
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2.2.3.5. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

S. maltophilia’ya bagli menenjit nadir gériilmektedir. Yenidogan ve bebeklerde spontan
olarak gelisebilirken, erigkinlerde genellikle cerrahi sonrasi ortaya ¢ikmaktadir.
Norocerrahi sonras1 menenjit gelisen, genis spektrumlu antibiyotiklere cevapsiz,
immiinosiiprese ve beyin omurilik sivist (BOS) santi, ventrikiilostomi tiipii, Ommaya
rezervuart gibi yabanci cisimlerin bulundugu olgularda S. maltophilia’dan
stiphelenilmelidir. Cerrahi sonrasi gelisen menenjitler cerrahi ile iliskisiz olanlara gore

daha sessiz baslangicli, uzun seyirli ve iyi prognozludur (46, 48).
2.2.3.6. Oftalmolojik enfeksiyonlar

S. maltophilia’ya bagli géz enfeksiyonlar1 nadir goriilmekle birlikte sikliginda artis
izlenmektedir. S. maltophilia, kontakt lensleri ve bakim soliisyonlarini kontamine
edebilmektedir. Kontakt lens kullanicilarinda ve okiiler girisim veya penetran travma
Oykiisii olan olgularda bu bakteriyle iliskili konjunktivit, keratit, endoftalmit,
dakriyosistit ve preseptal seltlit bildirilmistir (46, 48).

2.2.3.7. Deri ve yamusak doku enfeksiyonlari

S. maltophilia yaralardan ve diger deri lezyonlarindan nispeten sik olarak izole
edilmekte, ancak ger¢ek enfeksiyon ile kolonizasyon ayrimimin yapilmasi
gerekmektedir. Travma veya cerrahi sonrast gelisen yaralar, yanikla iligkili yaralar ve
kronik Ulserler S. maltophilia ile enfekte olabilmektedir. Ayrica deri biitiinliigiiniin
latrojenik olarak bozuldugu trakeostomi, jejunostomi, endovaskiiler, peritoneal veya
suprapubik kateter bolgelerinde de enfeksiyon olusturabilmektedir. No&tropenik
hastalarda 6ncesinde travma Oykiisii olmadan da ciddi selliilit ve miyozit geligsebildigi
bildirilmistir. Ayrica immiinosiiprese hastalarda bakteriyemiye sekonder ektima
gangrenozum veya eritemle cevrili c¢oklu noduiler lezyonlar seklinde izlenebilen

metastatik seliilit tablolar1 goriilebilmektedir (15, 48).
2.2.3.8. Kemik ve eklem enfeksiyonlari

Ortopedik cerrahi veya travma sonrast nadir de olsa S. maltophilia’ya bagli kemik ve
eklem enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir. Bu bakteriyle iliskili septik artrit, osteomyelit

ve septik bursit olgular1 bildirilmistir (15, 48).
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2.2.3.9. Gastrointestinal ve abdominal enfeksiyonlar

S. maltophilia, asit sivisindan ve karin igi apselerden izole edilmistir. Ayrica bu
bakteriyle iliskili olarak kronik peritoneal diyaliz hastalarinda peritonit ve maligniteye
sekonder safra yolu obstriksiyonu olan olgularda kolanjit gorilebilmektedir. S.
maltophilia, digkida ve myelosiipresif kemoterapi alan kanser hastalarmin agiz

boslugunda asemptomatik olarak bulunabilmektedir (15, 48).
2.2.4. Laboratuvar tanisi

S. maltophilia, ¢esitli olumsuz cevre sartlarinda ve klinik ortamlarda mevcut olan
sicaklik derecelerinde hayatta kalabilmektedir. Dolayisiyla klinik orneklerden bu
mikroorganizmanin izolasyonunda, standart 6rnek alma, transport ve saklama teknikleri
yeterlidir (3). Klinik laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan %35 koyun kanli agar,
cikolatams1 agar ve McConkey agar gibi standart besiyerlerinde, normal ortam
havasinda veya %5 CO- varliginda bir gecelik inkiibasyonu takiben iiretilebilmektedir
(15). Siv1 besiyeri bazli kan kiiltiirii sistemlerinde standart bes giinliik inkiibasyon
periyodunda saptanabilmektedir. Dolayisiyla lizis santrifiigasyon gibi 6zel tekniklerin

kullanimina veya inkiibasyon siiresinin uzatilmasina gerek yoktur (3).

Selektif besiyerlerinin kulanim1 klinik ve ¢evresel drneklerden S. maltophilia izolasyon
oranlarini artirmaktadir. Bu amacgla KF hastalarinin balgamindan S. maltophilia
izolasyonunda kullanilmak {izere vankomisin, imipenem ve amfoterisin B igeren VIA
besiyeri gelistirilmistir (3, 52). Benzer sckilde Gram negatif selektif agar (GNSA)
besiyerinde KF hastalariin  balgamindaki Gram negatif mikroflora tespit
edilebilmektedir. Novobiyosin, siklohekzimid, amfoterisin, nisin ve kristal viyole igeren
GNSA’da S. maltophilia’ya ek olarak, KF hastalarinin balgam &rneklerinden izole
edilebilen diger Gram negatif bakteriler de tireyebilmektedir (53). Bu besiyerleri disinda
maltoz, DL-metiyonin, vankomisin, imipenem, amfoterisin B ve brom timol mauvisi
eklenmis, Mueller-Hinton agar iceren SM2i besiyeri S. maltophilia izolasyonunda
selektif ve ayirt edici bir besiyeri olarak kullanilabilmektedir. SM2i agarda S.
maltophilia kolonileri mavi-yesil renkli bir halo ile gevrilmis, diizgiin, yuvarlak, yesil

renkli koloniler seklinde goriinmektedir (54).
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S. maltophilia’nin muhtemel identifikasyonunda koloni morfolojisi ve biyokimyasal
ozelliklerinden yararlanilabilir (2). Burkholderia cepacia ile benzer biyokimyasal profil
gosterebilmekle birlikte negatif oksidaz testi sonucu ¢ogunlukla B. cepacia’yi
diisiindiirmez (1). Kesin identifikasyonunda 23S rRNA genini hedef alan polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) testi ile %100 duyarlilik ve 6zgiilliik saptanmigtir. Bu PCR testi
ile kiyaslandiginda API 20NE (bioMérieux, Fransa) ve VITEK 2 ID-GNB (bioMérieux,
Fransa) kartlarinin giivenilir identifikasyon sagladigi gosterilmistir (3). Ayrica RapID
NF Plus (Remel, ABD), Crystal Enteric/Nonfermenter ID (Becton Dickinson, ABD),
Phoenix ID (Becton Dickinson, ABD) gibi diger ticari sistemlerle de S. maltophilia
tanimlanabilmektedir (2). Gunimdizde, nlkleik asit sekanslama veya kitle
spektrofotemetrisi temelli yontemler fenotipik yontemlere gore daha hizli ve daha dogru
sonug saglamasi sebebiyle nonfermenterlerin identifikasyonunda daha sik kullanilmaya

baslamistir (55).
2.2.5. Tedavi

S. maltophilia, yatan hastalarda kolonize olabildigi i¢in 6zellikle steril olmayan viicut
bolgelerinden izole edildiginde klinik 6nemini belirlemek zor olabilmektedir. Klinik
olarak hastalik tablosu varliginda steril olmayan bélgelerden alinan Orneklerde bu

mikroorganizmanin tekrarlayan izolasyonu siklikla tedavi gerektirmektedir (1, 56).

S. maltophilia’nin bir¢ok antibiyotige direngli olmasi tedavi seceneklerini kisitlamakta
ve tedavide ilk tercih edilen ajan trimetoprim-siilfametoksazol (TMP/SMX) olmaktadir.
Minosiklin, tikarsilin-klavulonat ve kloramfenikol gibi diger bazi ajanlar in vitro
aktivite gosterebilse de bu ajanlarla ilgili yeterli klinik tecriibe bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu ajanlar ancak TMP/SMX’e direngli suslarin varliginda tedavide
distiniilmelidir. Buna ragmen, S. maltophilia hizla direng gelistirebildigi i¢in bu
ajanlarin potansiyel etkinligi de siiphelidir (1). S. maltophilia enfeksiyonlarinda 6nerilen
tedavi secenekleri Tablo 2.3’te gdsterilmistir. Antimikrobiyal tedavinin yaninda, varsa
vaskdler kateterin ya da prostetik materyalin ¢ikarilmasinin tedaviye cevapta onemli

oldugu belirtilmektedir (46).

15



Tablo 2.3. S maltophilia enfeksiyonlari igin 6nerilen tedavi segenekleri (56).

Birinci secenek Trimetoprim-silfametoksazol

Ikinci secenek Moksifloksasin/Levofloksasin
Minosiklin/Tigesiklin
Kolistin (£ Rifampin)

Kombinasyon Trimetoprim-siilfametoksazol + ikinci sira ilaglardan biri
veya seftazidim

Alternatif kombinasyon  Tikarsilin-klavulonat + Aztreonam +
Moksiflokasasin/Levofloksasin

2.2.5.1. Trimetoprim-sulfametoksazol

Bircok mikroorganizma icgin p-aminobenzoik asit (PABA), folik asit sentezinde gorev
alan esansiyel bir metabolittir. PABA’nin, adenozin trifosfat (ATP) bagimli bir
reaksiyon ile pteridin molekiiliiyle birlesmesi sonucu dihidropteroik asit meydana gelir.
PABA’nin yapisal analogu olan siilfametoksazol, dihidropteroat sentaz enzmini inhibe
eder. Trimetoprim (3, 4, 5-trimetoksibenzilprimidin) ise dihidrofolat rediiktaz enziminin
inhibisyonu ile dihidrofolik asidin tetrahidrofolik aside doniisiimiinii engelleyerek etki
gosterir. Folik asit sentezinin bozulmasi ile piirin sentezi ve dolayisiyla da DNA sentezi
inhibe edilmis olur. Trimetoprim ve siilfametoksazol birlikte kullanildiginda bu

metabolik yol tizerinde ardisik inhibisyon saglanarak sinerjizm elde edilir (57, 58).

Yiksek in vitro duyarlilik oranlari sebebiyle TMP/SMX, S. maltophilia
enfeksiyonlarinda tek basina veya kombinasyonda ilk tercih edilen ilag olmaktadir.
Bakteriyostatik etki gosterdigi i¢in tolere edilebilen en yiiksek dozda (>15 mg/kg/giin
trimetoprim, 3-4 doza boliinerek) kullanilmasi  Onerilmektedir (5, 46, 56).
Hipersensitivite ve intolerans, TMP/SMX kullanimin1 kisitlayabilmektedir. Sik goriilen
bir durum olmamakla birlikte tedavi esnasinda TMP/SMX direnci ortaya
cikabilmektedir. (5).

Bazi Avrupa iilkelerinde mevcut olan bir diger trimetoprim-siilfonamid kombinasyonu
trimetoprim-silfametroldir. Bu alternatif kombinasyonun nonfermenterler izerinde in

vitro olarak TMP/SMX’e benzer aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (59).
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2.2.5.2. Beta-laktamlar

Beta-laktam antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezini inhibe eden bakterisidal etkili
ajanlardir. Yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi i¢erdikleri i¢in bu isimle anilirlar.
Penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar ve Dbeta-laktamaz
inhibitorleri bu grupta yer almaktadir (57, 60). Bakteriyel hiicre duvarinin major yapisal
bileseni  peptidoglikan  tabakadir.  Peptidoglikan  sentezi  transpeptidazlar,
transglikozilazlar ve karboksipeptidazlar gibi enzimler tarafindan katalize edilmektedir.
Bu dizenleyici enzimler, beta-laktam antibiyotiklerin hedefi oldugundan penisilin
baglayici proteinler (PBP) olarak da adlandirilirlar. Cogalmakta olan bakterilerde beta-

laktamlarin bu proteinlere baglanmasi ile peptidoglikan sentezi inhibe edilmis olur (60).

Genel olarak beta-laktam antibiyotikler S. maltophilia tizerinde diisiik etkinlige sahiptir.
S. maltophilia’da, tiim karbapenemlere ve ¢ogu penisilin ve sefalosporine yiksek diizey
dogal direng sO6z konusudur. Klavulonat gibi bir beta-laktamaz inhibitort ile
kombinasyon, bu antimikrobiyal ajanlarin S. maltophilia {izerine olan etkinligini
artirmaktadir (5). Seftazidim ve tikarsilin-klavulonat, beta-laktam antibiyotikler
icerisinde S. maltophilia’ya en etkili ajanlar olarak bilinmekteyken gec¢tigimiz on yil
icerisinde diren¢ oranlarinda artis kaydedilmistir (8). European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan S. maltophilia, seftazidime
dogal olarak direncli kabul edilmektedir (61).

2.2.5.3. Florokinolonlar

Florokinolonlar, DNA replikasyonunda, rekombinasyonunda ve onariminda gorev alan
DNA topoizomeraz 1l (giraz) ve DNA topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek
mikrobiyal DNA sentezini dnlerler (57, 60).

Yeni florokinolonlar, seftazidim ve tikarsilin-klavulonata gore S. maltophilia Gzerinde
daha giiglii bir etkinlige sahip olmalar1 nedeniyle makul alternatifler haline gelmislerdir.
Florokinolonlar, S. maltophilia’ya bagli enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Ancak asir1 kullanilmalari, S. maltophilia’yr da igeren bir¢ok
patojenik bakteride diren¢ oranlarinda artisa sebep olmustur (8). S. maltophilia
enfeksiyonlarin tedavisinde moksifloksasin veya levofloksasin gibi biyofilm iizerine

etkili ajanlarin kullanim1 yararli bulunmustur ancak hizli direng gelisimi nedeniyle bu
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ajanlarin tek basina kullanilmasi 6nerilmemektedir (56). Siprofloksasin ise bu bakteri

tizerinde zayif etkinlige sahiptir (8).
2.2.5.4. Tetrasiklinler ve glisilsiklinler

Tetrasiklinler mikrobiyal ribozomlarin 30S alt birimine baglanarak protein sentezini
inhibe eden bakteriyostatik antibiyotiklerdir. Tetrasiklin, doksisiklin ve minosiklin bu
grupta yer alan ajanlardir. Glisilsiklinler ise tetrasiklinlerin yar1 sentetik analoglaridir.
Etki mekanizmalar1 benzer olmakla birlikte tetrasiklinlerden farkli olarak bakterisidal
etki gosterirler. Bu grubun ilk temsilcisi olan tigesiklin, minosiklin tiirevi bir ajandir

(57, 60).

Minosiklin ve doksisiklin klinik S. maltophilia izolatlar1 iizerinde in vitro olarak iyi
etkinlik gostermektedir. Ancak bu ajanlarla S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde
klinik tecriibe azdir. Genis spektrumlu yeni bir antibiyotik olan tigesiklin, tetrasiklin
direncine yol agan mekanizmalardan daha az etkilenmekte ve TMP/SMX’e direncli
izolatlar da dahil olmak Uzere S. maltophilia (zerinde in vitro olarak aktivite
gostermektedir. Bu sebeplerden otiirii tigesiklin, klinik tecriibe azligina ragmen
alternatif bir tedavi secenedi olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle nozokomiyal
olanlarda olmak {izere ciddi enfeksiyonlarda kombine olarak kullaniimasi

onerilmektedir (5, 8).
2.2.5.5. Polimiksinler

Polimiksinler, Gram negatiflerin dis membraninda bulunan LPS’ler ve fosfolipidler ile
etkilesime girerek hiicre permeabilitesinde artisa ve sonugta hiicre 6liimiine yol acan

siklik polipeptidlerdir (60).

