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OzZET

Bu calismanin amaci, Klebsiella kdkenlerinde siderofor ve serum direncini saptamak idi. Calismaya alinan toplam 120 Klebsiella
kdkeninin 80’ni idrar érneklerinden, 40’1 diger érneklerden soyutlanmigti. Toplam 120 susun 90’1 K. pneumoniae, 30'u K. oxytoca idi.
Aerobaktin ve enterobaktin varligi biyolojik yontemle arastirildi. Toplam 120 Klebsiella susunun %30.8’inin aerobaktin, %91.7’sinin
enterobaktin sentezledigi bulundu. Enterobaktin sentezi aerobaktin sentezinden daha yiksek bulundu. Suslarin %63.3'linde serum
direnci pozitif olarak saptandi.

SUMMARY

The purpose of this study was to determine the production of siderophores and serum resistance in Klebsiella strains. Of the total
120 strains 80 were obtained from urinary specimens and 40 from various other specimens. Of the 120 Klebsiella isolates, 90 were
K. pneumoniae and 30 were K. oxytoca. Aerobactin and enterobactin production was determined by bioassay method. The production of
aerobactin was found in 30.8% and enterobactin in 91.7% of the isolates. Serum resistance was positive in 63.3% of the total

strains.

GiRiS

Klebsiella tirleri 6zellikle Klebsiella pneumoniae toplum
kaynakli ve nozokomiyal infeksiyonlarin 6nemli bir nede-
nidir. Klebsiella pneumoniae tim vicut bdlgesinde
infeksiyona neden olmakla birlikte, 6zellikle Griner sis-
temde ve solunum sisteminde infeksiyonlara neden olur
(1, 2). Bakteri infeksiyonu, karisik ve g¢ok faktorli meka-
nizmalarin rol aldigi bir olaydir. Klebsiella turlerinde kap-
sul antijenleri, farkli adezinler (Tip 1 pili-MSHA), Tip 3 pili
(MR/K-HA), non fimbrial adezinler ve agregatif adezin),
sideroforlar, serum direnci gibi gesitli virulans faktorleri
tanimlanmistir (3). Demir bakterilerin biylimesi, ¢ogal-
masl! ve konakta kalici infeksiyon olusumunda temel rol

alir. Patojen bakteriler konaktaki proteinlere bagl demiri
kullanabilmek igin c¢esitli mekanizmalar gelistirmigtir.
Bunlarin iginde en bilineni sideroforlardir (4-7). Sidero-
forlar demir baglama yetenegi olan diisiik molekil agir-
ikl bilesiklerdir. Bagirsak bakterilerinde enterobaktin
(fenolat) ve aerobaktin (hidroksamat) olmak Uzere iki tip
siderofor tanimlanmistir (4, 6). Klebsiella turlerinin her iki
tip sideroforu sentezledikleri gosterilmistir (3). Klebsiella
turlerinin diger virulans 6zellikleri yaninda serumun bak-
terisidal etkisine direng gostermeleri infeksiyon gelisi-
minde 6nemlidir.

Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden soyutlanmis
Klebsiella tirlerinde siderofor ve serum direncinin varli-
ginin arastiriimasi amacglanmistir.
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GEREG VE YONTEM

Calisma kapsamina toplam 120 Klebsiella susu alindi.
Cesitli drneklerden soyutlanan Klebsiella suslari gele-
neksel yontemler ile tanimlandi.

