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MDR Klebsiella pneumoniae izolatlarinda
karbapenemaz genleri ve litik bakteriyofaj izolasyonu

Uzm. Dr. Burcu Altunay

Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji

Etik izin: Bu ¢alisma icin Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’dan onay alinmistir.
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Table 12. Distribution of species-specific programmes by mode of action and WHO bacterial
priority pathogen list

Bacterial priority pathogen
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Mode of action category S % 3 £ 3 2 &
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S S
Small molecule - direct acting 30 5 17 2 4 1 1
Small molecule - indirect acting 16 1 0 2 3
Peptide - direct acting 4 3 1
Large molecule - direct acting 4 1 3
Large molecule - indirect acting 2 2
Bacteriophage/bacteriophage products 13 1 2 |3 1 4 2
Biologic (antibody or other 5 1 1 2 1
biotherapeutic)
Mucleic acid-based products 1 1

* Activity against bacteria resistant to carbapenem antibiotics and bacteria resistant to third-generation cephalosporin antibiotics is not always
disclosed and so species activity is represented.

Analysis of antibacterial agents in clinical and preclinical development: overview and analysis 2025. Geneva: World Health Organization; 2025.
Licence: CCBY-NC-SA3.01GO.
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* Hastanemizdeki MDR K. pneumoniae izolatlarinin karbapenemaz
profilini belirlemek.

* Bu direncli suslara karsi cevresel kaynaklardan litik fajlar izole etmek.

* Bu fajlarin tedavi potansiyellerini in vitro diizeyde degerlendirmektir.



YONTEM

® () () () ® ® ®
Mart Agustos Haziran Agustos
2018 2020 2021 2021

@ 32 hasta, 20’si enfekte ';T/ Faj genom analizi,
Karbapenemaz profili




YONTEM

Klinik Numune Kiiltiiru N=38 (%)
Kan 11 28,9

Trakeal aspirat 10 26,3

idrar 8 21,1

Yara yeri 5 13,2

Balgam 3 7,9

Safra sivisi 1 2,6

Tablo 1. MDR K.pneumoniae’larin izole Edildigi Klinik Materyallerin Dagilimi




Faj SUspansiyonlarinin Hazirlanisi
Santriflj ve Filtreleme

Filtrelenmemis 15 dk, 5000 rpm Filtrelenmis
atik su ornegi atik su 6rnegi



Faj SUspansiyonlarinin Hazirlanisi
Zenginlestirme
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Faj SUspansiyonlarinin Hazirlanisi

- - -

Zenginlestirilen 37°C ‘de
stispansiyonlar 18-24 saat

Ertesi glin tekrar
santriflj ve filtreleme



100 ul

1022

Faj Varliginin Saptanmasi
Ikili Agar Kaplama Metodu

TSA + CaC|2



Faj Varliginin Saptanmasi: Spot Test Yontemi

10-20pl &~

Kaynak 1 Kaynak 3

Faj filtratlari # 37°C ‘d
e
(X4) TSA + CaCl, 18-24 saat

TSA + C&Clz
Kaynak 2 Kaynak 4



Faj Varliginin Saptanmasi: Spot Test Yontemi

Resim 1. Atik su drneklerinde bakteriyofaj tespiti



Tek Plak Izolasyonu ile Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi

"r_:-._
\x\
\ 100l 100l 100 pl

AN TN N A

%. 107 1072 10 107 1078

SM Buffer

Faj filtratlar

Sekil 1. Seri Diliisyonla Bakteriyofaj Titrelerinin Seyreltilmesi



Ikili Agar Kaplama Metodu
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Tek Plak Izolasyonu ile Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi

Faj + indikator
bakteri

Resim 2. (A) K. pneumoniae 1022 ‘ye (B) K. pneumoniae K1152‘ye etkili fajin ikili agar kaplama
yontemi ile elde edilen karisik morfolojideki faj plaklari

37°C ‘de
18-24 saat
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Resim 3. Tek Plak Izolasyon Yontemi ile Saflastiriimis Bakteriyofajlarin Petri Gériintiileri

Elde edilen fajlar sirasiyla KpF1 den KpF7 ye kadar isimlendirilmistir



Saflastirilan Fajlarin K. pneumoniae 1zolatlari Uzerine

K. pneumoniae
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Direngli (-)

Resim 4. Plak morfolojilerine gore saflastirilan fajlarin spot test yontemi ile klinik K. pneumoniae izolatina denenmesi
Bakterinin; “+” duyarh (Lizis pozitif) oldugu fajlar
Bakterinin; “-” direngli (Lizis negatif) oldugu fajlar
C; kontrol olarak SM buffer damlatildi.



BULGULAR

Saptanan gen N=52 %
NDM 20 38,5
OXA 19 36,5
VIM 12 23,1

KPC 1 1,9

IMP 0 0,0

Gen Kombinasyonlari N=26 %
OXA + NDM 10 38,5
OXA +VIM 7 26,9
NDM + VIM 6 23,1
OXA + NDM + VIM 3 11,5

Tablo 2. K. pneumoniae izolatlarinda bulunan karbapenemaz genlerinin dagilimi



Izole edilen Faj DNA’larinin
Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

Markel KpF1 KpF2 KpF3 KpF4 —KpFS KpF6 KpF7 KpF3 KpF4 | KpF5 KpF6 KpF7
. Marker KpF1 KpF2 Kp P p p P Marker
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Resim 5. K. pneumonia bakteriyofajlarinin EcoRI ve Hindlll kesimi sonucu jel
elektroforezinde olusan fragmentler.