Polimiksinler, ¢oklu dirence sahip Gram negatif basillerin yol ac¢tifi enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. S. maltophilia’nin kolistin ve polimiksin B’ye %70’in
tizerinde duyarli oldugu bildirilmektedir. Ancak bu antibiyotiklerin duyarlilik testlerinde
sorunlar yasanmakta ve in vitro olarak elde edilen verilerin klinik énemi kesin olarak
bilinmemektedir (5). Yapilan in vitro ¢alismalarda, kolistin ile rifampin, TMP/SMX ve

doksisiklin arasinda sinerji gosterilmistir (8).
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2.2.5.6. Kloramfenikol

Kloramfenikol, ribozomun 50S alt birimine baglanir ve peptidil transferaz enzimini
inhibe ederek yeni amino asitlerin olgunlasmamis peptid zincirine baglanmasini

engeller. Esas olarak bakteriyostatik etkili bir antibiyotiktir (57).

Kloramfenikol, in vitro olarak iyi aktivite gosterse de tedavide kullanimi minimal
diizeydedir. Diren¢ olmadigina dair laboratuvar konfirmasyonu saglandigi durumlarda

kurtarma tedavisi olarak diisiiniilebilir ancak myelotoksik yan etkisi unutulmamalidir (5,

43).
2.2.6. Korunma

S.  maltophilia enfeksiyonlarinin ~ Onlenebilmesi i¢in; uygunsuz antibiyotik
kullanimindan ve yabanci cisimlerin uzun siireli implantasyonundan kaginilmasi, uygun
steril tekniklerin uygulanmasi1 ve enfeksiyon kontrol rehberlerine uyulmasi, tibbi
malzemelerin  dekontaminasyonunda ve sterilizasyonunda etkin protokollerin
uygulanmasi, nozokomiyal etkenler acisindan potansiyel risk tasiyan kaynaklardan (su
sistemi, icilebilir su, el ve agiz yikama sulari, tibbi aletler gibi) slirveyans icin diizenli
ornek alinmas1 gerekmektedir (1, 46). Ayrica notropenik hastalarin, bu bakteri agisindan
daha giivenli olan karbonatli sulart igmeleri Onerilmektedir. Nozokomiyal
kolonizasyon/enfeksiyon epidemisi durumunda el hijyeni uygulamalarmin ve gerekli

durumlarda eldiven kullaniminin 6nemi vurgulanmalidir (46).
2.3. S. maltophilia’min Antibiyotiklere Direnci

S. maltophilia’da antibiyotiklere direng, diisiik membran permeabilitesi, efluks
pompalari, antibiyotikleri inaktive eden enzimler ve kinolon direng geni Smqnr gibi tim
S. maltophilia suslarinda yaygin olan dogal direng faktorleri ile iliskili olabilmekte veya
mutasyonlar ile ya da diren¢ genlerinin integron, transpozon ve plazmidler vasitasiyla
horizontal transferi ile kazanilabilmektedir. S. maltophilia, beta-laktamlar, kinolonlar,
tetrasiklin ve aminoglikozidleri igeren yapisal olarak iliskisiz birgok antibiyotige yiiksek
diizey dogal direng gostermektedir (5, 7).
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2.3.1. Enzimatik mekanizmalar

S. maltophilia’da L1 ve L2 olmak Uzere iki adet kromozomal, indlklenebilir beta-
laktamaz enzimi bulunmaktadir (8). Bu kromozomal beta-laktamazlar sayesinde S.
maltophilia bircok beta-laktam antibiyotige kalitimsal olarak direnglidir (62). LI
enzimi, Ambler simf B’de yer alan, Zn®* bagimli bir metallo-beta-laktamazdir. L2 ise
Ambler smif A’da yer alan, klavulonata duyarli bir serin beta-laktamazdir (5, 8). L1
enzimi monobaktamlar hari¢ tim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eder. L2 ise
monobaktamlar1 ve sefalosporinleri hidrolize eden genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) enzimidir (5, 43). L1 ve L2 beta-laktamazlarin ekspresyonu, beta-laktamlarin
varliginda indiiklenen AmpR tarafindan transkripsiyon diizeyinde regiile edilmektedir.
AmpR, indiikleyici yoklugunda L2 ekspresyonunu zayif olarak baskilarken, indiikleyici
varhiginda aktivator etki gostermektedir. L1’in hem bazal hem de indiklenmis
ekspresyonu igin AmpR gereklidir. PBP1a’y1 kodlayan mrcA ve sitoplazmik N-asetil-
muramil-L-alanin amidaz1 kodlayan ampD, genlerinin inaktivasyonu L1 ve L2 beta-
laktamazlarin agir1 tiretimine neden olmaktadir. Ayrica permeaz sisteminde rol oynayan
ampN-ampG operonu da L1 ve L2 beta-laktamazlarin ekspresyonu i¢in esansiyeldir (7,
8, 62). L1 ve L2 beta-laktamazlara ek olarak, klinik izolatlarda TEM-2 penisilinaz (Tn1-
benzeri transpozon Uzerinde) ve CTX-M-1 beta-laktamaz enzimleri bulunabilmektedir

).

Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin varligi, S. maltophilia’da aminoglikozid
direncine yol acan mekanizmalardan biridir. Kromozomal genler tarafindan kodlanan
aminoglikozid asetiltransferaz AAC(6')-1z ve aminoglikozid fosfotransferaz APH(3')-
IIc enzimleri amikasin, tobramisin, netilmisin, kanamisin ve neomisine azalmis

duyarhlikla iliskili bulunmustur (5, 7).
2.3.2. Efluks pompalar

Efluks (disa atim) pompalari, toksik maddelerin ve antibiyotiklerin bakteri hiicresinden
dis ortama atilmasini saglayan ve bdylece hiicre igerisinde yeterli konsantrasyona
ulagsmasini engelleyen tasiyici proteinlerdir (58, 63). S. maltophilia’da efluks pompalari,
diisiik dis membran gecirgenligi ile birlikte dogal antibiyotik direncinin major

belirleyicisidir (5). Bu pompalar ayrica kazanilmis direngte de rol oynamaktadir (7). S.
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maltophilia’da tanimlanan efluks pompalar1 ve iligkili antibiyotik direng fenotipleri

Tablo 2.4’te gosterilmistir.

Tablo 2.4. S. maltophilia’da dogal ve kazanilmis direngte rol oynayan efluks pompalari

(8).

Efluks Tliskili antibiyotik direnci

pompalari

RND ailesi

SmeABC Kinolonlar, beta-laktamlar, aminoglikozidler

SmeDEF Kinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler, kloramfenikol, novobiyosin,

trimetoprim-siilfametoksazol

SmelJK Siprofloksasin, levofloksasin, tetrasiklin, minosiklin

SmeOP- Trimetoprim-sulfametoksazol, aminoglikozidler, makrolidler,
TolCsm doksisiklin, kloramfenikol, nalidiksik asit

SmeVWX Kinolonlar, kloramfenikol, tetrasiklinler

SmeYZ Trimetoprim-silfametoksazol, aminoglikozidler

ABC ailesi

SmrA Florokinolonlar, tetrasiklin

MacABCsm Aminoglikozidler, makrolidler, polimiksinler

MFS ailesi

EmrCABsm Nalidiksik asit, eritromisin

RND, Resistance-nodulation-cell-division; ABC, ATP binding cassette; MFS, Major facilitator

superfamily.
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2.3.3. Hedef bolge modifikasyonlari

Gram negatif basillerde stlfonamid direnci genellikle, sull, sul2 ve sul3 olarak
adlandirilan genlerin edinilmesi ile ortaya cikar. Bu genler, siilfonamidlerce inhibe
edilemeyen dihidropteroat sentaz formlarin1 kodlamaktadir (64). Sinif 1 integronlar ile
tasinan sull geni ve insertion sequence common region (ISCR) elementleri ile iligkili
sul2 geni, S. maltophilia’daki TMP/SMX direncinden sorumlu tutulmaktadir. Ayrica
simif 1 integronlarda yer alan ve trimetoprime direncgli dihidrofolat rediiktaz enzimini
kodlayan dfrA geninin de S. maltophilia’da yuksek diuzey TMP/SMX direncine yol
actigr bildirilmistir (8). Integronlar, gen kasetlerinin eklenmesi, ¢ikarilmasi ve
ekspresyonu ile bakterilerin degisen ¢evre kosullarina adaptasyonunu saglayan genetik
elementlerdir (65, 66). Kendi baglarina hareket etme kabiliyetleri yoktur ancak
transpozonlar ve plazmidler araciligiyla bakteri hiicreleri arasinda hareket edebilirler
(6). Gen kasetlerinin eklenmesi ve c¢ikarilmasi, integronun 5'-korunmus bdlgesinde
bulunan intl geni tarafindan kodlanan integraz enzimi ile katalizlenir. Bu korunmus
segmentte ayrica rekombinasyon bolgesi olan attl ve ekspresyon icin gerekli olan
promoter bulunur (6, 65). Integraz yapisma goére farkli siiflarda integronlar
tanimlanmistir ve ¢oklu direncin yayilimindaki rolleri nedeniyle smif 1, 2 ve 3’te yer
alan integronlar tibbi agidan en 6nemli olanlardir (66). Smif 1 integronlarin 3'-korunmus
ucunda, sull geni ve kuartener amonyum bilesiklerini igeren antiseptiklere direngten

sorumlu olan gacEA1 geni bulunmaktadir (6).

Kinolonlarin hedefi olan topoizomerazlardaki mutasyonlar, tim bakterilerde temel
kinolon diren¢ mekanizmasini olusturmaktadir. Ancak S. maltophilia’da tanimlanmig
bir topoizomeraz mutasyonu bulunmamaktadir. Bu bakterideki kinolon direnci, esas
olarak disa atim pompalar1 ve kinolon diren¢ proteini olan SmQnr ile saglanmaktadir
(7). Smqgnr geni tarafindan kodlanan bu protein, hem dogal hem de kazanilmig direngte
rol oynamaktadir. Etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte topoizomerazlar

baglayarak onlar1 kinolanlarin etkisinden korudugu diistiniilmektedir (7, 8).
2.3.4. D1s membran degisiklikleri

Diger tiim Gram negatif bakteriler gibi S. maltophilia da diisiik membran gegirgenligine

sahiptir. Etkin bir bariyer olan dis membranda meydana gelen permeabilite degisikligi
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ya da LPS yapisindaki degisiklikler, S. maltophilia’nin antibiyotik duyarliliginin
degismesine sebep olmaktadir (7). Dis membran proteinlerindeki mutasyonlar,
aminoglikozid ve kinolon direnci ile iliskili bulunmustur (3). S. maltophilia, farkli
sicaklik derecelerinde LPS yapisindaki fosfat igeriginde degisiklikler yapabilir ve
30°C’de 37°C’ye gore aminoglikozidlere ve polimiksin B’ye daha yiiksek direncg
gosterir (5). Fosfoglukomutaz ve fosfomannomutaz aktivitelerine sahip bir enzim olan
ve LPS sentezinde rol oynayan SpgM’nin asir1 ekspresyonu, seftazidim, piperasilin-
tazobaktam ve tikarsilin-klavulonat direnci ile iliskili bulunmustur (6, 36). Ayrica spgM
mutant suslarda polimiksin B, kolistin, nalidiksik asit ve gentamisine duyarlilikta artis

gbzlenmistir (33).
2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) rehberinde disk diflizyon yontemi ile
TMP/SMX, levofloksasin ve minosiklin i¢in duyarlilik degerlendirme kriterleri
bulunmaktadir. Ancak sivi mikrodiliisyon, Etest veya agar diliisyon Oncelikli olarak
tercih edilmesi Onerilen duyarlilik test yontemleridir (3). CLSI rehberinde bu g
antibiyotige ilave olarak seftazidim, tikarsilin-klavulonat ve kloramfenikol igin de
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) smir degerleri mevcuttur (67). EUCAST
dokiimanlarinda sadece TMP/SMX i¢in siir degerler tanimlanmistir ve bu ajanin
bakteriyostatik Ozelliginden dolayr disk difiizyon veya gradient diflizyon yontemi
kullanildiginda, inhibisyon sinir1 degerlendirilirken, kenarlardaki hafif iireme goz ardi
edilerek, %80 inhibisyonun dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica diger
ajanlarla elde edilen duyarlilik sonuglarmin klinik yansimasini destekleyecek yeterli

veri bulunmadigi belirtilmektedir (56, 68).

Antibiyotik duyarlilik testleri ¢alisilirken ve sonuglarin rapor edilmesi esnasinda S.
maltophilia’nin dogal direng paterni dikkate alinmalidir (56). Dogal direng bakimindan
CLSI ve EUCAST rehberleri arasinda kismen farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. S. maltophilia’da dogal antibiyotik direnci (56).

Antibiyotik CLSI EUCAST

Amoksisilin-klavulonat R R

Tikarsilin-klavulonat -
Piperasilin-tazobaktam R
Seftriakson R
Seftazidim -
Sefepim -
Aztreonam

Ertapenem

Imipenem

A XU XUV XV XUV XUV O O

Siprofloksasin

o)

R
R
R
Meropenem R
b
Aminoglikozidler R

R

Py

Trimetoprim
Trimetoprim-sulfametoksazol - -
Fosfomisin R R
Minosiklin/Tigesiklin - -
Kolistin - -

Kloramfenikol - -

-, dogal direng yok; b, belirtilmemis; R, direngli.
2.5. Molekiler Epidemiyolojik Yontemler

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin gelistirilmesiyle enfeksiyon hastaliklarinin
epidemiyolojisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu yontemler ile izolata 6zgii
molekiiler parmak izleri elde edilerek epidemiyolojik yakinlik degerlendirilmektedir
(69, 70). Molekiiler epidemiyolojik calismalar ile elde edilen veriler, hastanelerde ve
toplumda enfeksiyonun yayilimini anlamak ve kontrol altina almak bakimindan oldukga
degerlidir. Saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonlarin 6nlenebilmesi i¢in molekiiler

epidemiyolojik calismalar sadece salgin zamanlarinda degil, siirekli olarak yapilmalidir.
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Ozellikle direngli mikroorganizmalar hizla tespit edilmeli ve direngte rol oynayan

molekiiler mekanizmalar ortaya ¢ikarilmalidir (69, 71).
Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri baslica su amaglar igin kullanilmaktadir (69):

1) Salgin aragtirmalarinda salginlarin kaynagi ve yayilma yollart hakkindaki
hipotezlerin test edilmesi,

2) Hastalarin epidemiyolojik olarak birbirleri ile olan iligkilerinin belirlenmesi,

3) Reaktivasyonun yeni bulastan ayirt edilmesi,

4) Hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin belirlenmesi,

5) Laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmasi,

6) Antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef alinarak yapilan tipleme ile
direngli suslarin tanimi ve yayginliklarinin belirlenmesi,

7) Enfekte popiilasyondaki epidemi klonlarinin sirkiilasyonu ve zaman igindeki
prevalansini izleyerek, epidemiyolojik siirveyans ve enfeksiyon kontrol

yontemlerinin degerlendirilmesi.

S. maltophilia enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin  arastirilmasinda pek ¢ok
tiplendirme yontemi kullanilmistir. GUnimizde, O antijenine dayali serotiplendirme,
LPS tiplendirmesi, biyotiplendirme ve antibiyogramlarin kiyaslanmasina dayali
tiplendirme gibi fenotipik yontemlerin yerine, ayrim giicii ve tekrar edilebilirligi daha

yuksek olan molekuler yontemler tercih edilmektedir (3, 15).