Siderofor varlidi (aerobaktin ve enterobaktin) Rabsch ve
Reissbrodt (8,9) tarafindan tanimlanan biyolojik yéntem-
le arastirildi. Aerobaktin igin Tris-slksinat besiyeri ve
enterobaktin igin Vogel — Bonner besiyeri kullanildi.
Aerobaktin igin indikatoér olarak Escherichia coli LG-1522
ve enterobaktin igin Salmonalla typhimurium enb-7
mutant suslari kullanildi. Aerobaktini arastirmak igin ha-
zirlanan 6zel besiyerine arastirilacak susun tris-siiksinat
besiyerinde hazirlanmis olan slspansiyonundan 5 pl e-
kildi ve 37° C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra deger-
lendirildi. Test edilen susa ait ekimin etrafinda besiyerine
Onceden eklenmis olan E. coli LG-1522 mutant susunun
Uremesinin gbzlenmesi aerobaktin tip siderofor sentezi-
nin pozitif oldugu yéninde yorumlandi. Enterobaktin var-
igini arastirmak icin hazirlanan 6zel besiyerine arastiri-
lacak susun Vogel-Bonner besiyerinde hazirlanmis olan
stspansiyonundan 5 ul ekildi ve 37° C'de bir gecelik
inkibasyondan sonra degerlendirildi. Arastirilan susa ait
koloninin cevresinde nutrient agara 6nceden eklenmis
olan S. typhimurium enb-7 mutant susunun Uremesinin
g6zlenmesi enterobaktin Uretimi yoniinden pozitif sonug

olarak yorumlandi (8, 9).

Serum direnci mikropleyt yoéntemi ile arastirildi.
Mikropleytin her kuyucuguna test edilecek susun hazir-
lanan suspansiyonundan 50 ul ve 6nceden elde edilmis
O kan grubu insan serum havuzundan 50ul serum
pipetlendi. Tim suslarin bu karigsimindan 0. dakikada ve
calkalayicida 37 °C’de 180 dakika inkibe edildikten son-
ra kanli agara ekimleri yapildi. Suslarin kanli agardaki
Uremeleri baslangi¢ degerinin %1’ine dismugse seruma
duyarli, 180 dakika sonunda bakterilerin %90’dan fazlasi

yasiyorsa seruma direngli olarak degerlendirildi (10).

BULGULAR

Toplam 120 Klebsiella susunun 80’i idrar 6rneklerinden,
401 diger érneklerden soyutlanmigtir. Suglarin 90 tanesi
K. pneumoniae ve 30 tanesi K. oxytoca olarak tanimlan-
di.

Toplam 120 Klebsiella susunun %30.8’'inde aerobaktin
ve %91.7’sinde enterobaktin Uretimi pozitif bulundu. Se-
rum direnci %63.3 olarak saptandi. Suslarin virulans 6-
zellikleri Tablo1, 2 ve 3’te verilmistir.

TARTISMA

Firsatci patojenlerden olan Klebsiella tirleri 6zellikle ba-
gisikhk sistemi baskilanmis bireylerde ve hastaneyle ilis-

Tablo 1. Klebsiella turlerinin virulans 6zellikleri

Aerobaktin (pozi

tif) Enterobaktin (pozitif) Serum direnci (pozitif)

% n % n %

Tur

n
K. pneumoniae (n=90) 34
K. oxytoca (n=30) 3
Toplam (n=120) 37

37.7 82 91.1 54 60
10 28 93.3 22 73.3
30.8 110 91.7 76 63.3

Tablo 2. Klebsiella suslarinin farkh 6rne

klere gore siderofor ve serum direnci 6zelligi

. Aerobaktin (pozitif) Enterobaktin (pozitif) Serum direnci (pozitif)
Ornek

n % n % n %
idrar (n=80) 23 28.8 72 90 52 65
Balgam (n=12) 2 16.6 12 100 9 75
Diger (n=28) 12 42.8 26 92.8 12 42.8
Toplam (n=120) 37 30.8 110 91.7 76 63.3
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Tablo 3. Farkli 6rneklerlerden soyutlanmis Klebsiella tirlerinin siderofor ve serum direnci 6zellikleri

Aerobaktin (pozitif)

Enterobaktin (pozitif) Serum direnci (pozitif)

Tar

n % n % n %
K. :
" -pnedmoniae 20 35.7 50 89.3 33 58.9
Idrar (n=56)
Balgam (n=8) 2 25 8 100 8 100
Diger (n=26) 12 46.1 24 92.3 13 50
Toplam (n=90) 34 37.7 82 91.1 54 60
K. oxytoca
. 3 12.5 22 91.7 19 79.2
Idrar (n=24)
*Balgam (n=4) 0 - - 1 -
*Diger (n=2) 0 - - 2 -
Toplam (n=30) 3 10 28 93.3 22 73.3

* Sayi duslk oldugundan yiizdeler veriimemistir.