GRUP 1 GRUP 2
1 0, P

T saktert [Wieropenem | Karbapenemaz | 11« | | e | cory » 7 fajin 33/38 (%86,84) K. pneumonia izolatina

° |izolatian| Duyarligr | Direng Genleri | "0 | TP7 | T | TP | PR | TP | TP karsi litik etkili oldugu tespit edildi.

1 2473 R NDM, VIM + + + + + + +

2 | 1022* R NDM, VIM B - T N T + N

3 | k3199 R NDM, VIM + ¥ + N + ¥ + . o . )

2 T 28 R TN || 3 " - - . . " * Fajlarin litik etki spektrumlari;

5 2060 R NDM + + + + + + +

6 | 1024 R NDM T ¥ T ¥ T i + o

7 [2289 | ® 2 v | - - [+ |+ |+ * KpFligin 30/38 (%78,94) "|

GRUP 1 GRUP 2
No Bakteri | Meropenem [Karbapenemaz e ) —— KoF4 KoFS KoF6 KoE7
izolatlari | Duyarliig1 | Direng Genleri : s P P P P P

7 2289** R )] - - + +
9 K2276** R VIM + + 5 -
17 2459** R NDM - - - + - - -
22 K1315** R NDM, OXA, VIM - - + + - -
29 1575** R NDM + + + - + -

29 [ 1575+~ R NDM + N T ¥ ; + B

30 | 1535 R NDM, OXA + ¥ + ¥

31| K3454 R OXA + + + +

32| k1319 R VIM ; } - .

33| 1035 R NDM ; } - 5

34| k3273 R [ N ¥ o "

35 | 302 . . -

3: 293; E N;M : : : : - - - ”+_": duyarl, “-”: direncli K. pneumonia izolatlari

37| 1235 R OXA + + + + + + + * Indikator Bakteriler

38 | 1027 R [ + + + + + + + ** Restriksiyon profilleri ayni olan fajlara karsi farkli hassasiyet gosteren K.

Bl - - - - : u i pneumonia izolatlari




Fajlarin Genom Karakterizasyonu

Fajin genom blyukligli 174.940 baz giftidir.

GC orani %41,87.
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Genomda 208 agik okuma gergevesi (ORF) KpF2

174.940 bp
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Caudovirales takiminin ve Myoviridae ailesinin Uiyesi
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Fajlarin Genom Karakterizasyonu
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Fajin genom blyudkligl 38.290 baz ciftidir

GC orani %51.03’tiir.

Genomda 56 agik okuma gergevesi (ORF) KpF5

38.290 bp

Caudovirales takiminin ve Siphoviridae ailesinin Uyesi
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Fajlarin Konak Araliklarinin Belirlenmesi

Bakteri Referans No KpF2 | KpF5 Enterococcus faecium V585-VanB N N

E.coli (EIEC) Enteroinvaziy, ATCC 43893 N N S. qureus ATCC 29213 N N
E.coli (ETEC) ETEC toksin ATCC 35401 N N S. qureus ATCC 43300 N N
E.coli (EHEC) ATCC 35150 N N Micrococeus lutens ATCC 9341 N N
E.coli ATCC 25922 N N Pseudomonas aerugingsa DSM-22644 N N

Shigella boydii RSK 1040 ABD N N Pseudomonas aeruginesa ATCC 27583 N N
Shigella dvsenteriae RSK 4070 NCTC N N Pseudomonas aerugingsa PAOL N N
Shigella flexneri RSK 6024 ATCC N N Pseudomonas agruginesa NCTC 6750 N N
*Shigella sonnel RSK 96021 P N P. geurggingsa 1126 Klinik N N
Salmonella abony. NCTC 6017 N N P. geurgginasa 1834 Klinik N N
*Salmonella enterica RSK 760 P N P. geuroginosa 1897 Klinik N N
Salmonella tvphi RSK 6 N N P. geuroginosa 399 Klinik N N
Salmonella typhimuriym RSK 95091 N N Acinetobacter, 1836 Klinik N N
E.faecalls ATCC 29212 N N Acinetobacter 3281 Klinik N N
Enterococcus fecalis, ATCC 51299 N N P. yulegris 1143 Klinik N N
Enterococcus faecium RSK 623 N N P. mirobilis 3789 Klinik N N

“P”: Fajin bakteri Gzerinde litik etkisi var.
“N”: Fajin bakteri izerinde litik etkisi yok.
*Klebsiella pneumoniae disinda KpF2 fajina karsi hassas olan bakteriler.



TARTISMA VE SONUC

4 38 MDR K. pneumoniae

NDM geni = 20/52 (%38,46)

31 litik / 38; (%81,57) etki ile KpF2 faji
19 litik / 38; (%50) etki ile KpF5 faji
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