Pulsed field jel elektroforezi (PFGE), yiiksek ayrim giicii ve iyi tekrar edilebilirligi
sayesinde bakteriler i¢in halen altin standart molekiiler tiplendirme yontemidir. Yontem
kisaca, bakteriyel genomun restriksiyon enzimi ile kesim profilinin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. PFGE icin bozulmamis DNA gerekli oldugundan, DNA’da rastgele
kirilmalara yol agabilen standart DNA izolasyon yontemlerinin kullanilmasi uygun
degildir. Bu amagla bakteri hiicreleri, diisiik sicaklikta eriyen agaroza karistirilip kiigiik
kaliplar icine dokiilmektedir. Agaroz kalip, bakteri hiicreleri kimyasal olarak
parcalanirken DNA’y1 kirilmalara karsi korur. Agaroz igindeki bakteriyel DNA,
nispeten az sayida ve biiylik parcalar olusturan bir restriksiyon enzimi ile kesime
(makrorestriksiyon) ugratilmaktadir. Daha sonra iginde kesilmis DNA pargalar1 bulunan

kaliplar, elektroforez uygulanacak jel igindeki cukurlara yerlestirilmekte ve belirli
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araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi tutulmaktadir. Elektroforez sonunda
jel, etidyum bromdirle boyanarak her bir izolata ait bant profili gorindr hale
getirilmektedir (70-72).

Duyarlilig: etkilemesi bakimindan PFGE yonteminde kromozomal DNA’nin kesilmesi
icin secilecek enzim 6nemlidir. Mikroorganizmalarin DNA igerigindeki guanin ve
sitozin miktar1 degismekte ve buna bagl olarak kullanilacak optimal restriksiyon enzimi
de farklilik gostermektedir. S. maltophilia izolatlarinin tiplendirilmesinde siklikla Spel
ve Xbal enzimleri kullanilmaktadir (3, 70, 73).

PFGE profillerinin analizinde, siklikla Tenover ve ark. tarafindan oOnerilen Kriterlere
bagvurulmaktadir. Bu Kriterlere gore yedi veya daha fazla sayida bant farkliligi izlenen
izolatlar birbiriyle iliskisiz olarak kabul edilir (73, 74). Molekuler epidemiyolojik
caligmalarda incelenen izolat sayisi arttikca bant profillerinin degerlendirilmesi i¢in
bilgisayar analizlerine ihtiyag duyulmaktadir (71). Bilgisayar destekli degerlendirmede,
%1-1.5 bant pozisyon toleransi ile >%80 veya >%90 benzerlik gosteren S. maltophilia

izolatlarin1 genetik olarak iliskili kabul eden yaklasimlar mevcuttur (73).

Yiiksek ayrim giiciine ragmen 6zel ekipman ve tecrubeli personel gereksinimi, yiksek
maliyeti ve zaman alic1 bir yontem olmast PFGE’nin dezavantajlaridir. Bu sebeple S.
maltophilia’nin  genotiplendirilmesinde, repetitive-sequence PCR (rep-PCR) ve
randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) gibi ayrim giicii daha diisitk ama hizli

sonug veren PCR temelli yontemlere de basvurulmaktadir (3, 73).

Arbitrarily primed PCR (AP-PCR) olarak da adlandirilan RAPD yo6nteminde, bilinen
ozgiil bir DNA bolgesini ¢ogaltmak yerine, gelisigiizel segilen bir veya daha fazla
primerle DNA’daki bircok bolgenin ¢ogaltilmasi amaglanmaktadir. Ayni tiir igindeki
farkli suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayis1 ve birbirine uzakligr degisik
olacagindan, agaroz jelde elektroforez sonucunda, farkli sayr ve uzunlukta bantlar
olugsmaktadir (75).

rep-PCR yonteminde, S. maltophilia da dahil olmak Uzere birgok bakteri tiriinde
bulunan ve genom boyunca tekrarlayan DNA sekanslar1 hedef alimir (73). Bu
tekrarlayan sekanslarin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda, suslar arasinda degisen say1 ve

boyutlarda bantlar olugsmaktadir. Bir¢ok tekrarlayan element tanimlanmasina karsin en
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¢ok kullanilanlari, repetitive extragenic palindromic (REP) elementler, enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC) dizileri ve BOX elementleridir (70). REP-PCR,
ERIC-PCR ve BOX-PCR yo6ntemlerinin ¢t de S. maltophilia’nin tiplendirilmesinde

yararli bulunmustur (73).

Bu yontemlere ilave olarak, S. maltophilia igin uygulanabilir multilocus sequence
typing (MLST) protokolii de mevcuttur (73). DNA dizi analizi temelli bir yontem olan
MLST de, 5-10 adet kromozomal lokustaki varyasyon degerlendirilmekte ve bu sekilde
ayni tiire ait izolatlar, genetik yakinlik agisindan kiyaslanabilmektedir. Tiplendirme
yetenegi ve tekrar edilebilirligi yiiksek olmasina karsin, pahali ve zahmetli bir
yontemdir. (70, 76). Daha c¢ok filogenetik ve uzun vadeli kiresel epidemiyolojik

calismalar i¢in tercih edilmektedir (70, 73).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakterilerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Kasim 2013 ile Mart 2015 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi kliniklerinde yatan hastalardan enfeksiyon siiphesi ile
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli
klinik 6rnekler kiiltiir icin %5 koyun kanli agar (BBL™, Becton Dickinson, ABD) ve
EMB (Oxoid, Ingiltere) agara ekildi. Kan kulttir(i 6rnekleri, BacTAlert 3D (bioMérieux,
Fransa) otomatize kan kdltir( sisteminde inkube edildikten sonra pozitif sinyal
saptanan siselerin pasaji %5 koyun kanli agar ve EMB agara yapildi. Cevresel drnekler,
triptik soy sivi besiyeri (Oxoid, Ingiltere) icerisinde 37°C’de 48 saat inkiibe edildi ve
sonrasinda %5 koyun kanl1 agar ve EMB agara pasajlar1 yapildi.

Koyun kanli agar ve EMB agar plaklarmm 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyonunu
takiben saptanan koloniler, Gram boyanma 6zellikleri, koloni morfolojisi, oksidaz ve
katalaz reaksiyonuna gore incelendi. Saf kultur halinde elde edilen mikroorganizmalar,
konvansiyonel yontemlere ilaveten Phoenix ID (Becton Dickinson, ABD) otomatize
identifikasyon sistemi ile tiir diizeyinde tanimlandi. Her hastanin tek bir S. maltophilia
izolat1 c¢alismaya alindi. Izolasyon sonrasi bakteriler, tekrar calisilincaya kadar

Microbank™ (Pro-Lab Diagnostics, ABD) icinde -80°C’de muhafaza edildi.
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3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

S. maltophilia izolatlarinin seftazidim ve levofloksasine duyarliliginin belirlenmesinde
sivi mikrodiliisyon yontemi; TMP/SMX’e duyarliligmmin belirlenmesinde ise Etest

(gradient diflizyon) yontemi kullanildi.
3.2.1. Sivi mikrodiliisyon yontemi

Sivi mikrodiliisyon yontemi CLSI 6nerileri dogrultusunda katyon ayarli Mueller-Hinton
stvi besiyeri (MHSB) iginde antibiyotiklerin iki kat konsantrasyonlari1 hazirlanarak
yapildi. Son inokilum konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak sekilde bakteri
suispansiyonu inokiile edildi. 35°C’de 20 saat inkiibasyon sonrasi gozle goriiliir iiremenin

durdugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlendi.
3.2.1.1. MHSB’nin hazirlanmasi

1) Ticari toz besiyerinden {iretici firmanimn (Oxoid, Ingiltere) talimatlari
dogrultusunda hazirlandi.

2) Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
3.2.1.2. Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasi
1) Kaullanilan antibiyotik tozlar1 ve potensleri Tablo 3.21’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan antibiyotik tozlart ve potensleri.

Antibiyotikler Potens (ug/mg)
Levofloksasin (Aventis Pasteur, Almanya) 1000
Seftazidim (European Pharmacopoeia Reference Standard, 1000

Fransa)

2) Antibiyotiklerin stok soliisyonlar1 asagidaki formiile gore hazirland1 (77):

Agirhik (mg) = Voliim (mL) x Konsantrasyon (ug/mL)
Antibiyotik potensi (ug/mg)

3) Antibakteriyel maddenin stok soliisyonunun hazirlanmasinda ve diliisyonunda

kullanilan ¢6ziicii ve sulandiricilar Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2. Antibiyotik tozlarinin ¢ézicl ve sulandiricilar (67).

Antibiyotikler Cozucu Sulandirici

Levofloksasin  1/2 volim suya ¢6zilene kadar damla  Steril saf su
damla 0.1 mol/L NaOH ilave edilir
Seftazidim Sodyum karbonat Steril saf su

4) Antibiyotiklerin 0.06 pg/mL’den 128 pg/mL’ye kadar 12 ayri konsantrasyonu

hazirlandi.
3.2.1.3. Bakteri inokUlumu

1) Inokiilum, 24 saatlik koyun kanli agar kiiltiirinden, MHSB icerisinde 0.5
McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde, dogrudan koloni stispansiyonu

yontemi kullanilarak hazirlandi.

2) Bu siispansiyon, MHSB ile 1/100 oraninda diliie edilerek, 10° CFU/mL

konsantrasyonu elde edildi.

3.2.1.4. Testin yapihis1

1) Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklari kullanilda.
2) Her bir kuyucuga 50 ul MHSB konuldu.

3) Ilk kuyucuklara antibiyotik stok soliisyonundan 50 pl konularak son kuyucuga
kadar diltsyonlar1 yapildi.

4) Hazirlanan bakteri siispansiyonundan her bir kuyucuga 50 pl inokiile edildi.
Boylece kuyucuklardaki son inokiillum konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olarak

belirlendi.

5) Her bir izolat icin, antibiyotik icermeyen kuyucuklarda inokilum kontroll ve her

plakta iki kuyucukta besiyerinin sterilite kontrolii yapild1 (Sekil 3.1).
6) P. aeruginosa ATCC® 27853 susu kalite kontrol amagl kullanildi.

7) Plaklar 35°C’de 20 saat inkiibe edildi.
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3.2.1.5. Degerlendirme ve yorum

Uremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyon, o antibiyotik i¢in MIK olarak
kaydedildi. S. maltophilia i¢in CLSI kilavuzunda yer alan levofloksasin ve seftazidim
sinir degerleri Tablo 3.3’te ve standart kontrol susu igin bildirilen MIK degerleri Tablo
3.4’te gosterilmistir.

Sekil 3.1. S1vi1 mikrodiliisyon testi.

3.2.2. Etest (gradient diftizyon) yontemi

Uretici firmanin (bioMérieux, Fransa) onerileri dogrultusunda katyon ayarli Mueller-

Hinton agar (MHA) besiyerinde ¢alisildi.
3.2.2.1. MHA’min hazirlanmasi

1) Ticari toz besiyerinden iretici firmanin (Merck, Almanya) talimatlari
dogrultusunda hazirlandi.

2) Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3) 55°C’ye kadar soguduktan sonra steril petri kaplarma 4 mm kalinlikta olacak
sekilde dokiiliip katilasmaya birakildi.
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3.2.2.2. Bakteri inokUlumu

Inokiilum, 24 saatlik koyun kanli agar kiiltiiriinden, salin icerisinde 0.5 McFarland

standart bulaniklikta olacak sekilde, dogrudan koloni siispansiyonu yontemi ile

hazirlandi.

3.2.2.3. Testin yapilisi

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Steril cam tiip i¢inde hazirlanan bakteri siispansiyonuna steril pamuklu ekiivyon
batirildi ve tiip kenarina bastirilarak pamugun fazla siviy1 birakmasi saglandi.
Ekiivyonla alinan inokiilum, tiim agar ylizeyine yaklasik 60 derecelik acgilarla
plak cevrilerek yayildi.

Stripler yerlestirilmeden 6nce sivinin absorbe olmasi igin 3-5 dakika beklendi.
Kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi beklenen Etest stripleri paketinden
cikarilip, aplikatdér yardimiyla besiyeri iizerine yerlestirildi. Striplerin
yerlestirilmesi islemi, inokiilum MHA {izerine yayildiktan sonra en ge¢ 15
dakika i¢inde tamamlandi.

E. coli ATCC® 25922 susu kalite kontrol amagl kullanildi.

Petriler 35°C’de 20 saat inkiibe edildi.

3.2.2.4. Degerlendirme ve yorum

Plaklar, koyu renk bir zemin iizerinde, aydinlik ortamda degerlendirildi. Zay1f iireme g6z

ard1 edilerek, inhibisyon zonunun Etest seridine temas ettigi konsantrasyon MIK olarak

belirlendi. S. maltophilia i¢in CLSI kilavuzunda yer alan TMP/SMX simir degerleri

Tablo

3.3’te ve standart kontrol susu igin bildirilen MIK degeri Tablo 3.4’te

gosterilmistir.
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Tablo 3.3. Caligmada kullanilan antibiyotiklerin S. maltophilia icin MiK simir degerleri

Sekil 3.2. Etest yontemi.

(67).
MIK sinir degerleri (ug/mL)
Antibiyotik Adi Duyarh Orta Derecede Direncli
Duyarh
TMP/SMX <2/38 >4/76
Levofloksasin <2 >8
Seftazidim <8 >32

Tablo 3.4. Calismada kullanilan antibiyotiklerin standart kontrol suslari icin MIK

araliklar (67).
Antibiyotik Ad1 | Standart Kontrol Susu MIK arahg (ug/mL)
TMP/SMX E. coli ATCC® 25922 <0.5/9.5
Levofloksasin P. aeruginosa ATCC® 27853 0.5-4
Seftazidim P. aeruginosa ATCC® 27853 1-4

3.3. Integron iliskili intl ve sul Genlerinin Varhgimin Arastiriimasi

3.3.1. S. maltophilia izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

Calismada, -80°C’de muhafaza edilen bakteri stoklarindan yapilan pasajlar ile MHA’da
saf killtiir seklinde iireyen izolatlardan, PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
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ABD) kullanilarak iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyonu

gerceklestirildi. Elde edilen DNA kullanilana kadar -20°C’de saklandh.
3.3.2. Calismada kullanilan primer dizileri

intl1, intl2, intl3, sull, sul2 ve sul3 gen bolgelerinin PCR ile aragtirilmasinda kullanilan
liyofilize haldeki primerler (IDT, ABD) kullanim 6ncesinde niikleaz igermeyen steril

dH,O0 ile sulandirildi. Kullanilan primer dizileri Tablo 3.5°te gosterilmistir.

Tablo 3.5. PCR’da kullanilan primer dizileri (78-80).

Gen | Primer| Baz dizisi Amplikon biiyiikliigii

intl1-F | 5-CAGTGGACATAAGCCTGTTC-3'

Nt 1R [5-CCCGAGGCATAGACTGTAS 160 bp

intl12-F | 5-CACGGATATGCGACAAAAAGGT-3’

Intl2 intl12-R | 5-GATGACAACGAGTGACGAAATG-3' 788 bp

intl3-F | 5-GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG-3’

Nt 1 13-R [ 5-ACGGATCTGCCAAACCTGACT-3 979 bp

sull-F | 5-CGGCGTGGGCTACCTGAACG-3'

sUll TR [5-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 3 433 bp

sul2-F | 5-GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3'

sul2 sul2-R | 5-GCGTTTGATACCGGCACCCGT-3’ 293 bp

sul3-F | 5-GAGCAAGATTTTTGGAATCG-3'

SUl3 3R [5-CTAACCTAGGGCTTTGGATAT3 750 bp

3.3.3. PCR karisimi ve amplifikasyon kosullar:

PCR i¢in AmpliTaq Gold® 360 Master Mix (Applied Biosystems, ABD) karigimi ve
Labcycler (SensoQuest, Almanya) cihazi kullanildi. Reaksiyon karigimlar1 PCR kabini
igerisinde, soguk bloklar kullanilarak hazirlandi. Pozitif kontrol olarak intl1, intl2, sull,
sul2 ve sul3 gen bolgelerini igerdigi dizi analizi ile dogrulanmig suslara ait DNA’lar
(Yrd. Dog. Dr. Aycan Giindogdu’dan temin edildi); negatif kontrol olarak ise reaksiyon

karigimlarinin hazirlanmasinda kullanilan dH,O kullanildi.
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3.3.3.1. Integron iligkili intl1, intl2 ve intl3 genlerinin arastiriimasi

1) Tum S. maltophilia izolatlar1 ti¢ farkli simiftaki integron i¢in integron iliskili
integraz genleri agisindan Tablo 3.6’da gosterilen multipleks PCR karisimi

hazirlanarak tarandi.