kili infeksiyonlarda, diyabetli hastalarda ve kronik pul-
moner obstriiksiyon varliginda ciddi infeksiyonlara neden
olmaktadir. Klebsiella tirleri nozokomiyal bakteri infeksi-
yonlari arasinda %3-7 oraninda infeksiyon olusturmak-
tadir (3). Nozokomiyal Klebsiella infeksiyonlari ézellikle
Uriner ve solunum sistemi ile iligkilidir. Bu her iki konak
bodlgesi de konak savunma mekanizmalarinin yogun ola-
rak bulundugu alanlardir. Patojenik Klebsiella tirleri ko-
nagin savunma mekanizmalarini kiracak adezinler, LPS,
kapsul, serum direnci ve sideroforlar gibi cesitli virulans
faktorleri salgilarlar (3). Sideroforlar disuk molekul agir-
likl demir selatorleri olarak bilinmektedirler. Hidroksamat
tip siderofor aerobaktin ve fenolat tip enterobaktin en iyi
bilinenlerdir (4, 6). Gram-negatif bakterilerin bir grubu
dusuk oranda (%20’nin altinda) aerobaktin sentezlerken
E. coli gibi diger bir grubun ise %40’ In Uzerinde
aerobaktin sentezledigi bildirilmistir (3).

Klebsiella turlerinin de hem aerobaktin hem de entero-
baktin sentezledigi gosterilmistir. Klebsiella suslarinin
¢ogunun enterobaktin sentezledigi cesitli ¢alismalarla
gosterilmistir (11-16). Bu galismada tum suslarin %91.7’
si, K. pneumoniae suglarinin %91.1 ve K. oxytoca tirle-
rinin %93.3’Unln enterobaktin Urettidi, buna karsilik, tim
suslarin %30.8, K. oxytoca suslarinin %10 oraninda
aerobaktin sentezledigi saptanmistir (Tablo 1). Klebsiella
suslarinda % 5.3-8 arasinda aerobaktin varligini bildiren
calismalar (11, 12, 15) yaninda %65, %50 oraninda
aerobaktin pozitifligi bildiren g¢alismalar da vardir (13,
17). Otuzdoért K. pneumoniae susunda biyolojik ydntemle
siderofor sentezi arastirilan bir ¢alismada, suslarin tu-
minun enterobaktin sentezledigi, tim suslarin  %50’si-
nin aerobaktin sentezledigi, uriner 6rneklerin %31, kan
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orneklerinin %67’sinin aerobaktin sentezledigi bildirilmis-
tir (17). Ang-Kuglker ve ark. (12) 26 Klebsiella susunda
yaptiklari c¢aligmalarinda tim Klebsiella tirlerinde
siderofor Uretimini pozitif bulduklarini, suslarin %8'nin
aerobaktin Urettiklerini bildirmislerdir. Ayni calismada K.
pneumoniae susglarinin %10 oaraninda aerobaktin Uretti-
gi belirtilmigtir (12). Sunulan bu calismada K. oxytoca
suslarinda K. pneumoniae suslarina goére daha disik
oranda aerobaktin saptanmistir (Tablo 1 ve 2). Calisma-
da idrar orneklerinde tiim suslarda %28.8 oraninda
aerobaktin pozitif saptanirken, ayni 6rneklerde K.
pneumoniae suglarinda %35.7 ve K. oxytoca suslarinda
%12.5 oraninda aerobaktin pozitifligi saptanmistir (Tablo
2 ve 3).