Tablo 3.6. Integron iligkili intl genlerinin saptanmasi igin kullanilan PCR karigimu.

Komponent Volim (uL)
Master Mix 25
intl1-F 0.5
intl1-R 0.5
Primerler intl2-F 0.5
(20 pmol/pL) | intl2-R 0.5
intl3-F 0.5
intI3-R 0.5
DNA 3
Nukleaz icermeyen steril dH,0 14
Total reaksiyon hacmi 45

2) Hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 3.7°de tarif edilen kosullarda amplifiye
edildi.

Tablo 3.7. Integron iliskili integraz genlerinin amplifikasyonu igin uygulanan PCR

protokold.

Basamak Sicaklik (°C)| Sire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 4 dakika 1
Denatirasyon 94 1 dakika

Baglanma 56 1 dakika 35
Uzama 72 1 dakika

Son uzama 72 10 dakika 1
Bekleme 4 0 1

35



3.3.3.2. sull ve sul2 genlerinin arastirilmasi

1) Tum S. maltophilia izolatlar1 sull ve sul2 diren¢ genlerinin varligi agisindan

Tablo 3.8’de tarif edilen multipleks PCR karisimi hazirlanarak tarandi.

Tablo 3.8. sull ve sul2 direng genlerinin saptanmasinda kullanilan PCR karigimu.

Komponent Volim (uL)
Master Mix 25
sull-F 0.5
Primerler sull-R 0.5
(20 pmol/pL) | sul2-F 0.5
sul2-R 0.5
DNA 3
Nikleaz icermeyen steril dH,0 15
Total reaksiyon hacmi 45

2) Hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 3.9°da tarif edilen kosullarda amplifiye
edildi.

Tablo 3.9. sull ve sul2 gen bolgelerinin amplifikasyonu icin uygulanan PCR protokol.

Basamak Sicakhk (°C)| Sure Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 6 dakika 1
Denattrasyon 95 30 saniye

Baglanma 62 45 saniye 37
Uzama 72 1 dakika

Son uzama 72 7 dakika 1
Bekleme 4 0 1
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3.3.3.3. sul3 geninin arastirilmasi

1) Tum S. maltophilia izolatlarinda sul3 diren¢ geninin varlig1 Tablo 3.10’da tarif

edilen PCR karisimi hazirlanarak arastirildi.

Tablo 3.10. sul3 direng geninin saptanmasinda kullanilan PCR karigimu.

Komponent Volim (uL)
Master Mix 12.5
Primerler sul3-F 0.5
(10 pmol/pL) | sul3-R 0.5
DNA 2
Nikleaz icermeyen steril dH,O 14.5
Total reaksiyon hacmi 30

2) Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 3.11°de tarif edilen kosullarda amplifiye
edildi.

Tablo 3.11. sul3 gen bolgesinin amplifikasyonu icin uygulanan PCR protokold.

Basamak Sicaklik (°C)| Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dakika 1
Denaturasyon 95 40 saniye

Baglanma 62 40 saniye 35
Uzama 72 1 dakika

Son uzama 72 5 dakika 1
Bekleme 4 © 1
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3.3.4. Agaroz jel elektroforezi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Agaroz jel elektroforezi igin %1.5’lik jel hazirlandi. Bu amagla 6 g agaroz
(AppliChem, Almanya) tartilip 400 mL 1x Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu
(89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.3) i¢inde mikrodalga firinda
1sitilarak tamamen erimesi saglandi.

55°C’ye kadar sogumas1 beklendikten sonra igine 10 mg/mL konsantrasyondaki
etidyum bromir solisyonundan (Invitrogen, ABD) 20 pL eklenerek karismasi
sagland1 (son konsantrasyon: 0.5 pg/mL).

Akiskan haldeki sicak jel, tarak yerlestirilmis tepsiye dokiilerek katilagmasi
beklendi.

Katilastiktan sonra yatay elektroforez tankina (Thermo Scientific, ABD) tepsi ile
yerlestirildi. Tanka, jelin tizerini kaplayacak sekilde 1x TBE tamponu dokildi ve
jelin i¢indeki tarak ¢ikarildi.

Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak ilk kuyucuga 1 uL 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen, ABD) yiiklendi.

PCR driinlerinden 10 pL alimip, 2.5 pL 10x konsantrasyondaki BlueJuice™ Gel
Loading Buffer (Invitrogen, ABD) ile kanstillip geri kalan kuyucuklara
yuklendi.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra gii¢ kaynaginin elektrotlar1 tanka baglandi
ve 160 V lineer elektrik akiminda 45 dakika boyunca elektroforez islemi
gerceklestirildi.

3.3.5. Degerlendirme ve yorum

Elektroforez islemine son verildikten sonra jel, UV transilliiminatérde (Vilber Lourmat,

Almanya) incelendi. Kontaminasyon ag¢isindan negatif kontrolde bant olugsmamasina;

PCR protokoliiniin yeterliligi agisindan da pozitif kontrollerde beklenen buyiklikte ve

yeterli parlaklikta bant olusmasina dikkat edildi.

3.4. PCR ile Cogaltilan Gen Bélgelerinin Dizi Analizi Ile Dogrulanmasi

PCR ile pozitif bant saptanan izolatlar icin PCR drlnlerinin DNA dizi analizi

MedSanTek Laboratuvari, Istanbul’da yapilds.
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3.4.1. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

1) 5 pL PCR Urinl Gzerine 2 pL EXoSAP-IT® (Affymetrix, ABD) reaktifi eklendi.
2) 37°C’de 30 dakika ve 80°C’de 15 dakika inkiibe edilerek ornekler dizi

reaksiyonuna hazir hale getirildi.
3.4.2. Dongusel dizileme reaksiyonu

1) Saflagtinlmig PCR iriinlerinin dongiisel dizileme reaksiyonunda BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bioystems, ABD) kullanildi.
Kullanilan reaktiflerin hacimleri Tablo 3.12’de gosterilmstir.

2) Her o6rnek icin ileri ve geri primerler kullanilarak iki ayri dongusel dizileme

yapildi.

Tablo 3.12. Dongiisel dizilemede kullanilan reaktifler ve hacimleri.

Komponent Volim
(uL)
Premix 4
Dizileme tamponu 4
Primer (10 pmol/uL) 2
DNA 5
Nikleaz icermeyen steril dH,O 5
Total reaksiyon hacmi 20

3) Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 3.13’te tarif edilen kosullarda Veriti™

Thermal Cycler (Applied Biosystems, ABD) cihazinda amplifiye edildi.

Tablo 3.13. Dénguisel dizileme reaksiyonunda uygulanan PCR protokold.

Basamak Sicakhk (°C)| Sure DOngli sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 1 dakika 1
Denaturasyon 96 10 saniye

Baglanma 50 5 saniye 25
Uzama 60 4 dakika

Bekleme 4 0 1
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3.4.3. Dongiisel dizileme reaksiyonu sonrasi saflastirma

Saflastirma igin etanol/EDTA/sodyum asetat ile ¢oktlirme yéntemi kullanildi.

1)

2)
3)
4)

5)

Dongusel dizileme Grlnlerini iceren her mikrosantrifiij tiiptine sirasiyla 2 uL 125
mM EDTA, 2 pL 3 M sodyum asetat ve 50 pl %2100°lik etanol eklenip
karigtirilda.

Mikrosanrtriflyj tipleri 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2000-3000xg’de 45 dakika santrifujlendikten sonra siipernatant atildu.

70 pL %70’lik etanol eklendi ve 4°C’ye sogutulmus santrifiijde 1650%g’de
ornekler 15 dakika santriftjlendi.

Stipernatant atilip 6rnekler 185xg’de 1 dakika santrifiijlendi.

3.4.4. Otomatik dizi analizi cihazina yiikleme

Saflastirilmis Ornekler, kapiller sistemli otomatik dizi analizi cihaz1 olan ABI 3500xL

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda sekanslandi.

1)
2)

3)

4)

Orneklerin tizerine 15 pL formamid eklenerek pipetaj yapildi.

Daha sonra 6rnekler dizi analizi cihazi ile uyumlu 96 kuyucuklu reaksiyon
plagina aktarildi.

Plak, plastik septa kapak ile kapatilip 6rneklerin denatiire olmasi igin 5 dakika
95°C’de bekletildikten sonra 5 dakika buz Gizerinde bekletildi.

Plak, ABI 3500xL Genetic Analyzer cihazina yiiklendi ve dizi analizi yapildi.

3.4.5. Degerlendirme ve yorum

Elde edilen DNA dizi analizi sonuglari NCBI (National Center for Biotechnology

Information) veri tabaninda bulunan dizilerle BLAST® sekans analiz araci kullanilarak

degerlendirildi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.5. S. maltophilia izolatlarimin PFGE Yéntemi ile Genotiplendirilmesi

Calismadaki S. maltophilia izolatlarinin genotiplendirmesinde PFGE yontemi kullanildi.
PFGE c¢aligmasi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK), Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji

Referans Laboratuvari’nda gercgeklestirildi.
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3.5.1. Bakteri kaliplarinin hazirlanmasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Test edilecek izolatlar MHA’a ekilerek bir gecelik inkiibasyon sonrasinda saf
kiltiir olarak ¢ogaltildi.

izolatlar, tek kullanimlik steril plastik 6zeler ile alindi ve yuvarlak tabanli cam
tplerde, 2.5 mL hiicre siispansiyon tamponu (HST) (100 mM Tris, 100 mM
EDTA, pH 8.0) icinde, 4 McFarland standart bulanikliga esdeger bakteri
siispansiyonlar1 hazirlandi.

Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 1000 pL alinip 1.5 mL’lik mikrosantrif(j
tapleri icerisinde 15000xg’de 2 dakika santrifiijlendi.

Pellet miktar1 goz ile kontrol edildi ve gerekli goriildiigiinde {izerine bakteri
siispansiyonu eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi.

Stpernatant dokuildikten sonra pellet Gzerine 1000 pL HST eklenip pipetaj
yapilarak karigmasi saglandi.

25 pL proteinaz K (20 mg/mL’lik) (Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenip
tiipler hafifce ¢evrilerek karigmasi saglandi.

%1 oraninda sodyum dodesil siilfat (SDS) iceren %1’lik “low melt” (diisiik
sicaklikta eriyen) agaroz (Bio-Rad, ABD) hazirlandi.

Isitict blok igerisine dizilmis mikrosantrifiij tiipleri icerisinde esit miktarda hiicre
stispansiyonu ile agaroz karistirllip hizla kaliplarin (Bio-Rad Laboratories,
Almanya) icerisine dolduruldu.

Oda sicakliginda 5 dakika ve sonrasinda 4°C’de 5 dakika bekletilerek katilasmasi

saglandi.

3.5.2. Kaliplardaki hiicrelerin lizisi ve ytkama

1)

2)

3)

Katilasan agaroz kaliplar, igerisinde 5’er mL hiicre lizis tamponu (50 mM Tris,
50 mM EDTA [pH 8.0], %1 sarcosine) ve 25 pL proteinaz K (20 mg/mL’lik)
iceren vidal1 kapakl1 tliplere aktarildi.

Lizis islemi 55°C’ye ayarlanmis calkalamali su banyosunda 2 saat siire ile
gergeklestirildi.

Lizis sonrasi tampon dikkatlice dokiiliip tiiplere dnceden 50-55°C’ye kadar
isitilmis 10 mL steril ultra saf su dolduruldu ve 55°C’deki calkalamali su

banyosunda 15 dakika boyunca yikama yapildi.
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4)

5)

6)

Ayni islem bir kez daha ultra saf su ile yapildiktan sonra {i¢ kez TE tamponu (10
mM Tris, | mM EDTA, pH 8.0) kullanilarak tekrar edildi.

Son yikamadan sonra TE tamponu dokiilerek yerine oda sicakligindaki taze TE
tamponundan 10 mL eklendi.

Aym giin kullanmlamayacak kaliplar 4°C’de saklandh.

3.5.3. Restriksiyon enzimi ile kesim

1)
2)

3)
4)

5)

Her kaliptan bisturi ile 4x5.5 mm ebatlarinda bir parga kesildi.

Kesilen parcalar, icerisinde 100 pL restriksiyon tamponu (FastDigest®,
Fermentas, Litvanya) bulunan mikrosantrifijj tiplerine konuldu ve 37°C’ye ayarh
etlivde 10 dakika bekletildi.

Tipler etiivden ¢ikarilip i¢lerindeki restriksiyon tamponu mikropipet ile ¢ekildi.
Her bir tipe, restriksiyon enzimi olarak 2.5 puL Spel (FastDigest®, Fermentas,
Litvanya), 10 pL restriksiyon tamponu ve 87.5 pL nikleaz icermeyen steril
dH,0 karisimi eklendi ve 37°C’de bir saat boyunca inkibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiiplerin icindeki restriksiyon karistmi mikropipet ile

cekildi.

3.5.4. Agaroz jel elektroforezi

1)

2)

3)

4)

5)

Elektroforez icin %1’lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla 1 g PFGE-grade agaroz
(Amresco, ABD), 100 mL 0.5x TBE tamponu (44.5 mM Tris, 44.5 mM borik
asit, 1| mM EDTA, pH 8.3) igerisine karistirildi ve mikrodalga firinda 1sitilarak
tamamen erimesi saglandi.

Restriksiyon enzimi ile kesim iglemi tamamlanmis DNA kaliplari, tepsi lizerinde
yatay konumdaki taragin disleri tizerine yerlestirildi.

Degerlendirme asamasinda normalizasyon amaciyla kullanilmak tizere, THSK
kiiltiir koleksiyonundan alinmis ve tiir tanimlamasi S. maltophilia olarak yapilmis
susa ait kaliplar ilk, orta ve son dislere yerlestirildi.

Tarak dikkatli bir sekilde dik konuma getirildi ve sicaklign 50°C’ye kadar diismiis
olan PFGE grade agaroz tepsiye dokiiliip katilasmaya birakildi.

Elektroforez icin CHEF DRII sistemi (Bio-Rad Laboratories, Belgika) kulanildu.
Tank, 2000 mL 0.5x TBE tamponu ile doldurulup sicaklik 14°C’ye ayarlandu.
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6) Jel katilastiktan sonra tankin icine yerlestirildi ve Tablo 3.14’te g0sterilen
kosullarda elektroforez gerceklestirildi.

7) Elektroforez sonunda jel, 300 mL etidyum bromur sollisyonunda (1 pg/mL) 30
dakika bekletilerek boyanmasi saglandi.

8) Jel daha sonra distile su igerisinde 45 dakika bekletildi ve goriintiileme islemine

gecildi.

Tablo 3.14. PFGE analizi i¢in CHEF DRII sisteminde uygulanan elektroforez kosullari.

Baslangi¢ vurus siiresi Bitis vurus siiresi Vurus ag¢is1 Voltaj Sure

1. blok 5 saniye 30 saniye 120° 6 V/cm 16 saat

2. blok 1 saniye 5 saniye 120° 6 Vicm 4 saat

3.5.5. Degerlendirme ve yorum

1) Jelin goruntilenmesinde Gel Logic 2200 Imaging System (Kodak, ABD)
kullanildi.

2) Fotografi ¢ekilen DNA bant goriintiileri TIFF formatinda kaydedildi.

3) BioNumerics yazilim paketi versiyon 7.5 (Applied Maths, Belgika) kullanilarak
bant profilleri analiz edildi.

4) Normalizasyonda ilk, orta ve son kuyucuklarda bulunan standart susa ait
goriintiilerden yararlanildi.

5) Gorsel kiyaslamada Tenover ve ark. (74) tarafindan 6nerilen kriterler kullanildi.

6) Bilgisayar yazilimi yardimiyla yapilan degerlendirmede; UPGMA (Unweighted
pair group method with mathematical averaging; matematiksel ortalamayla
agirliksiz ciftlerin gruplandirilmas: yontemi) algoritmas: kullanilarak kiime
analizi yapildt ve Dice katsayis1 kullanilarak, %]1.5 tolerans ve %l
optimizasyonla DNA’lar arasindaki iligki belirlendi.

7) Buna gore %100 benzerlik gosteren izolatlar ayirt edilemez, %95-99 arasinda
benzerlik gosterenler yakin iligkili, %90-94 arasinda benzerlik gosterenler iliskili,

%85-89 arasinda benzerlik gdsterenler muhtemel iliskili olarak degerlendirildi.
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>%90 benzerlik gosteren izolatlar ayni klon olarak kabul edildi ve bir harf ile

isimlendirildi.
3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde iki oran Z testi ve Fisher’in kesin y? testi kullanild. p

degerinin <0.05 bulunmas: istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. S. maltophilia izolatlar

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Kliniklerinde
takip edilmekte olan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen 99 S. maltophilia izolati
calismaya almmustir. Izolatlarin %47.5’i yogun bakim kliniklerinde yatmakta olan
hastalardan izole edilirken, %35.4’U dahili ve %17.1’i cerrahi kliniklerdeki hastalardan
izole edilmistir. S. maltophilia izole edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi Tablo

4.1°de gosterilmistir.

Izolatlarin 6rnek tiirlerine gore dagilimi incelendiginde; drneklerin % 46.5’ini solunum
yolu numunelerinin olusturdugu ve tiim ornekler igerisinde S. maltophilia’nin en fazla
izole edildigi ornek grubu oldugu goriilmiistiir. Kan oOrnekleri ise %28.3 ile S.
maltophilia’nin ikinci siklikta izole edildigi numune olmustur. Izolatlarm klinik

orneklere gore dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. S. maltophilia izole edilen hastalarin kliniklere gore dagilimi.

Say1 (%)

Yogun Bakim Klinikleri 47 (47.5)
Dahiliye YBU 22 (22.2)

Gogiis Hastaliklar1 YBU 7(7.1)
Anestezi YBU 6 (6.1)
Pediatri YBU 5(5.1)

Yeni Dogan YBU 3(3)

Genel Cerrahi YBU 2(2)

Beyin Cerrahisi YBU 1(1)

Gogiis Cerrahisi YBU 1(1)

Dahili Klinikler 35(35.4)
Gogiis Hastaliklar1 Servisi 7(7.1)
Hematoloji Servisi 7(7.1)
Medikal Onkoloji Servisi 6 (6.1)
Intaniye Servisi 5(5.1)
Gastroenteroloji Servisi 4 (4)
Nefroloji Servisi 3(3)
Pediatri Adolesan Servisi 1(1)
Pediatri Hematoloji-Onkoloji Servisi 1()
Pediatri Intaniye Servisi 1(1)
Cerrahi Klinikler 17 (17.1)
Gogiis Cerrahisi Servisi 14 (14.1)

Genel Cerrahi Servisi 2 (2)
Jinekoloji Servisi 1(1)
Toplam 99 (100)

YBU, yogun bakim iinitesi.
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Safra
%1

Plevral s1v1
%7.1

Periton BAL

S1V1S1 0417.2
%1
Balgam
265.1
Solunum yolu °
omekleri
%46.5

ETA

%624.2

Idr
% E{I Dren sivisi Apse

%03 2%

BAL, bronkoalveoler lavaj; ETA, endotrakeal aspirat.

Sekil 4.1. S. maltophilia izolatlarinin klinik 6rneklere gére dagilim.

4.2. Antimikrobiyal Duyarhlik Profilleri

Calisma kapsaminda test edilen 99 S. maltophilia izolatinin %90.9’u TMP/SMX’e,
%91.9’u levofloksasine ve %53.5’i seftazidime duyarli bulunmustur. izolatlarin

antibiyotiklere duyarlilik durumlar1 Tablo 4.2°de ve Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.2. S. maltophilia izolatlarinda test edilen antibiyotiklerin MiK degerleri.

TMP/SMX Levofloksasin Seftazidim
izolat MiK (ug/mL) Yorum MiK (ug/mL) Yorum MiK (ug/mL) Yorum
SM1 0.5/9.5 S 0.25 S 2 S
SM2 >32/608 R 2 S 1 S
SM3 0.25/4.75 S 2 S 4 S
SM4 0.25/4.75 S 2 S 128 R
SM5 0.125/2.375 S 0.25 S 4 S
SM6 0.25/4.75 S 0.5 S 16 [
SM7 0.25/4.75 S 2 S 16 [
SM8 0.25/4.75 S 1 S 32 R
SM9 0.25/4.75 S 2 S 8 S
SM10 0.25/4.75 S 1 S 16 [
SM11 0.25/4.75 S 0.125 S 1 S
SM12 0.25/4.75 S 1 S 4 S
SM13 0.25/4.75 S 1 S 128 R
SM14 0.125/2.375 S 0.5 S 4 S
SM15 0.125/2.375 S 0.5 S 32 R
SM16 0.25/4.75 S 0.25 S 8 S
SM17 0.25/4.75 S 0.5 S 8 S
SM18 0.125/2.375 S 1 S 2 S
SM19 0.125/2.375 S 2 S 8 S
SM20 0.125/2.375 S 0.5 S 64 R
SM21 0.125/2.375 S 2 S 16 [
SM22 0.125/2.375 S 2 S 16 [
SM23 0.25/4.75 S 2 S 128 R
SM24 >32/608 R 0.125 S 8 S
SM25 0.25/4.75 S 1 S 32 R
SM26 0.25/4.75 S 0.5 S 128 R
SM27 0.25/4.75 S 1 S 32 R
SM28 0.25/4.75 S 0.5 S 128 R
SM29 0.25/4.75 S 2 S 2 S
SM30 0.25/4.75 S 0.25 S >128 R
SM31 0.25/4.75 S 1 S 32 R
SM32 0.125/2.375 S 1 S 32 R
SM33 8/152 R 0.5 S 32 R
SM34 >32/608 R 2 S 4 S
SM35 0.25/4.75 S 1 S 8 S
SM36 0.25/4.75 S 1 S 16 [
SM37 0.125/2.375 S 0.25 S 4 S
SM38 0.25/4.75 S 1 S 64 R
SM39 1/19 S 8 R 8 S
SM40 >32/608 R 0.5 S 4 S
SM41 0.25/4.75 S 0.5 S >128 R
SM42 0.25/4.75 S 2 S >128 R
SM43 >32/608 R 0.25 S 2 S
SM44 0.25/4.75 S 16 R 4 S
SM45 0.125/2.375 S 2 S 16 [
SM46 >32/608 R 0.5 S 2 S
SM47 0.25/4.75 S 0.125 S 2 S
SM48 0.5/9.5 S 4 [ 8 S
SM49 0.25/4.75 S 2 S 16 [
SM50 0.5/9.5 S 1 S 128 R
SM51 0.5/9.5 S 0.25 S 4 S
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Tablo 4.2.

S. maltophilia izolatlarinda test edilen antibiyotiklerin MIK degerleri

(devamn).
TMP/SMX Levofloksasin Seftazidim
izolat MIK (ug/mL) Yorum MIK (ug/mL) Yorum MIK (ug/mL) Yorum
SM52 0.25/4.75 S 4 | 4 S
SM53 0.25/4.75 S <0.06 S 2 S
SM54 0.25/4.75 S 2 S 16 |
SM55 0.25/4.75 S 1 S 8 S
SM56 0.125/2.375 S 0.5 S 8 S
SM57 0.25/4.75 S 1 S 64 R
SM58 0.25/4.75 S 2 S 8 S
SM59 0.125/2.375 S 1 S >128 R
SM60 0.25/4.75 S 2 S 4 S
SM61 0.25/4.75 S 0.5 S 2 S
SM62 0.25/4.75 S 2 S 128 R
SM63 0.125/2.375 S 1 S >128 R
SM64 0.5/9.5 S 4 | 2 S
SM65 2/38 S 2 S 16 |
SM66 >32/608 R 0.125 S 2 S
SM67 0.5/9.5 S 16 R 16 |
SM68 0.25/4.75 S 0.25 S 64 R
SM69 0.25/4.75 S 0.5 S 64 R
SM70 0.5/9.5 S 0.25 S 1 S
SM71 >32/608 R 4 | 8 S
SM72 0.25/4.75 S 1 S >128 R
SM73 0.5/9.5 S 2 S 128 R
SM74 0.5/9.5 S 0.125 S 2 S
SM75 0.25/4.75 S <0.06 S 1 S
SM76 0.25/4.75 S 2 S 4 S
SM77 0.5/9.5 S 0.5 S 128 R
SM78 0.25/4.75 S 1 S 8 S
SM79 0.125/2.375 S 0.5 S 2 S
SM80 0.25/4.75 S 1 S >128 R
SM81 0.5/9.5 S 2 S 128 R
SM82 0.25/4.75 S 0.125 S 1 S
SM83 0.25/4.75 S 1 S 4 S
SM84 0.125/2.375 S <0.06 S 1 S
SM85 0.25/4.75 S 1 S 4 S
SM86 0.5/9.5 S 1 S 16 |
SM87 0.5/9.5 S 1 S 64 R
SM88 0.125/2.375 S 0.25 S 128 R
SM89 0.25/4.75 S 0.125 S 2 S
SM90 1/19 S 32 R >128 R
SM91 0.25/4.75 S <0.06 S 4 S
SM92 0.25/4.75 S 0.5 S 1 S
SM93 0.25/4.75 S <0.06 S 2 S
SM94 0.25/4.75 S 0.5 S 128 R
SM95 0.25/4.75 S 1 S 8 S
SM96 0.125/2.375 S <0.06 S 0,5 S
SM97 0.25/4.75 S 1 S 4 S
SM98 0.25/4.75 S 2 S 2 S
SM99 0.5/9.5 S 1 S 16 |

I, orta derecede duyarls; R, direngli; S, duyarli.
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Tablo 4.3. S. maltophilia izolatlarinin test edilen antibiyotiklere duyarlilik durumu.

Antibiyotik | MiKsy | MiKg aﬁllgl ° R
(ug/mL) | (ng/mL) (ug/mL) n| %| n| %| n| %
TMP/SMX 0.25 2 0.125->32 {90 |90.9] - - 9 9.1
Levofloksasin 1 4 <0.06-32 |91 |918|4 41 |4 4.1
Seftazidim 8 128 0.5->128 |53 |535|13 [13.1|33 |334

I, orta derecede duyarli; R, direngli; S, duyarli.

4.3. Integron 1ligkili intl1, intl2 ve intl3 Genlerinin Varhg

Calismaya alinan 99 S. maltophilia izolatinin ti¢ farkli sinif integron ile iliskili integraz

genleri agisindan PCR ile taranmasi sonucunda dokuz izolatta intll geni icin 160 bp

biiyiikliigiinde bant saptanmustir. izolatlarn hepsi intl2 ve intl3 bakimindan PCR negatif

bulunmustur.

Antibiyotik duyarlilik sonuglari ile beraber degerlendirildiginde, ¢alismadaki TMP/SMX

direncli tim izolatlarda intl1 geninin mevcut oldugu belirlenmis ve intll varlig: ile

TMP/SMX direnci arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligski saptanmistir (p<0.001).

Seftazidim ve levofloksasin direnci ile intll pozitifligi arasinda ise bOyle bir iliski

bulunamamistir (p>0.05). Integron varhgina gore izolatlarm antibiyotik duyarlilik

durumu Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Izolatlarin integron varligina gére antibiyotik duyarlilik profili.

intl * izolatlar (n=9) intl " izolatlar (n=90)

Antibiyotik

S@®) (%) R(@®) S(%) 1(%) R(®%)

TMP/SMX 0 (0) - 9 (100) 90 (100) - 0 (0)
Levofloksasin 8(88.9) 1(11.1) 0(0) 83(922) 3(33) 4(4.5)

Seftazidim  8(88.9) 0(0) 1(11.1) 45(50) 13(14.5) 32 (35.5)

I, orta derecede duyarli; R, direngli; S, duyarl.
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4.4. sull, sul2 ve sul3 Direng Genlerinin Varhg

Tim izolatlar sull, sul2 ve sul3 varlig1 agisindan PCR ile taranmis ve dokuz izolatta sull
genine ait primerler ile 433 bp biiyiikliigiinde bant saptanmistir. Bu dokuz izolatin intll
geni saptanan ve TMP/SMX’e direngli olan izolatlarla ayn1 oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.2). 1zolatlarin hicbirinde PCR ile sul2 ve sul3 genlerine ait bant goriilmemistir.

inti1
(160 bp)

intl2
(788 bp)

e

suf2

- s (293 bp)
- l LA B G Al WA S NS S— — —- sull
1

(433 bp)
—

M, molekdler belirteg (100 bp); NK, negatif kontrol; PK, pozitif kontrol.
Sekil 4.2. PCR ile pozitif bant saptanan izolatlar.

4.5. PCR Urunlerinin Dizi Analizi

PCR iiriinlerinin dizi analizi verileri, BLAST® sekans analiz araci kullanilarak NCBI
veri tabaninda bulunan dizilerle karsilagtirildiginda, dokuz izolatta saptanan bantlarin,

intl1 ve sull genleri ile uyumlu oldugu dogrulanmastir.
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4.6. PFGE ile Genotiplendirme

Calismaya alman 99 S. maltophilia izolatinin PFGE analizi sonucunda izolatlarin 75’1
sporadik; 24’0 klonal iliskili (benzerlik >%90) olarak bulunmustur. Klonal olarak iliskili
izolatlar, her biri 2-7 adet izolat iceren yedi farkli klonda (A-G) toplanmistir (Sekil 4.3).
izolatlarin benzerlik yiizdesini gosteren dendrogram, izole edildikleri klinik, izolasyon

tarihi, 6rnek tird ve antibiyotik duyarlilik profili Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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izolat
SM77
SM4

SM16
SM68
SM97
SM5

SME0
SM76
SM8

SM23
SM79
SM98
SM56
SM78
SM9

SM22
SM11
SM1

SM67
SM71
SM26
SM45
SMB3
SM31
SMB5
SM86
SM99
SM3

SM91
SM39
SM72
SM58
SM41
SM14
SM37
SM25
SM51
SM74
SM64
SM90
SM28
SM95
SM35
SM94
SM6

SMe1
SM50
SM30
SM59

Ornek

Kan

Kan
Plevral sivi
ETA

Kan

Dren sivisi
ETA

ETA

Kan

Kan

Kan

Kan

Apse
Yara yeri
Kan

ETA

ETA

Kan
Plevral sivi
ETA

ETA

Kan

ETA

ETA

ETA

Kan

ETA
Plevral sivi
BAL

ETA
Balgam
Yara yeri
Balgam
Yara yeri
Yara yeri
Kan
Periton sivisi
ETA

Dren sivisi
ETA
Balgam
Apse

Kan

Kan
Balgam
Kan

Dren sivisi
ETA

ETA

o
R

A0V A O T D OO AODOO OO0 DD0D00 06" 30 DO OO 06006000 aD06000D00anan

SXT LEV Tarih

w o ononuononononoonaonaonononononononoonaononononoaononoononaonaonaonanonononoonononaononononononononononononaon

w

mw oo ononuononoononoownuaoag— oonoononononoononoaanoonooonoooononono—" 30000060 nonnoneonononnonoonoonon