Biyolojik yontemle yapilan siderofor ¢aligmalarinda gesgit-
li indikator suslar kullaniimaktadir. Koczura ve
Kaznowski (17) calismalarinda indikator sus olarak E.
coli LG1522 kullanildiginda rodotorulik asit aracihgi ile
aerobaktin  sentezinin uyarildigini ayni c¢alismayi
Aurobacterium flavescens JG-9 ile yaptiklarinda suslarin
hi¢ birinde aerobaktin sentezine rastlamadiklarini bildir-
miglerdir. Bu durum farkli ¢aligmalardaki oranlar arasin-
daki farklilig1 agiklayabilir. Farkl ¢alismalarda kullanilan
yontem ve calismacilarin kullandiklari indikatér susun
6zelligi pozitiflik oranini belirliyor olabilir. Bu durumun
baska cgalismalarla ve molekiler yontemler ile destek-
lenmesi uygun olacaktir. Bu galismada aerobaktin igin
indikator sus olarak E. coli LG1522 kullaniimigtir. Sonug-
lar, Koczura ve Kaznowski (17)'nin sonuglari ile uyumlu
bulunmustur. Sideroforlar diger bakterilerde oldugu gibi
Klebsiella turleri icinde 6nemli bir virulans faktoéradar.
Bakteriler konagin demir kaynaklarindan hemoglobin,
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transferrin ve laktoferrinden demiri sideroforlar aracilig
ile alirlar. Yapilan bir calismada K. pneumoniae susla-
rinin her uU¢ demir kaynagdini kullanabildiklerini, bazi
suslarin hemoglobin ve transferrinden demir alamazken,
tim suslarin %97’sinin laktoferrinden demir kazanimi
sagladiklari bildirilmistir (17). Diger Gram-negatif bakteri-
ler igin aerobaktin tip siderofor Uretiminin bakterilerde
konak demirini kullanmada 6nemli bir virulans faktort
oldugu ancak Klebsiella tirleri icin aerobaktin aracilikh
demir kazaniminin patojeniteye indirekt katki sagladigini
belirten yayinlar olmakla birlikte (3), K. pneumoniae
suslarinda patojenitede aerobaktinin temel rol aldigini
belirten galismalar da vardir (18). Son yillarda yapilan
calismalarda Klebsiella klinik suslarinda aerobaktin sen-
tezinin yiksek bulunmasi ve 6zellikle laktoferrinden de-
mir elde edildiginin gdsterilmis olmasi énemli gorulmek-
tedir (17). Bu calismada da klinik Klebsiella suslarinda
aerobaktin, diger Gram-negatiflerde bildiriimis olan oran-
lar kadar yiksek olmasa da beklenenden yiiksek bulun-
mustur.

infeksiyon gelisimi sirasinda konak savunmasinin ilk ba-
samaklarindan biri polimorfonuklear I6kositler aracilidi ile
fagositoz ve serumun bakterisidal etkisidir. Serumun
bakterisidal etkisi temel olarak kompleman proteinleri ile
iliskilidir. Cogu kommensal Gram-negatif bakteri seru-
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mun bakterisidal etkisine duyarl iken patojenik suslar
direnglidir. Bu direng mekanizmalarinda hangi faktérlerin
rol oynadigi tam olarak bilinmemekle birlikte, dis
membran proteinlerinden porinler, Tra T lipoproteinlerin,
kapstller yapinin ve O antijeninin rol aldiina dair kanit-
lar vardir (3). Lipopolisakkarit O yan zincirindeki degisik-
ligin serum direncinde etkili oldugu belirtiimektedir. Bu
calismada tum suslarin %63'de K. pneumoniae susla-
rinin %60’da serum direnci saptanmistir (Tablo 1).
Turkiye’de yapilan calismalarda Kiebsiella suslarinda
%29-%77 oraninda serum direnci bildirilmistir (12, 16).
Podschun ve ark. (15) calismalarinda K. oxytoca susla-
rinda %53, klinik K. pneumoniae suslarinda %25 serum
direnci bildirmiglerdir. Serum direncinin ozmolarite ile
degistigi bildirilmistir. Ayni bakteri susunun farkli ortam-
larda seruma duyarliiginin degisebilecedi ve cevresel
faktorlerin kompozisyonu ve LPS’in serum direncini etki-
ledigi belirtiimektedir (3).

Gram-negatif bakterilerde c¢esitli virulans faktorlerinin
varligi konak patojen iliskisinde ve hastaligin siddetinde
onemlidir. Bu galismada suslarin tamamina yakininin
enterobaktin Urettikleri ve énemli bir oraninin da aero-
baktin Urettikleri bulunmustur. Klebsiella turlerinde diger
virulans 6zellikleri yaninda her iki tip sideroforun varligi-
nin énemli oldugu distnilmastar.
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