2014-11-25
2013-11-29
2014-02-05
2014-10-26
2015-02-19
2013-12-02
2014-08-21
2014-11-25
2013-12-08
2014-03-17
2014-12-12
2015-02-25
2014-08-13
2014-12-01
2013-12-25
2014-03-12
2014-01-02
2013-11-16
2014-10-23
2014-11-14
2014-03-22
2014-06-27
2014-09-23
2014-05-04
2014-10-03
2015-01-12
2015-03-09
2013-11-27
2015-01-29
2014-06-14
2014-11-19
2014-08-15
2014-06-18
2014-01-09
2014-06-09
2014-03-21
2014-07-17
2014-11-24
2014-10-03
2015-01-27
2014-04-07
2015-02-16
2014-06-01
2015-02-01
2013-12-03
2014-09-03
2014-07-17
2014-04-30
2014-08-21

Sekil 4.3. S. maltophilia izolatlarina ait dendrogram.
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Klinik
AYBU
GES
GHYBU
DYBU
PYBU
DYBU
AYBU
GHYBU
PHOS
DYBU
DYBU
Nefroloji
AYBU
Medikal Onkoloji
YDYBU
GHYBU

PYBU ]_
PYBU

PAS
DYBU
GHYBU
DYBU
DYBU
DYBU
GHYBU

YDYBU ]_
YDYBU

B

Gogus Cerrahisi
GHS

DYBU

DYBU
Hematoloji
GHYBU
intaniye
Hematoloji
PYBU
Nefroloji
GHYBU
Genel Cerrahi
Pis

GHS
Hematoloji
DYBU
Hematoloji
GHS

GES

Genel Cerrahi
DYBU

AYBU




SM42 ETA R S S 2014-06-20 DYBU
SM57 Kan R S S  2014-08-14 Medikal Onkoloji
SM13 ETA R S S 2014-01-08 DYBU
SM62 Yara yeri R S S  2014-09-03 GCYBU
SM29 Kan S S S 2014-04-07 PYBU
SM2 Kan S R S 2013-11-26 DYBU
SM33 Kan R R S  2014-05-21 Medikal Onkoloji
SM10 Yara yeri | S S  2014-01-02 Hematoloji
SM49 Safra | S S  2014-07-12 DYBU
SM19 Kan S S S 2014-02-18 GES
SM55 Kan S S S  2014-07-30 GES
SMm7 Kan | S S  2013-12-04 Medikal Onkoloji

. SM27 Plevral sivi R S S  2014-03-21 Gdgus Cerrahisi

. SMesg idrar R S S 2014-10-30 Hematoloji
SM44 Kan S S R  2014-06-21 Hematoloji
SM85 Kan S S S  2015-01-08 Nefroloji
SM96 BAL S ] S  2015-02-19 Gogus Cerrahisi 7]
SM47 BAL S S S  2014-06-30 Gogus Cerrahisi
SM70  BAL S S S 2014-11-14 Intaniye
SM8&9 BAL S S S 2015-01-26 Medikal Onkoloji =
SM92 ETA S S S  2015-01-30 Intaniye
SM93 BAL S S S  2015-01-30 Gogus Cerrahisi
SM75 BAL S S S 2014-11-25 Intaniye .
SMa4 ETA S ] S  2015-01-08 GHS 7
SM53 BAL S S S  2014-07-24 GHS B
SM82 BAL S S S 2014-12-22 GHS -
SM83 Plevral sivi S S S 2014-1217 Gégiis Cerrahisi
SM36 Plevral sivi | S S  2014-06-05 Gdgls Cerrahisi
SM38 Yara yeri R S S  2014-06-11 DYBU
SM24 Yara yeri S R S  2014-03-21 Intaniye
SM46 BAL S R S  2014-06-26 GoéCYBU
SM66 BAL S R S  2014-10-13 Gogus Cerrahisi
SM40 BAL S R S 2014-06-17 Gogis Cerrahisi
SM43 BAL S R S  2014-06-21 Gogiis Cerrahisi
SM12 Plevral sivi S S S  2014-01-03 AYBU
SM80 ETA R S S 2014-12-13 DYBU
SM15 BAL R S S  2014-01-29 Gdgus Cerrahisi ]_
SM20 BAL R S S  2014-03-04 Gadgis Cerrahisi
SMm87 Balgam R S S  2015-01-21 GHS
SM52 Kan S S I 2014-07-20 DYBU
SM18 Kan S S S 2014-02-20 Medikal Onkoloji
SM34 Yara yeri S R S 2014-05-22 Jinekoloji
SM32 ETA R S S 2014-05-13 DYBU
SM54 ETA | S S  2014-07-28 DYBU
SM21 Kan | S S  2014-03-10 DYBU
SMé1 BAL R S ) 2014-12-15 Gogus Cerrahisi
SM88 ETA R ] S  2015-01-23 GCYBU
SM73 BAL R S S  2014-11-19 Gadgis Cerrahisi
SM17 Yara yeri S S S 2014-02-10 AYBU
SM48 Kan S S | 2014-07-08 BCYBU

Sekil 4.3. S. maltophilia izolatlarina ait dendrogram (devamu).

BAL, bronkoalveoler lavaj; ETA, endotrakeal aspirat; CAZ, seftazidim; LEV, levofloksasin; SXT, trimetoprim-stilfametoksazol; I,
orta derecede duyarli; R, direngli; S, duyarli; AYBU, anesteziyoloji yogun bakim iinitesi; BCYBU, beyin cerrahisi yogun bakim
finitesi; DYBU, dahiliye yogun bakim iinitesi; GCS, genel cerrahi servisi; GES, gastroenteroloji servisi; GHS, gogiis hastaliklar
servisi; GHYBU, gogiis hastaliklar1 yogun bakim iinitesi; G6CYBU, gogiis cerrahisi yogun bakim {initesi; PAS, pediatri adolesan
servisi; PHOS, pediatri hematoloji-onkoloji servisi; PIS, pediatri intaniye servisi; PYBU, pediatri yogun bakim iinitesi; YDYBU,
yeni dogan yogun bakim tinitesi
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PFGE sonuglarma gore S. maltophilia izolatlarindan ikisi A klonunda yer almistir. S6z
konusu izolatlar, pediatri yogun bakim iinitesinde yatmakta olan hastalardan farkli
tarihlerde izole edilmistir. Izolatlardan biri 16.11.2013 tarihinde kan kiiltiiriinden, digeri
ise 02.01.2014 tarihinde baska bir hastanin ETA kiiltiirlinden izole edilmistir. Bu

izolatlarin test edilen {i¢ antibiyotige de duyarli oldugu goriilmiistiir.

B klonu, PFGE analizine gore %100 benzerlik gosteren iki izolattan olusmaktadir.
Izolatlardan ilki 12.01.2015 tarihinde yeni dogan yogun bakim {initesinde yatan bir
hastanin kan kiiltiiriinden, digeri ise 09.03.2015 tarihinde ayn1 serviste yatan bagka bir
hastanin ETA kiiltiirinden izole edilmistir. S6z konusu izolatlar, TMP/SMX ve

levofloksasine duyarli, seftazidime ise orta derecede duyarl olarak bulunmustur.

Calismadaki major klon oldugu goérulen C klonunda yedi izolat bulunmaktadir. Bu
klonda yer alan izolatlardan ilki 30.06.2014 tarihinde gogiis cerrahisi servisinde takip
edilen bir hastanin BAL 6rneginden izole edilmistir. Bu klona ait diger izolatlar, UcU
intaniye, ikisi gogiis cerrahisi ve biri medikal onkoloji servisinden olmak uzere yedi ay
boyunca, araliklarla solunum yolu 6rneklerinden izole edilmeye devam etmistir. Bu
izolatlardan {ii¢ tanesi dort giinliikk bir siire zarfinda, her biri farkli servislerde bulunan
hastalarin BAL 6rneginden izole edilmis ve PFGE sonucunda ayirt edilemez bant profili
gostermistir. Calismadaki izolatlardan ii¢ tanesi D klonu iginde yer almistir. Bu klondaki
izolatlarin tamami 24.07.2014 ve 08.01.2015 tarihleri arasinda gogilis hastaliklari
servisinden gonderilen solunum yolu 6rneklerinden izole edilmis olup izolatlardan iki
tanesi %100 benzerlik gostermistir. PFGE analizine gére D klonunda yer alan izolatlar,
C klonundaki izolatlar ile muhtemel iligkili olarak degerlendirilmistir (benzerlik >%85).

Bu iki klondaki izolatlarin tamama test edilen antibiyotiklere kars1 duyarli bulunmustur.

E Klonu, ti¢ii gdgiis cerrahisi servisi, biri gogiis cerrahisi yogun bakim tinitesi ve biri de
intaniye servisinden izole edilmis toplam bes izolattan olusmaktadir. Bu klondaki
izolatlar ilk kez 21.03.2014 tarihinde ortaya c¢ikmis ve 13.10.2014 tarihine kadar
varhigim stirdiirmiistiir. Bunlardan ilki yara yeri 6rneginden izole edilmis olup geri kalan
dordii BAL orneklerinden izole edilmistir. izolatlardan ikisi PFGE sonucunda ayirt
edilemez bant profili gdstermistir. Bu klondaki izolatlarin tamami levofloksasin ve

seftazidime duyarli iken, TMP/SMX’¢ ise direngli bulunmustur.
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F klonunda iki izolat bulunmaktadir. S6z konusu izolatlar, gogiis cerrahisi servisinde
yatmakta olan hastalardan 29.01.2014 ve 04.03.2014 tarihlerinde génderilmis olan BAL
orneklerinden izole edilmistir. Antibiyotik duyarlilik profilleri incelendiginde izolatlarin

seftazidime direngli, TMP/SMX ve levofloksasine ise duyarli oldugu goriilmiistiir.

G klonunda, tamami dahiliye yogun bakim iinitesindeki hastalardan olmak Uzere Ug
izolat bulunmaktadir. Izolatlardan ilki 10.03.2014 tarihinde kan Kkiiltiiriinden izole
edilmis olup, diger ikisi 13.05.2014 ve 28.07.2014 tarihlerinde farkli hastalarin ETA
kiiltiirlerinden izole edilmistir. Izolatlarin iicii de TMP/SMX ve levofloksasine duyarl

iken, ikisi seftazidime direngli, biri de orta duyarli olarak bulunmustur.

PFGE profillerine gore ayn1 klonda yer alan izolatlardan biri klon temsilcisi olarak
secilip, o klondaki diger izolatlar ¢alisma dis1 tutuldugunda, kalan 82 susun TMP/SMX,
levofloksasin ve seftazidime duyarlilik oranlari sirasiyla %93.9, %90.2 ve %48.8 olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde, PFGE profilleri dikkate alinarak yapilan degerlendirmede
S. maltophilia suslar1 arasinda simif 1 integron ve sull geni tasima oran1 %6.1 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu veriler, tim izolatlar degerlendirmeye alinarak sunulan

bulgularla istatistiksel agidan anlamli bir fark gostermemistir (p>0.05).
4.7. Cevre Kultarleri

PFGE sonucunda BAL 6rneklerinde kiimelenme saptanmasi sebebiyle bronkoskoplardan
ve yikama-dezenfeksiyon cihazindan ornekleme yapilmis ancak kdltir sonucunda S.
maltophilia tiremesi goriilmemistir. Bununla birlikte bronkoskoplardan birine ait
kanallarda P. aeruginosa, Pseudomonas putida ve Enterococcus faecium {iremis;
yikama-dezenfeksiyon cihazinin i¢ yiizeyi ile son durulama suyunda ise Achromobacter
xylosoxidans tiremesi tespit edilmistir. Uygun temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinden

sonra alinan 6rneklerde herhangi bir mikroorganizma iiremesi goriilmemistir.
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5. TARTISMA

S. maltophilia, hastane icinde ve disinda suyla iliskili bircok cevresel kaynaktan izole
edilebilen nonfermenter bir Gram negatif basildir. Coklu ilaca direncli bir
mikroorganizma olmasi ve artan siklikta nozokomiyal enfeksiyonlara yol agmasi
bakimindan diinya genelinde giderek 0nem kazanmaktadir (6). S. maltophilia, immdin
yetmezlik, malignite, kronik akciger hastaliklari, yogun bakim iinitesinde yatis, mekanik
ventilasyon, kateter ve benzeri yabanci cisimlerin varligi, genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 gibi risk faktorlerini tagiyan hastalarda firsatci enfeksiyonlara yol agmaktadir

(39, 45, 81).

Yogun bakim finitelerinde takip edilen hastalarda, S. maltophilia enfeksiyonlar1 genel
populasyona oranla daha sik goriilmektedir (8). Yao ve ark. (82), Kanada’da 10 aylik bir
stirecte ardigik olarak izole ettikleri 109 S. maltophilia izolatinin 52’sinin (%47.7) yogun
bakim orijinli oldugunu bildirmistir. Avrupa’da SENTRY Antimikrobiyal Sirveyans
Programi kapsaminda, katilime1 24 iiniversite hastanesinden toplanan 154 S. maltophilia
izolatinin degerlendirildigi bir ¢alismada, izolatlarin 64’iiniin yogun bakim hastalarina
ait oldugu belirtilmistir (83). Ulkemizde ise Caylan ve ark. (84) 2000-2004 yillar1
arasinda nozokomiyal S. maltophilia enfeksiyonlarini inceledikleri galismalarinda, S.
maltophilia izolasyonu yapilan 153 hastadan %42.5’inin yogun bakim tinitelerinde yatan

hastalar oldugunu belirlemistir.

Bu verilerle uyumlu olarak; klinik S. maltophilia izolatlarininin incelendigi bu
calismada, 99 izolatin 47’sinin (%47.5) yogun bakim iinitelerinde yatmakta olan

hastalardan izole edildigi bulunmustur. Bu durum, yogun bakim hastalarinin S,
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maltophilia enfeksiyonlari igin bildirilen birgok risk faktoriinii bir arada bulundurmasi

ile aciklanabilir.

S. maltophilia, entiibasyon tiipii, santral vendz kateterler gibi yabanci cisimlere ve
akciger hiicreleri gibi canli yiizeylere tutunup biyofilm olusturabilmektedir (6, 24).
Biyofilm, bakterileri immiun sistemden ve antimikrobiyal ajanlarin etkisinden
korumaktadir (21). Bu durum, S. maltophilia’nin kolonizasyonunu kolaylastirmakta ve
kolonize hastalarda zamanla enfeksiyon tablosu ortaya ¢ikabilmektedir (47). S.
maltophilia’nin yol actigi enfeksiyonlar arasinda siklik bakimindan ilk sirada
pndmoniler yer alirken, ikinci sirada kan dolasimi enfeksiyonlarinin oldugu
bildirilmektedir (5, 18, 85). Ayrica bu mikroorganizmaya bagli deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarr, kemik ve eklem enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar, triner
sistem enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, endokardit ve menenjit de gorulebilmektedir
(6, 8, 73).

SENTRY Antimikrobiyal Surveyans Programi dahilinde ¢ yillik bir siiregte, bes farkli
bolgeden (Kanada, ABD, Latin Amerika, Avrupa, Asya-Pasifik) toplanan 842 S.
maltophilia izolatinin degerlendirildigi bir ¢alismada, S. maltophilia’nin en sik solunum
yolu oOrneklerinden izole edildigi rapor edilmistir. Ayni g¢alismada, solunum yolu
izolatlarmin prevalansimin ikinci sirada gelen kan izolatlarindan dort kat daha fazla
oldugu belirtilmistir (86). Ispanya’da ii¢ farkli sehirdeki toplam alt1 hastanede 17 aylik
bir siire zarfinda, 129 hastadan S. maltophilia izole edilmis ve izolatlarin %52’sinin
solunum yolu, %18’inin yara yeri, %14’0nin ise kan ve kateter ucu érneklerinden izole
edildigi bildirilmistir (87). Cok merkezli bir bagka ¢alismada, 377 S. maltophilia izolati
degerlendirilmis ve izolatlarin %68’inin solunum yolu kaynakli oldugu, ikinci sirada ise
kan izolatlarinin yer aldigi bildirilmistir (88). Juhdsz ve ark. (89), 2009-2011 yillar
arasinda S. maltophilia ile enfekte olan 100 hastanin 31°’inde ETA, 30’unda BAL,
7’sinde balgam, 25’inde kan 6rneginden bu bakteriyi izole etmistir. Giilmez ve Hasgelik
(11) ise 1998-2003 yillar1 arasinda 188 hastanin klinik 6rneginden 205 adet S.
maltophilia izole ettikleri ¢alismalarinda, solunum yolu érneklerinin %40 gibi bir oranla

ilk sirada yer aldigini ve bunu %21.5 ile kan 6rneklerinin izledigini bildirmistir.

Benzer sekilde bu ¢aligmada da S. maltophilia, en sik solunum yolu 6rneklerinden
(%24.2 ETA, %17.2 BAL, %5.1 balgam) ve ikinci siklikta da kan kiiltiirli 6rneklerinden
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(%28.3) izole edilmistir. Bunlar1 sirastyla yara yeri, plevral sivi, apse, dren sivisi, idrar,

safra ve periton sivisi 6rneklerinin izledigi goriilmiistir.

S. maltophilia’nin bir¢ok antimikrobiyal ajana kalitimsal olarak direng gostermesi,
tedavide sorunlara yol agmaktadir. TMP/SMX, bu mikroorganizmaya bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde halen ilk segenek antimikrobiyal ajan olarak kabul
edilmektedir (5, 8). Tikarsilin-klavulonat, seftazidim, levofloksasin, moksifloksasin,
minosiklin, tigesiklin ve kolistin, tedavi rejimlerinde kendisine yer bulan diger ajanlardir
(56). S. maltophilia enfeksiyonlarinda tedavi se¢eneklerinin kisitli olmasi ve kazanilmig
direng mekanizmalar1 ile aktif ajanlara da direng gelisebilmesi nedeniyle, direng
oranlarinin takip edilmesi, ampirik antimikrobiyal tedavinin se¢imi ve direng gelisimini

azaltmaya yonelik 6nlemlerin basarisi agisindan 6nem arz etmektedir.

SENTRY Antimikrobiyal Slrveyans Programi’nin bir pargasi olarak, 2001-2004 yillar
arasinda diinya genelinde dort farkli bolgeden (Avrupa, Asya-Pasifik, Kuzey Amerika,
Latin Amerika) toplam 1256 S. maltophilia izolatinin antimikrobiyal duyarliliginin
belirlendigi bir ¢caligsmada, test edilen ajanlar arasinda en yiliksek duyarlilik oran1 %97 ile
TMP/SMX igin bildirilmistir. Levofloksasin, polimiksin B, seftazidim ve tikarsilin-
klavulonat i¢in direng oranlari ise sirasiyla %5.8, %27.6, %34.7, ve %17.4 olarak rapor
edilmistir (90).

Sader ve ark. (91), bu siirveyans programinin 2011 yili izolatlarin1 degerlendirdikleri
caligmalarinda, test edilen 362 S. maltophilia izolatina kars1 in vitro olarak en potent
ajanlar olarak belirledikleri kolistin, TMP/SMX ve tigesiklin i¢in duyarlilik oranlarini
strastyla %98.5, %94.5 ve %92.3 olarak bildirmistir. Calismada test edilen diger ajanlar
olan levofloksasin, doksisiklin ve seftazidim icin ise direng oranlar1 sirasiyla %13.6,
%39.7 ve %48.6 olarak kaydedilmistir. Bir Onceki ¢alisma ile direng oranlari
karsilastirildiginda, TMP/SMX, levofloksasin ve seftazidim direncinin yillar igerisinde

artis gostermis olmasi dikkat cekicidir.

Benzer bir artig, 2003-2008 yillar1 arasinda diinya genelindeki 119 merkezden toplanan
1586 klinik S. maltophilia izolatinin antibiyotik duyarlilik sonuglarini sunan bir
calismada da vurgulanmaktadir. Farrell ve ark. (92) tarafindan gergeklestirilen bu

calismada, %96 duyarlilik orani ile TMP/SMX’in S. maltophilia izolatlar1 iizerinde en
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etkili ajan oldugunu belirlenmis ve tigesiklinin %95.5 duyarlik ile TMP/SMX’e benzer
potense sahip oldugu bildirilmistir. Bolgelere gore bakildiginda tedavide ilk seg¢enek
olan TMP/SMX icin en yuksek diren¢ %9.2 ile Asya-Pasifik lkelerinde tespit edilirken,
en digiik direng oran1 %1.1 ile Avrupa’da gozlenmistir Ayrica, alternatif ajanlar olarak
gorulen seftazidim, levofloksasin, polimiksin B ve tikarsilin-klavulonata olan direncin
artma egiliminde olabilecegine dikkat cekilmis ve antimikrobiyal direnc takibinin

gerekliligine vurgu yapilmaistir.

Wu ve ark. (88), 1998-2008 yillar1 arasinda Tayvan’daki 38 farkli hastaneden toplanan
klinik S. maltophilia izolatlarinin %99.7’sinin minosikline, %96’sinin tigesikline,
%82.5’inin TMP/SMX’e, %79.6’smnin levofloksasine, %68.7’sinin kloramfenikole,
%?24.4’inlin seftazidime ve %18.6’sinin tikarsilin-klavulonata duyarli bulundugunu
bildirmistir. On yillik ¢alisma siirecinde seftazidim, minosiklin, tikarsilin-klavulonat ve
TMP/SMX duyarliliginda oOnemli bir diisis saptanmadigi belirlenen ¢aligmada
levofloksasin duyarliliginda anlamli bir diisiis goriildiigiine dikkat ¢ekilmistir.

ABD ve Avrupa’da bulunan toplam 53 merkezin katildig1 bir baska ¢alismada da, 2009-
2012 yilar1 arasinda, yatan hastalarin invaziv solunum yolu 6rneklerinden izole edilen ve
pnomoni etkeni olarak degerlendirilen izolatlar incelenmis ve S. maltophilia, tim
patojenler arasinda ABD’de altinci, Avrupa’da ise dokuzuncu en sik izole edilen
mikroorganizma olmustur. Toplam 394 S. maltophilia izolatina ait diren¢ verileri
incelendiginde, izolatlarin higbirinde minosiklin direnci bildirilmemis olup, TMP/SMX
direnci ABD’de %3.7 ve Avrupa’da %2.3 olarak rapor edilmistir. Seftazidim direnci,
ABD’de %48, Avrupa’da %54.7; levofloksasin direnci ise ABD’de %15.3, Avrupa’da

ise %8.4 olarak raporlanmistir (93).

Bir diger ¢ok merkezli ¢alismada, 2007-2011 yillar1 arasinda Kanada’daki iiglincii
basamak hastanelerden toplanan S. maltophilia izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilig
arastirilmis ve TMP/SMX, levofloksasin ve seftazidim i¢in duyarlilik oranlar1 sirasiyla
%86.6, %66.9 ve %25.8 olarak verilmistir (94). Bu calismay takiben, Walkty ve ark.
(95), 2011-2012 willarina ait izolatlarda, TMP/SMX’e duyarlilik oranin1 %78.8,

seftazidim duyarliligini ise %23.1 olarak belirlemislerdir.
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Artan direng ve bdlgeler arasinda degisen oranlar, her merkezin kendi direng durumunu
takip etmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu amacla Turkiye’de yapilan
calismalarda duyarlilik oranlari, TMP/SMX icin %84.8-100, levofloksasin icin %76.2-
95, seftazidim igin %22.3-50 ve tikarsilin-klavulonat igin 9%66-82.4 arasinda
bildirilmistir (11, 84, 96-101). Bu ¢alismada ise TMP/SMX, levofloksasin ve seftazidim
icin duyarlilik oranlar1 sirasiyla %90.9, %91.8 ve %53.5 olarak belirlenmis olup;
TMP/SMX duyarliligit Tiirkiye ortalamasina yakin, levofloksasin ve seftazidim
duyarhilig1 ise bu ortalamanin iizerinde bulunmustur. Duyarlilik durumu gbéz Oniine
alindiginda bu hastanedeki S. maltophilia enfeksiyonlarinda TMP/SMX ve
levofloksasinin  ampirik  tedavi rejimlerinde  kullanilabilecek ajanlar  oldugu

distinilmiistir.

Nozokomiyal patojenlerin sahip oldugu diren¢ genlerinin saptanmasi ve direncin
aktarimimnda Onemli olan mobil genetik elementlerin tanimlanmasi, bu tip
mikroorganizmalara karsi etkili 6nlemlerin alinabilmesi agisindan 6nem tasimakta olup;
direncin tespitinde genotipik ve fenotipik yontemlerin birlikte kullanilmasinin yeni
direng mekanizmalarmin fark edilmesine olanak saglayacagi belirtilmektedir (71).
TMP/SMX diren¢ genlerinin ¢ogu, aktarilabilir genetik elementler (zerinde
bulunmaktadir. Sulfonamid direng¢ geni olan sull ve trimetoprim direncinden sorumlu
olan dfr genleri siklikla sinif 1 integronlarla; diger siilfonamid diren¢ genleri olan sul2

ve sul3 ise daha ¢ok plazmid ve transpozonlarla iliskili bulunmustur (102).

Chang ve ark. (103), 2004 yilinda yaptiklari ¢calismada, TMP/SMX direng oranini %25
olarak bulduklar1 toplam 93 S. maltophilia izolatinin %22’sinde sinif 1 integronlarin
varhigim1 gostermis ve simif 2 integronlara ise rastlamadiklarmi bildirmistir. Ayni yil
Barbolla ve ark. (104) tarafindan 31 S. maltophilia izolatinin tiglinde sinif 1 integron
varhig tespit edilmis ve bu izolatlara ait TMP/SMX MIK degerlerinin diger izolatlara
gore dort ila sekiz dillisyon daha yuksek olduguna dikkat ¢ekilmistir. Ayrica, klonal
olarak iligki gdéstermeyen bu {i¢ izolatta, sinif 1 integronlarin 3’-korunmus ucunda yer
alan sull geninin varligi da gosterilmis ancak s6z konusu izolatlardan birinin klonal
olarak iligkili bulundugu diger iki izolatta sinif 1 integron ve sull genine rastlanmadig:

belirtilmistir.
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Chang ve ark. (105) tarafindan 2007 yilinda yapilan baska bir ¢alismada, 103 S.
maltophilia izolatt intl1, intl2, sull ve sul2 genlerinin varligi agisindan taranmis ve 26
TMP/SMX direngli izolatin 18’inde intll ve 21’inde sull geni saptanmistir.
Arastirmacilar, intl2 ve sul2 genlerine rastlamadiklar1 bu ¢alismada, TMP/SMX direnci

ile intl1 ve sull varlig1 arasinda anlamli bir iliski bulduklarini bildirmistir.

Toleman ve ark. (9) ise SENTRY Programi kapsaminda diinya genelinden toplanan, 25’i
TMP/SMX’¢e direngli ve 30’u duyarli olmak iizere toplam 55 izolatta intll, sull, sul2,
sul3 ve dfr genleri ile ISCR elementlerinin varligini arastirmis ve TMP/SMX’e direncli
izolatlarin 17’sinde simif 1 integronlarla iligkili olarak sull genine rastlamistir. sull
pozitif izolatlarin cografi agidan yaygmligina dikkat ¢ekilen bu c¢alismada, TMP/SMX
direngli izolatlarin dokuzunda, altis1 ISCR2 ile iligkili olmak tizere sul2 geninin varhigi

da gosterilmistir.

Liaw ve ark. (36), %24°G TMP/SMX’e direncli olmak tzere 70 S. maltophilia izolatinin
%60’1inda smif 1 integronlarin varligna rastlamis ve integronlar ile siprofloksasin,
seftazidim, sefepim, tikarsilin-klavulonat, piperasilin-tazobaktam, = TMP/SMX,
meropenem ve gentamisin direnci arasinda anlamli bir iliski saptadiklarini rapor
etmiglerdir. Benzer bir iliski Huang ve ark. (106) tarafindan da bildirilmistir.
Epidemiyolojik olarak iligkisiz 200 S. maltophilia izolatinin intll ve sull varlig:
acisindan tarandigi bu calismada aragtirmacilar, TMP/SMX’e direngli 26 izolatin
23’lnde bu iki geni de saptamis ve smif 1 integron pozitif izolatlarda kanamisin,

tobramisin ve TMP/SMX’e daha yuksek direng goriildiigiinii bildirmistir.

Song ve ark. (107), Kore’deki ii¢ farkli tiniversite hastanesinden toplanan 120 S.
maltophilia izolatin1 degerlendirmis ve sull pozitif 28 izolatin 17’sinde smf 1
integronlara rastlamistir. ISCR2 ve sul2 tespit edilmeyen bu g¢alismada, TMP/SMX
direncli izolatlarin, duyarli izolatlara gére sull geni ve sinif 1 integronlar: anlamli oranda
daha fazla tagidigi bildirilmistir. Kore’de yapilan diger bir calismada, 32’si TMP/SMX’e
direncli 252 S. maltophilia izolati sull, sul2, sul3 ve sinif 1 integron varlig1 agisindan
taranmis ve 23 izolatta 15’1 simif 1 integronlarla iligkili olmak tizere sull geni pozitif
olarak rapor edilmistir. S6z konusu 23 izolat icin TMP/SMX MIK degeri >64/1216
mg/L olarak belirlenirken, sull saptanmayan ve TMP/SMX’e direngli olan 9 izolatta bu
deger 4/76-8/152 mg/L olarak bildirilmistir (108).
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Cin’de yapilan ve TMP/SMX direng oraninin %30.4 olarak rapor edildigi bir calismada,
degerlendirilen 102 izolatin hig¢birinde sinif 2 ve simif 3 integronlara rastlanmamais olup,
66’sinda intll, 52’sinde sull, 13’Gnde sul2 (yedisi sull ile birlikte) ve 16’sinda dfrA
genleri pozitif bulunmustur. sull pozitif izolatlardan 25’inin; sul2 ve dfrA pozitif
izolatlarmn ise tamaminin TMP/SMX e direngli oldugu bildirilmistir. sull geni varliginin
her zaman TMP/SMX direncine yol agmayabileceginin ifade edildigi ¢alismada, sul2 ve
dfrA genleri ile birlikteyken bu direncin ortaya ¢ikabilecegi hipotezi One siiriilmiistiir
(81).

Kaur ve ark. (109) tarafindan yapilan ve 106 klinik izolatta intl1, intl2, intl3, sull ve
sul2 genlerinin varligimin arastirildigi ¢alismada, besi TMP/SMX direngli olmak {izere
toplam dokuz izolatta intll saptanip, izolatlarin higbirinde PCR ile intl2 ve intl3
genlerine rastlanmadigi rapor edilmistir. TMP/SMX’e direncli izolatlardan ikisinde sull
ve sul2 genlerinin birlikteligi bildirilmis; geri kalan 22 izolatin ise sull (10 izolat) veya
sul2 (12 izolat) genlerinden yalniz birini tasidig1 belirtilmistir.

Ulkemizde ise Ozkaya ve ark. (110), TMP/SMX’e direncli 32 S. maltophilia izolatinin
birinde sinif 1 integron ve sull birlikteligine rastlamis ve diger 31 izolattaki TMP/SMX
direncinin baska mekanizmalara bagli olarak ortaya ¢ikmis olabilecegini 6ne siirmiistiir.
Usta ve ark. (101) ise klinik S. maltophilia izolatlarinda sinif 1, 2 ve 3 integronlarin
varligi ve antibiyotik direnci ile iligkilerini arastirmis ve 100 izolatin besinde intll
geninin varhigmi gostermistir. intl2 ve intl3 genlerine rastlamadiklar1 ¢alismalarinda,
TMP/SMX, seftazidim, levofloksasin ve kloramfenikol direnci ile integron varligi

arasinda anlamli bir iligki bulunmadigin bildirmislerdir.

Bu calismada, 99 klinik S. maltophilia izolatinin PCR ile taranmasi sonucunda,
TMP/SMX’e direncli dokuz izolatin hepsinde intll ve sull genleri birlikte saptanmig
olup; duyarl izolatlarda bu gen bdlgelerine rastlanmamigtir. S0z konusu dokuz izolatin
sekizi igin TMP/SMX MIK degeri >32/608 pg/mL; biri igin ise 8/152 pg/mL olarak
belirlenmistir. TMP/SMX direnci ile intll varlig1 arasinda anlamli bir iliski saptanmis
olup, benzer bir iliski seftazidim ve levofloksasin direnci igin gosterilememistir.
Izolatlarin hepsinde intl2, intl3, sul2 ve sul3 genleri icin PCR sonucu negatif olarak
bulunmustur. Bu sonuglar diger arastirmacilarin bulgulart ile uyumlu olarak, sinif 1

integronlarin  3'-korunmus bdlgesinde yer alan sull geninin, S. maltophilia
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izolatlarindaki TMP/SMX direncinde onemli bir role sahip olduguna isaret etmektedir.
Bu durum, horizontal gen transferi ile tedavide birinci secenek olarak kabul edilen
TMP/SMX’e olan direncin yayginlasmasi agisindan tehdit olusturmakta ve TMP/SMX
direncinin, molekiiler mekanizmalar1 ile birlikte takip edilmesi gerektiginin altini

cizmektedir.

Direng problemlerine bagli olarak S. maltophilia enfeksiyonlarmin tedavisinde ortaya
c¢ikan sorunlar, klinik suslarin epidemiyolojik karakterizasyonunun  énemini
artirmaktadir. Bu mikroorganizmaya bagli enfeksiyonlarin ve nozokomiyal salginlarin
epidemiyolojisinin arastirilmasinda basta PFGE olmak {izere cesitli molekiiler
tiplendirme yontemlerine bagvurulmaktadir (3, 111, 112). S. maltophilia izolatlarinin
PFGE ile tiplendirilmesinde, restriksiyon enzimi olarak siklikla Xbal ve Spel
kullanilmaktadir (6, 73). Yapilan karsilastirmali bir ¢alismada Spel enzimi ile Xbal’e
gore daha az sayida bant olugmakla birlikte daha yiiksek ayrim giicli elde edildigi
bildirilmistir (113).

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada 105 yatan hastaya ait 132 klinik izolat ve hastaneden
izole edilen yedi ¢evresel izolatin PFGE ile tiplendirilmesi sonucunda tek bir hastaneden
koken almasina ragmen izolatlar arasinda yiiksek genetik cesitlilik izlenmis olup; bu
durumun S. maltophilia’nin ¢evresel olarak yaygin bir mikroorganizma olmasi ile iligkili
olabilecegi belirtilmistir. S0z konusu c¢alismada, hastalar arasinda capraz bulastan
sorumlu oldugu 6ne siiriilen bes klon tespit edilmis olup; fiberbronkoskoplardan izole
edilen bir S. maltophilia susunun, respiratuvar izolatlar1 iceren bir klon ile aynt PFGE

paternini gosterdigine dikkat ¢ekilmistir (114).

Schaumann ve ark. (115), Almanya’daki bir tiniversite hastanesinde bir yillik siiregte 59
hastanin farkli klinik 6rneklerinden izole edilen 96 S. maltophilia izolatininin PFGE
analizi sonucunda, her biri 2-11 adet izolat iceren 17 kiime ve 45 sporadik patern
saptandigin1 ve hastanelerinde belirli bir S. maltophilia susuna bagli salgin tespit

edilmedigini bildirmistir.

Italya’daki bir KF merkezinde yapilan arastirmada, ii¢ yillik siirecte hastalarin
%30.4’tinde en az bir solunum yolu 6rneginde S. maltophilia iiremesi goriilmiis ve

tesadiifen secilen 50 hastaya ait 110 izolat, PFGE yontemiyle tiplendirilmistir. Toplamda
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65 major patern belirlenen calismada, seri pasajlar ile PFGE paterninin degisim
gostermemesinden yola ¢ikilarak, bu genetik heterojenligin PFGE paternlerinin stabil
olmayisindan ziyade gercek klonal c¢esitlilikle ilskili olabilecegi One siirtilmiistiir.
Ayrica, farkli hastalardan ayn1 PFGE profiline sahip suslarin izole edilmesi, hastalar
arasinda muhtemel yayillim olarak degerlendirilmis ve bu durumun sik olmamakla

birlikte miimkiin olabilecegi sonucuna varilmistir (116).

Neela ve ark. (117) tarafindan, Uclncl basamak bir hastanede bir yilik slrecte izole
edilen 63 izolat, PFGE ile tiplendirilmis ve 59 farkli patern tespit edilmistir. Farkli
birimlerdeki hastalarin klinik 6rneklerinden ayni bant profiline sahip suslarin izole
edilmesi sebebiyle servisler arasinda da ¢apraz bulasin olabilecegine vurgu yapilan
calismada, bu tarz yayilimlarin direngli izolatlarla gergeklesme potansiyeli nedeniyle
antibiyotik diren¢ siirveyansi yaninda siirekli epidemiyolojik monitorizasyonun da

gerekli oldugunun alt1 ¢izilmistir.

Flores-Trevifio ve ark. (118), yedi yillik siiregte toplanan 102 klinik izolatin
tiplendirilmesi sonucunda, 89 farkli PFGE profilinin belirlendigi ve izolatlarin
%21.6’sm1n dokuz kiime icerisinde toplandigini rapor etmistir. Bu genetik c¢esitlilikten
yola cikilarak, izolatlarin ¢ogunun birbirinden bagimsiz olarak edinilmis olabilecegi

ifade edilmistir.

Ulkemizde ise Koseoglu ve ark. (119), 40 S. maltophilia izolatinin molekiiler
epidemiyolojisini inceledikleri ¢alismalarinda, izolatlarin 22’sinin ii¢ ayr1 kiime
icerisinde toplandigi; geri kalan 18 izolatin ise farkli PFGE paternleri gosterdigini
bildirmistir. Ayrica, tespit edilen kiimelerden ilkinde yer alan 11 sustan dokuzunun ayni
antibiyotik duyarlilik profiline sahip oldugu; diger iki kiimede yer alan suslarin ise farkl
duyarhilik paternleri gosterdigi rapor edilmistir. Genetik ¢esitliligin, selektif antibiyotik
baskist altinda farkli ¢evresel izolatlarin secilmesine bagli olabilecegi ifade edilen
calismada, ayni genotipe sahip izolatlardan olusan klonlarin da bulunmasi sebebiyle
capraz bulasin tamamen goz ard1 edilemeyecegine dikkat ¢ekilmistir. Ulkemizde yapilan
bir diger ¢calismada, 188 hastaya ait 205 klinik izolat PFGE ve ERIC-PCR yontemleriyle
tiplendirilmis ve PFGE yontemi ERIC-PCR’a gore daha ayirt edici bulunmustur. PFGE
sonucunda 31 izolatin genetik olarak iligkili bulundugu ve toplamda 188 farkli genotip

tamimlanan calismada, antibiyogram paternleri ile genotiplerin iliski goéstermedigi
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bildirilmistir. On bes hastanin farkl viicut bolgelerine ait birden fazla izolat bulunmasina
ragmen yalniz sekiz hastada bu izolatlarin benzerlik gosterdigine deginilen ¢alismada,
hastalar arasinda c¢apraz enfeksiyonun sik olmadigi ancak ozellikle yogun bakim
unitelerinde olmak Uzere bu bakteriye bagli mindr salginlarin ortaya c¢ikabilecegi

sonucuna varilmistir (11).

Diger arastirmacilar tarafindan vurgulandigi gibi, bu calismada da epidemiyolojik
tiplendirme sonucunda S. maltophilia izolatlar: arasinda yiiksek oranda genetik cesitlilik
saptanmis olup; bu durum, S. maltophilia’nin genis g¢evresel dagiliminin bir sonucu
olarak farkli kaynaklardan edinilmis olmasi ihtimalini diisiindiirmektedir. Molekiler
epidemiyolojik arastirmalarda altin standart olarak kabul géren PFGE yoOnteminin
kullanildig1 bu ¢alismada, Spel ile makrorestriksiyon sonrasinda izolatlarin 24’i (%24.2)
klonal olarak kiimelenme gostermis olup; geri kalan 75 izolata ait sporadik genotiplerle
birlikte toplam 82 farkli PFGE profili tespit edilmistir. PFGE diginda, AP-PCR ve rep-
PCR gibi diger molekiiler epidemiyolojik yontemlerin kullanildigi ¢alismalarda da
benzer sekilde genetik ¢esitlilik bildirilmektedir (11, 89, 97, 120-123).

Bu ¢alismada, PFGE analizi sonucunda her biri 2-7 adet izolat iceren yedi farkli klon (A-
G) tespit edilmistir. Genomik cesitlilik yaninda klonalligin de izlenmesi, hastalar
arasinda capraz bulas olabildigi veya bu suslarin ortak bir kaynaktan edinildigi ihtimalini
distindlirmistiir. Bu durum c¢oklu direngli patojenlerin yayiliminin 6nlenmesinde
enfeksiyon kontrol dnlemlerinin dogru ve yeterli bir sekilde uygulanmasi gerektiginin
altim1  ¢izmektedir. Yapilan ¢alismalarda, alinan Onlemlerle S. maltophilia’nin
yayiliminin sinirlandirilmasinda bildirilen basarili sonuglar bu goriisii desteklemektedir
(124-126). Direngli suslarla meydana gelen klonal yayilim sonucu antibiyotik direncinin
yayginlagmasi, tedavi giicliiklerine yol a¢masi bakimindan enfeksiyon hastaliklar
pratiginde ciddi bir problemdir. Bu ¢alismada TMP/SMX’e direngli bulunan dokuz
izolattan besinin ayni klon (E klonu) igerisinde yer almasi, bu tarz yayilimlarin oniine

gecilmesi gerektigine dikkat cekmektedir.

S. maltophilia, tibbi aletlerde kolonize olarak biyofilm olusturabilmektedir (40).
Bronkoskoplarla iliskili olarak S. maltophilia’ya bagli ¢apraz bulas ve psodoepidemiler
bildirilmistir (114, 127, 128). Bu ¢alismada, PFGE sonuglarina gére BAL Orneklerinde

kiimelenme gortlmesi Gzerine hastane enfeksiyon kontrol komitesi ile temasa gegcilerek
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gogiis hastaliklart ve gogiis cerrahisi birimlerince kullanilan bronkoskoplardan ve
yikama-dezenfeksiyon cihazindan Kkiiltiir i¢in O6rnekleme yapilmistir. Ancak, Kaltor
sonucunda S. maltophilia Uremesi tespit edilememistir. Bu durumun, Kklinik
numunelerden yapilan izolasyonlar ile gevresel ornekleme arasinda gecen siirede S.
maltophilia’nin ortamdan uzaklagsmis olmasina veya Orneklemedeki muhtemel
yetersizliklere bagh olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte alinan 6rneklerden P.
aeruginosa, P. putida, A. xylosoxidans ve E. faecium iiretilmis olmasi bronkoskoplarin
dezenfeksiyon siirecinde yetersizlik veya hatali uygulamalar olabilecegini akla getirmis
olup; takip eden siirecte, uygun dezenfeksiyon islemleri saglandiktan sonra tekrar edilen
kalturlerde bakteri tiremesi goriilmemistir. Bu durum, bronkoskoplarin S. maltophilia ile
de kontamine olabilecegini ve bunun sonucunda psddoepidemilere veya predispozan

faktorlere sahip hastalarda enfeksiyonlara yol agabilecegini diistindiirmektedir.

Firsatg1 bir patojen olan S. maltophilia, ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara yol
acabilmekte ve birgcok antimikrobiyal ajana direngli olmasi, tedavi segeneklerini
kisitlandirmaktadir. Bu sebeple S. maltophilia’nin basta TMP/SMX olmak {izere
tedavide kullanilabilecek ajanlara diren¢ durumunun takip edilmesi ve direncin
yayilimini 6nlemeye yonelik tedbirlerin alinmasi gereklidir. S. maltophilia gibi direncli
patojenlerin hastane ortaminda yayilimimin en aza indirilmesi i¢in enfeksiyon kontrol
onlemlerinin ve sterilizasyon-dezenfeksiyon prosedurlerinin dogru ve eksiksiz bir
sekilde uygulanmasina ihtiya¢ vardir. Bu baglamda, nozokomiyal patojenlerin bulag
yollar1 aragtirilarak onleyici stratejilerin gelistirilmesinde ve alinan enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin etkinliginin izlenmesinde izolatlar arasindaki klonal iligkiyi belirlemeye

yonelik molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar biiyiik 6nem tasimaktadir.
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6. SONUCLAR

1. Bu galismadaki 99 klinik S. maltophilia izolati, siklikla yogun bakim iinitelerinde
yatmakta olan hastalardan (%47.5) ve ¢ogunlukla solunum yolu (%46.5) ve kan
(%28.3) orneklerinden izole edilmistir. izolatlarimn TMP/SMX, levofloksasin ve
seftazidime duyarlilik oranlar sirasiyla %90.9, %91.9 ve 9%53.5 olarak bulunmustur.
S. maltophilia’nin basta TMP/SMX olmak iizere antimikrobiyal ajanlara direng
durumunun takibi, direng genlerinin saptanmasi ve direncin aktariminda énemli olan
mobil genetik elementlerin tanimlanmas1 akilc1 antibiyotik kullanim politikalarinin

olusturulmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

2. Tedavide birinci secenek olan TMP/SMX’e direngten sorumlu sull, sul2, sul3
genleri ile horizontal gen transferinde 6nemli rol oynayan smif 1, 2, 3 integronlarin
PCR ile arastirilmasi sonucunda TMP/SMX’e direngli izolatlarin tamaminda sull
geni ve sinif 1 integronlarla iliskili intll geni tespit edilmistir. Izolatlarin hepsinde
intl2, intl3, sul2 ve sul3 genleri i¢in PCR sonucu negatif olarak bulunmustur.
Integron varlig1 ile levofloksasin ve seftazidim direnci arasinda ise anlamli bir iligki

tespit edilememistir.

3. Sinif 1 integronlarin 3’-korunmus bolgesinde yer alan sull geninin S. maltophilia
izolatlarindaki TMP/SMX direncinde 6nemli bir role sahip olmasi, direncin
yayginlagsmasi agisindan tehdit olusturmakta ve TMP/SMX direncinin, molekiiler

mekanizmalari ile birlikte takip edilmesi gerektiginin altin1 ¢izmektedir.
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4. Bu caligmadaki 99 S. maltophilia izolatinin PFGE yontemiyle tiplendirilmesi
sonucunda izolatlarin 75’1 sporadik; 24’i klonal iliskili olarak bulunmustur.
Genomik ¢esitlilik yaninda klonalligin de izlenmesi, hastalar arasinda ¢apraz bulas

veya ortak bir kaynaktan suslarin edinilmesi ihtimalini diislindiirmiistiir.

5. Coklu direncli bir nozokomiyal patojen olan S. maltophilia’nin hastane
ortamindaki yayilimini en aza indirmek igin enfeksiyon kontrol dnlemlerinin ve
sterilizasyon-dezenfeksiyon prosediirlerinin  dogru ve eksiksiz bir sekilde
uygulanmasma ihtiya¢ vardir. Onleyici stratejilerin belirlenmesi ve alman kontrol
Onlemlerinin etkinliginin izlenmesinde molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar biiyiik

O6neme sahiptir.
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